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Resumo

GONCALVES, Thais Goncalves. Staphylococcus coagulase negativa
potencialmente patogénicos isolados do fluxograma de abate de suinos. 2020.
46f. Dissertaccdo (Mestrado em Ciéncias) — Programa de P6s-Graduacao em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2020.

O objetivo do presente estudo foi caracterizar genotipica e fenotipicamente isolados
de Staphylococcus coagulase negativa (SCN) provenientes de suinos em diferentes
pontos do fluxograma de abate, verificando a presenca de genes codificadores de
enterotoxinas estafilococicas classicas, identificacdo da espécie aureus em cepas
coagulase negativas, capacidade de formacao de biofilme, capacidade de formacéo
de biofilme apos estresse subletal e resisténcia a antibidticos. Foram utilizados 50
isolados de Staphylococcus coagulase negativa provenientes de suinos de diferentes
pontos do fluxograma de abate, sendo do reto, superficie da pele apos a escaldagem,
superficie interna da carcaca ap0s a evisceracao, lingua, linfonodos mesentéricos,
papada e superficie externa da carcaca no pré-resfriamento. No presente estudo a
pesquisa dos genes sea, seb, sec e sed foi determinada pelo método PCR e a
avaliacdo da capacidade de formacao de biofilme foi estabelecida pelo método em
Agar Vermelho Congo. O perfil de resisténcia antimicrobiana foi realizado pela técnica
de disco-difusdo em Agar Muller-Hilton. Foi detectado que 24% (12/50) dos isolados
carreavam genes codificadores de toxinas e, destes, 16,6% (2/12) foram identificados
como S. aureus. A capacidade de formacdo de biofilme foi detectada em 83,3%
(10/12) dos SCN. A maioria dos isolados mantiveram suas caracteristicas formadoras
de biofilme apds serem submetidas a estresse subletal. Entretanto, um isolado n&o
formador passou a formar biofilme apds estresses por calor, frio, ambiente acido e
salino, e duas cepas formadoras de biofilme ndo manifestaram essa caracteristica
guando expostas a ambiente salino. A concentracao de 5% de NaCl foi capaz de inibir
a formacado de biofilme das cepas caracterizadas como produtoras. A resiténcia a
meticilina foi observada em 75% (9/12) dos isolados e 91,6% (11/12) apresentaram
resisténcia diante da penicilina G. Staphylococcus coagulase negativa presentes no
fluxograma de abate podem carrear genes codificadores de SEA, SEB, SEC e SED,
ser capazes de formar biofilme ou adquirir esta capacidade apds exposicdo a
estresses subletais e apresentar resiténcia a meticilina, constituindo um potencial
perigo microbiolégico para a saude publica. Os resultados do estudo revelam a
importancia da pesquisa de SCN em alimentos e sdo um alerta em relacdo a
necessidade de cuidados quanto a contaminacao dos alimentos por SCN.

Palavras-chave: biofilme; estresse subletal; intoxicagcao alimentar; meticilina



Abstract

GONCALVES, Thais Goncalves.Potentially pathogenic negative coagulase
Staphylococcus isolated from the pig slaughter flowchart. 2020. 46f.
Dissertaccdo (Mestrado em Ciéncias) — Programa de Pos-Graduacéo em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2020.

The aim of the present study was to genotypically and phenotypically characterize
coagulase-negative Staphylococcus (SCN) isolates from different spots in the pig
slaughter flowchart, verifying the presence of genes encoding classic staphylococcal
enterotoxins, as well as identification of the coagulase negative strains belonging to
the aureus species, biofilm formation capacity, biofiim formation capacity after
sublethal stress and antibiotic resistance. Fifty coagulase negative Staphylococcus
isolates from pigs from different spots of the slaughter flowchart were used. The spots
were rectum, skin surface after scalding, internal surface of the carcass after
evisceration, tongue, mesenteric lymph nodes, double chin and external surface of the
carcass in the pre-chilling. In the present study, the analysis of the sea, seb, sec, sed
and tst genes was determined by the PCR method and the evaluation of the biofilm
formation capacity was established on Congo Red Agar. The antimicrobial resistance
profile was performed by the disk-diffusion technique on Agar Muller-Hilton. It was
detected that 24% (12/50) of the isolates carried genes encoding toxins and, of these,
16.6% (2/12) were identified as S. aureus. The capacity of biofilm formation was
detected in 83.3% (10/12) of the SCN. Most isolates maintained their biofilm-forming
characteristics after being subjected to sublethal stress. However, one non-forming
isolate started to form biofilm after heat, cold, acidic and saline stresses, and two
biofilm-forming strains did not manifest this characteristic when exposed to saline
environment. The concentration of 5% NaCl was able to inhibit the biofilm formation of
the strains characterized as biofilm producing. Resistance to methicillin was observed
in 75% (9/12) of the isolates and 91.6% (11/12) of the isolates showed resistance to
the penicillin G. Coagulase-negative Staphylococcus present in the slaughter flowchart
can carry genes encoding SEA, SEB, SEC and SED. These strains can also be able
to form biofilm or acquire this capacity after exposure to sublethal stresses and present
resistance to methicillin, constituting a potential microbiological danger to public health.
These results reveal the importance of SCN research in food and represent an alert
regarding the need for care regarding contamination of food by SCN.

Keywords: biofilm; sublethal stress; food poisoning; methicillina
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1 Introducéo

Segundo a Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2016) a
suinocultura é uma importante atividade para a economia do Brasil, visto que a carne
suina é a proteina animal mais consumida e produzida no mundo, seguido da carne
de frango e bovina (USDA, 2016). H4 mais de dez anos, o Brasil ocupa a quarta
posicdo no ranking mundial de producdo de carne suina, permanecendo somente
atras da China, Uni&do Europeia e Estados Unidos, e € o sexto maior consumidor dessa
proteina (ANTUNES, 2018), com consumo de 14,7 kg de carne suina per capita
(ABPA, 2018). O volume de exportacdo em setembro de 2019 alcancou 58 mil
toneladas, numero 2,6% maior em relacdo ao registrado no mesmo periodo de 2018,
com 56,6 mil toneladas (ABPA, 2019), o que representa 9,0% das exportacdes
mundiais (ABPA, 2017).

A carne suina é um alimento rico em nutrientes, por iSso apresenta inUmeros
beneficios para a satde humana (DO AMARAL et al., 2011). E rica em proteinas de
alto valor biolégico, acidos graxos monoinsaturados e minerais, com destaque para o
célcio, ferro, fésforo, potassio e zinco (DOS ANJOS, 2018), além de ser constituida
por 75% de agua, 22,8% de proteinas, 1,2% de gordura e 1,0% de minerais. Ademais,
€ excelente fonte de vitaminas hidrossoluveis do grupo B, como tiamina (B1),
riboflavina (B2), niacina (B3), piridoxina (B6) e cobalamina (B12) (ROCA, 2000). Logo,
devido sua composicéo nutricional, pH proximo a 7,0 e alta umidade, a carne suina
constitui um excelente meio para multiplicacdo de microrganismos patogénicos
responsaveis por causar doencas transmitidas por alimentos (DTA), que sdo aquelas
provocadas pela ingestdo de alimentos e/ou agua contaminados por microrganismos
patogénicos e/ou suas toxinas (BRASIL, 2001).

De acordo com MURLIKI (2018) e BRASIL (2019) é estimado que as DTA
causem, a cada ano, o adoecimento de uma a cada dez pessoas, podendo ser fatais,
especialmente em criangcas menores de cinco anos, idosos e imunossuprimidos
(OLIVEIRA et al., 2015), gerando uma grande preocupacao de saude publica global.

No Brasil, de acordo com dados do Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacao



(SINAN), séo notificados, em média, 700 surtos de DTA por ano, com envolvimento
de 13 mil doentes e dez ébitos (BRASIL, 2019). De 2016 a 2017, ocorreram 19.255
casos de doentes acometidos por DTA no Brasil, culminando em 19 ébitos (BRASIL,
2018).

O género Staphylococcus compreende diversas espécies e subespécies, que
se encontram amplamente distribuidas na natureza. Esse género divide-se em dois
grandes grupos com base na producdo da enzima coagulase. As produtoras da
enzima denominam-se Staphylococcus coagulase positiva (SCP), enquanto as que
nao produzem essa enzima sdo denominas Staphylococcus coagulase negativa
(SCN). Os Staphylococcus pertencem a familia Staphylococcaceae (SCHLEIFER et
al., 2015), séo cocos, Gram-positivos, imoveis, anaeréObios facultativos, né&o
esporulados, catalase positiva e apresentam metabolismo fermentativo com producao
de acido e ndo gas. Podem crescer em meios contendo 10% de cloreto de sodio
(PASSOS et al., 2012; SILVA, 2015). Sado mesodfilos, com temperatura de
desenvolvimento entre 7 a 48 °C, sendo a temperatura otima 37 °C e pH na faixa de
4,0 a 10, com pH 6timo proximo da neutralidade (FRANCO et al., 2008).

Até o momento, ja foram descritas dentro do género 52 espécies, das quais 38
séo classificadas como SCN (BECKER et al., 2014), tendo como principal fator de
viruléncia a producao de enterotoxinas. Os SCN sao bactérias de natureza ubiquitéria,
podendo compor a microbiota de humanos e animais, atingindo contagens de 10° a
108 UFC/cm? em algumas regibes do corpo (CUNHA, 2012). Nas industrias
alimenticias, essas bactérias ocorrem através dos manipuladores ou do proéprio
animal, sendo esses microrganismos, excelentes indicadores das Boas Praticas de
Fabricacdo e Manipulacdo adotadas no estabelecimento (BASANISI et al., 2016).
MICHELIN et al. (2006) ressaltaram que procedimentos de cozimento, fermentacéo,
pasteurizacdo ou defumacdo, sdo capazes de destruir esses microrganismos,
portanto, sua ocorréncia nos alimentos indica contaminacéo pdés-processamento.

Embora essas bactérias sejam consideradas saprofitas, sequéncias de genes
gue codificam para enterotoxinas e outros fatores de viruléncia de S. aureus, como
leucocidina, toxinas esfoliativas A e B, hemolisinas aq, 3, d e y e resisténcia a alguns
antibidticos, ja foram identificados no genoma de algumas espécies de SCN (PARK et
al., 2011; PODKOWIK et al., 2012).

S. aureus tem sido considerado o principal representante do grupo SCP.

Entretanto, FOX et al. (1996) reportaram o isolamento de S. aureus produtores de



pouca ou nenhuma coagulase, portanto, classificados como SCN e OLIVEIRA et al.
(2011) identificaram cepas enterotoxigénicas de S. aureus coagulase negativa
isoladas de leite de vaca produzido no Brasil. As enterotoxinas estafilococicas (SE)
sdo proteinas com peso molecular que varia de 22 a 30 KDa, de cadeia simples e
globulares (WU et al., 2016), solaveis em 4gua e solucao salina (HENNEKINNE et al.,
2012). Dentre as toxinas produzidas por Staphylococcus, destacam-se as SE, a
Toxina 1 da sindrome do choque toxico (TSST-1) e as toxinas esfoliativas (ETA a
ETD) (BUKOWSKI et al.,, 2010; VASCONCELOS et al., 2011; FOWOYO e
OGUNBANWO, 2016). As formas classicas das enterotoxinas sdo enterotoxina
estafilocécica A (SEA), B (SEB), C (SEC), D (SED) e E (SEE), codificadas pelos genes
sea, seb, sec, sed e see, respectivamente (FREITAS, 2005). Até hoje, 23 diferentes
SE foram identificadas, todavia, 95% dos surtos confirmados sé&o causados pelas
enterotoxinas classicas (RAHIMI e ALLIAN, 2013; BARAN et al., 2017) que,
funcionalmente sao relacionadas e apresentam homologia nas sequéncias (LIN et al.,
2010). Além da semelhanca na estrutura molecular e no mecanismo de acédo
semelhantes, as SE sao termoestaveis, podendo permanecer no alimento mesmo
apos tratamento térmico, como a pasteurizacao e cocgao normal, 0 que aumenta sua
importancia na industria e alimentos (PODKOWICK, 2013). Em seu estado ativo, as
toxinas resistem a acdo de enzimas proteoliticas como a pepsina, tripsina,
guimiotripsina, papaina e renina, o que permite sua acao no trato gastrointestinal,
possibilitando a instalacdo de um quadro de intoxicacdo (ARGUDIN et al., 2010).
Assim, mesmo que a bactéria seja inativada e eliminada, a enterotoxina permanece
biologicamente viavel (ERTAS et al., 2010).

O gene sea é responsavel pela sintese de 257 aminoacidos e codifica uma
proteina de 27,1 kDa (BALABAN; RASSOLY 2000). A SEB é uma proteina de 31,4
KDa (DINGES et al., 2000). De acordo com base nas diferencas antigénicas, a SEC
possui algumas variacdes, nomeadas SEC 1, 2 e 3. O gene secl e sec3 codificam
proteinas de 27,4 kDa e o0 gene sec2 codifica uma proteina de 26 kDa (CHEN et al.,
2001; LUZ, 2008). O gene sed codifica uma proteina com 27,4 kDa e o plasmideo que
esta localizado esse gene também carreia genes de resisténcia a penicilina (SOARES
et al., 1997).

Os fatores necessarios para producéo de enterotoxina dependem da atividade
de agua e natureza do alimento, pH, nimero de células, caracteristicas bacterianas e

temperatura (FONTE, 2012). A quantidade de SE que € produzida nos alimentos
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depende do tipo de enterotoxina que € secretada, por exemplo, na fase logaritimica
da multiplicac&o bacteriana ocorre a sintese de SEA e SED, enquanto que a producéo
de SEB e SEC ocorrem no final da fase estacionaria (MICUSAN e THIBODEAU,
1993).

A quantidade de enterotoxina necessaria para causar a doenca depende da
suscetibilidade do individuo, quantidade de enterotoxina ingerida, faixa etaria, peso
corporal e saude do hospedeiro (FERREIRA, 2014). De acordo com SILVA et al.
(2017), doses inferiores a 1 pug/kg ja podem causar intoxicacao e quando a populacao
da bactéria alcanca valores superiores a 106 UFC/g de alimento, este é considerado
como passivel de causar intoxicacdo. KITAMOTO et al. (2009) relataram que a SEC
esta entre as enterotoxinas mais comumente recuperadas de surtos de intoxicacéo
alimentar em todo o mundo, entretanto, a maioria das doencas de origem alimentar
ocorridas nos EUA, sdo causadas pela SED, sendo que h& poucos relatados sobre a
ocorréncia da SEB.

Uma técnica util para a identificacdo e investigacdo do potencial
enterotoxigénico de cepas de Staphylococcus é a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR). E uma técnica rapida, acurada, sensivel e especifica (ZSCHOCK, 2005), no
entanto, essa ténica apenas detecta a presenca dos genes, nd0o a sua expressao
(HENNEKINE et al., 2012). A identificacdo do gene codificador de enterotoxina ndo é
um indicador da capacidade do microrganismo de produzir a toxina em quantidades
suficientes para causar doenca ou a toxina estar biologicamente ativa ou de forma
intacta (McLAUCHLIN et al., 2000). Contudo, se a bactéria possui estes genes, €
bastante provavel que seja capaz de expressa-los e produzir enterotoxinas,
ocasionando doencas de origem alimentar (SILVA, 2015).

A intoxicacado alimentar estafilocécica € uma das doencas de origem alimentar
mais comuns em todo mundo (HENNEKINNE et al., 2012). De acordo com a European
Food Safety Authority (EFSA, 2017), as intoxicacfes sdo a segunda maior causa de
surtos associados ao consumo de alimentos contaminados na Europa, destacando-
se as toxinas estafilocécicas e toxinas produzidas por Bacillus cereus. A intoxicacao
alimentar estafilococica ocorre devido a ingestdo de enterotoxinas produzidas e
liberadas pela bactéria durante sua multiplicacdo no alimento (HENNEKINNE et al.,
2012). De acordo com WU et al. (2016) alimentos Umidos e proteicos sdo mais
propicios a estarem contaminados por SE. Varios alimentos ja foram causadores de

surtos de intoxicacao alimentar estafilococica, dentre eles destaca-se a carne e seus
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derivados e o leite e seus derivados (SILVA et al., 2010) e ovos (PIRES, 2011).

Em 1999, ocorreu um surto de intoxicacao alimentar envolvendo SCN, apos a
ingestao de leite cru contaminado, em Minas Gerais, Brasil. A andlise desse alimento
confirmou uma elevada contagem de SCN (2,0 x 108 UFC/mL) e detectou a producéo
das enterotoxinas SEC e SED (CARMO et al., 2002). Entre 2010 e 2015, ocorreram
32 surtos de intoxicagdo alimentar estafilococicas notificados em diferentes municipios
mineiros, associados ao consumo de bolos confeitados. Dos 32 surtos notificados, em
29 (90,6%) a contagem de Staphylococcus foi igual ou superior a 10° UFC/g e, dessas
cepas, trés eram SCN, sendo que duas foram identificadas como produtoras da SEB
e SED (GOULART et al., 2016). Contudo, desconhece-se a verdadeira incidéncia de
intoxicacgOes estafilocdcicas causadas por SCN, visto que a notificacdo da intoxicacéo
estafilococica ndo € compulsoria no Brasil e em varios paises, geralmente apenas
grandes surtos chegando ao conhecimento das autoridades sanitarias (FRAZIER e
WESHOFF, 2000).

Outro fator de viruléncia de algumas cepas desse género bacteriano € a
producéo de biofilme, visto que protegem as cepas tanto no ambiente, quanto no
hospedeiro (O'GARA, 2001). Esse mecanismo é considerado um dos principais
fatores de viruléncia dos SCN (CAFISO et al., 2004). O biofilme é um agregado celular
monoespécie ou multiespécie, embutido em uma matriz polimérica, contendo
polissacarideo extracelular, proteinas, glicoproteinas e glicolipideos formando uma
estrutura hidratada e porosa (FLEMMING, 2007). Fixam-se em superficies bioticas,
como tecidos vegetais ou animais, ou abidticas, como por exemplo, metais e
polimeros diversos (BOARI et al., 2009; ANTUNES et al., 2011; DICICCO et al., 2012).

A aderéncia das bactérias nas superficies € mediada pela formacdo do
Polissacarideo Capsular Adesina (PS/A). Segundo ADHIKARI et al. (2007) e SHAW
et al. (2007), a producédo de PS/A é mediada por produtos do gene cromossomal ica,
organizados em uma estrutura denominada operon ica ADBC, composta por quatro
genes, icaA, icaD, icaB e icaC, além de um gene regulatério transcrito em sentido
oposto, denominado icaR. O Polissacarideo Intercelular Adesina (PIA) é responsavel
pela formacédo de multicamadas de células no biofilme. A expressdo do PIA presente
na parede celular também é responsabilidade do operon ica ADBC que, quando
ativado, codifica quatro proteinas essenciais para a sintese do PIA (BALABAN et al.,
2007). A formacgéo do biofilme € um processo dindmico que ocorre em cinco fases,

caracterizadas como adeséao, proliferacdo bacteriana, formacéo de polissacarideo,
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maturacgéo e disperséao (OTTO, 2013; LE et al., 2014). Na fase de maturacao ocorre a
producdo do slime, que € uma camada de polissacarideo extracelular que preserva o
crescimento superficial aderente (ALCARAZ, 2003).

Uma vez aderidas, as bactérias transpassam do estado planctonico para um
estado séssil e apresentam caracteristicas fisiologicas diferentes formando col6nias
gue, quando se desprendem da estrutura, retornam ao estado inicial (MONROE,
2007). Além de causarem prejuizos decorrentes da diminuicdo da vida util dos
equipamentos e pdr em risco a seguranca microbioldgica dos alimentos, os biofilmes
propiciam o aumento da resisténcia bacteriana a sanitizantes e antimicrobianos,
dificultando seu controle e eliminacdo (OLIVEIRA et al., 2010). Em processamentos
de carnes e lacteos, os biofilmes representam mais de 90% dos contaminantes
presentes em sistemas industriais (LUCCHESI, 2006).

Uma das formas de deteccao da producéo de biofilme € através da técnica do
Agar Vermelho Congo (Congo Red Agar - CRA), que foi desenvolvida por FREEMAN
et al. (1989) como um método alternativo com alta sensibilidade e rapidez para
determinar a producao de biofilme por cepas de SCN. Esse método avalia a producao
fenotipica do biofime (BRAVO, 2016), portanto, ndo € quantitativo, mas baseado em
uma avaliacado cromatica (ARCIOLA, 2002). O método ja foi comparado com outros
na deteccado da producéo de biofilme, como técnicas de biologia molecular e métodos
de quantificacdo de biofilme em microplacas, apresentando bons resultados (JAIN e
AGARWAL, 2009). Na técnica, a sacarose € utilizada como fonte de carbono, que € o
precursor da formacdo do slime. O vermelho congo é um corante que se liga ao
exopolissacarideo produzido pela bactéria. As amostras produtoras de slime
aparecem como colénias negras e as nao produtoras como colénias avermelhadas ou
réseas (BERNARDI, 2007).

Outro fator de viruléncia apresentado por Staphylococcus spp. € a resisténcia
bacteriana. O uso indiscriminado de farmacos antimicrobianos em animais e
humanos, seja para fins terapéuticos, profilaticos, ou ainda, como suplementacao
alimentar, favorece a selecéo de cepas resistentes (ANDRE et al., 2006), tornando-as
predominantes em uma populacdo bacteriana, com o potencial de transferir material
genético para outras bactérias, que acabam por adquirir resisténcia (SANTOS, 2018).
Segundo VAN BOECKEL et al. (2015), o Brasil possui elevada utilizacdo de
antimicrobianos na producdo animal, o que constitui um sério problema do ponto de

vista clinico e de saude publica, visto que as classes de antimicrobianos utilizados na
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medicina veterinaria pertencem as mesmas utilizadas na medicina humana (ARIAS e
CARRILHO, 2012).

Os SCN de origem alimentar podem ser capazes de transferir genes de
resisténcia a maltiplos antimicrobianos para microrganismos susceptiveis, incluindo
patogénicos (WANG et al., 2018). J& foram detectadas em alimentos cepas de SCN
resistentes a antimicrobianos (MARTIN et al., 2006) e foram identificados em SCN
isolados de culturas iniciadoras, bactérias probiéticas e fermentadoras de carne,
genes para resisténcia a tetraciclina, eritromicina e B-lactamicos (SIMEONI et al.,
2008). Pode ocorrer a transmisséo cruzada interespecifica de linhagens resistentes
(GUIMARAES, 2011), pois ao consumir produtos de origem animal, a populacéo pode
contrair essas cepas resistentes (SOUZA et al., 2016).

A resisténcia a meticilina € mediada pelo gene mecA que codifica a proteina de
ligacdo a penicilina PBP2a, que confere resisténcia a meticilina, varios
antimicrobianos B-lactamicos e também a outros grupos de antibidticos, como
guinolonas e aminoglicosideos (KONDO et al., 2007). Nos ultimos anos, ocorreram
alteracoes na epidemiologia das cepas resistentes a meticilina. KLIBI et al. (2018)
identificaram resisténcia a meticilina em 29,41% (20/68) dos isolados de SCN
provenientes de leite bovino mastitico que analisaram. Esses relatos de cepas de SCN
resistentes a meticilina fortalecem a necessidade de revisar sua relevancia na
seguranca alimentar (BHARGAVA e ZHANG, 2012; HAMMAD et al., 2012; MOURA
et al., 2012).

A legislacdo brasileira ndo preconiza a pesquisa de SCN em alimentos
envolvidos em surtos, sendo verificado, apenas, um limite maximo para SCP (BRASIL,
2001), colaborando para a falta de dados quanto a presenca daqueles microrganismos
em alimentos. A enumeracao apenas de SCP em alimentos pode subestimar o grau
de contaminacdo por Staphylococcus enterotoxigénicos (FERREIRA, 2018). A
possibilidade da presenca de S. aureus coagulase negativa ressalta a importancia da
pesquisa de SCN em alimentos (FERREIRA, 2018).
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O objetivo do presente estudo foi caracterizar genotipica e fenotipicamente
isolados de Staphylococcus coagulase negativa provenientes de diferentes pontos do
fluxograma de abate de suinos, pesquisando a presenca de genes codificadores de
enterotoxinas estafilococicas classicas e TSST-1, identificando a espécie aureus em
cepas coagulase negativas, testando a capacidade de formacdo de biofilme apés

exposicao a estresses subletais e verificando a resisténcia a antibioticos.
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Staphylococcus coagulase negativa potencialmente patogénicos isolados do fluxograma de

abate de suinos

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi caracterizar genotipica e fenotipicamente isolados de
Staphylococcus coagulase negativa (SCN) provenientes de diferentes pontos do fluxograma de
abate de suinos, sendo reto, superficie da pele ap6s depiladeira, superficie interna da carcaca
apos evisceracdo, lingua, linfonodos mesentericos, papada e superficie externa da carcaca no
pré-resfriamento, verificando a presenca de genes codificadores de enterotoxinas
estafilocdcicas classicas , identificacdo da espécie aureus em cepas coagulase negativas,
capacidade de formacdao de biofilme, capacidade de formacéo de biofilme apds estresse subletal
e resisténcia a antibidticos. Foram utilizadas 50 isolados de Staphylococcus coagulase negativa
provenientes de suinos em diferentes pontos do fluxograma de abate. Foi detectado que 24%
(12/50) dos isolados carreavam genes codificadores de toxinas e, destes, 16,6% (2/12) foram
identificados como S. aureus. A capacidade de formacéo de biofilme foi detectada em 83,3%
(10/12) dos SCN. Em relacédo a capacidade de formacéo de biofilme apds estresse subletal, a
maioria das cepas mantiveram suas caracteristicas formadoras de biofilme. Entretanto, trés
isolados ndo formadores passaram a formar biofilme ap0s estresses por calor, frio, ambiente
acido e salino, e duas cepas formadoras de biofilme ndo manifestaram essa caracteristica
quando expostas a ambiente salino. A resiténcia a meticilina foi observada em 75% (9/12) dos
isolados. SCN presentes no fluxograma de abate podem carrear genes codificadores de SEA,
SEB, SEC e SED, ser capazes de formar biofilme ou adquirir esta capacidade apds exposicédo a
estresses subletais e apresentar resiténcia a meticilina, constituindo um potencial perigo
microbioldgico para a salde publica. Os resultados do estudo sdo um alerta em relagdo a

necessidade de cuidados quanto a contaminagdo dos alimentos por SCN.
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INTRODUCAO

O Brasil ocupa o quarto lugar no ranking mundial em producéo de carne suina e as exportaces
brasileiras dessa proteina representam 9% das exportagdes mundiais (ABPA, 2018), sendo a
suinocultura considerada uma atividade reconhecida e importante para a economia brasileira
(ABPA, 2016). A carne suina é constituida por 75% de 4gua e € um alimento rico em nutrientes,
como proteinas de alto valor bioldgico, minerais, acidos graxos monoinsaturados e vitaminas
hidrossoltveis do complexo B. Devido a essas caracteristicas, pode tornar-se um veiculador de
Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA), que decorrem da ingestdo de agua ou alimentos
contaminados por microrganismos patogénicos e/ou suas toxinas (Brasil, 2001).

Os Staphylococcus coagulase negativa sdo um grupo do género Staphylococcus que possui a
caracteristica de ndo produzir a enzima coagulase (Brasil, 2001). S&o descritas 52 espécies de
Staphylococcus, sendo 38 pertencentes ao grupo SCN (Becker et al., 2014). Sdo bactérias
ubiquitarias e saprofitas da microbiota natural de humanos e animais, que sdo importantes
veiculos de contaminacdo desse microrganismo dentro das inddstrias alimenticias (Basanisi et
al., 2016).

Fatores de viruléncia como leucocidina, toxinas esfoliativas A e B, enterotoxinas, hemolisinas
a, B, & ¢y e fatores de resisténcia a antimicrobianos ja foram apontados no genoma de algumas
espécies de SCN (Park et al., 2011; Podkowik et al., 2012). As enterotoxinas estafilocécicas
(SE) sdo um importante fator de viruléncia dos Staphylococcus. Séo proteinas de baixo peso
molecular, sollveis em agua, termoestaveis, resistentes ao acido gastrico e possuem a
caracteristica de agirem como superantigenos que induzem uma exacerbada proliferacdo de
células T (Xu & MC cormick, 2012). Até o momento, 23 diferentes SE foram detectadas,
entretanto, as enterotoxinas classicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) séo as mais frequentemente
implicadas em surtos de intoxicacdo alimentar estafilocdcica (Rahimi & Allian, 2013; Baran et

al., 2017) e, dentre estas, SEC e SED séo as mais comuns (Carmo et al., 2002; Kitamoto et al.,
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2009). A quantidade de enterotoxina necesséaria para causar a doenca depende da suscetibilidade
do hospedeiro, faixa etéria e peso corporal (Ferreira, 2014). A presenca dos genes que codificam
para a sintese das SE no genoma bacteriano é uma forte indicacdo do potencial de producéo das
toxinas (Silva, 2015).

De acordo com Leite (2013), a capacidade de formar biofilme € um importante fator de
viruléncia dos Staphylococcus, incluindo os SCN (Cafiso et al., 2004). O biofilme bacteriano é
caraterizado como um agregado celular séssil, monoespécie ou multiespécie embutido em uma
matriz de exopolissacarideos, proteinas, glicoproteinas e glicolipideos (Flemming et al., 2007)
fixada em superficies biodticas ou abidticas (Dicicco et al., 2012). Os biofilmes representam
fonte de contaminagdo continua para os alimentos, pois dificultam a eliminacéo das bactérias
das superficies de equipamentos e utensilios nas industrias alimenticias (Abdallah et al., 2014;
Oliveira et al., 2010).

A resisténcia a meticilina confere para as cepas resisténcia a quase todos os p-lactdmicos e a
outros grupos de antimicrobianos, como aminoglicosideos e quinolonas (Kondo et al., 2007).
O perigo para a saude publica representado pela presenca em alimentos de cepas de SCN
resistentes a antimicrobianos, particularmente a meticilina, é potencializado, uma vez que a
eliminacdo desses agentes por antimicrobianos é mais dificil.

O objetivo do estudo foi caracterizar genotipicamente e fenotipicamente isolados de
Staphylococcus coagulase negativa provenientes de diferentes pontos do fluxograma de abate
de suinos, pesquisando a presenca de genes codificadores de enterotoxinas estafilocdcicas
classicas e TSST-1, identificando a espécie aureus em cepas coagulase negativas, testando a
capacidade de formacdo de biofilme apés situacdes de estresses subletais e verificando a

resisténcia a antibioticos.
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MATERIAL E METODO

Origem dos isolados

Foram utilizados 50 isolados de SCN previamente obtidos de diferentes pontos do fluxograma
de abate de suinos estocados em BHI (Himedia, Mumbai, India) com glicerol a 20 % e mantidos
a 4 °C no banco de cepas do Laboratorio de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (LIPOA)
da Universidade Federal de Pelotas, UFPel (Tabela I).

Tabela | — Origem dos isolados de SCN utilizados para caracterizacdo fenotipica e genotipica

Fonte N° isolados
Reto 5
Superficie da pele apds a escaldagem 6
Superficie interna na carcaga ap0s a evisceracao 5

Lingua 10
Linfonodo 4

Papada 10
Superficie externa da carcaca no pré-resfriamento 10

Pesquisa de genes que codificam para toxinas

O DNA dos isolados foi extraido conforme protocolo descrito por Sambrook & Russel (2001)
e posteriormente foi realizada a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para deteccdo dos
genes que codificam para as toxinas SEA e SEC utilizando primers especificos conforme
protocolo descrito por Cunha et al. (2006), com modificacdes. Cada 25 uL da reacdo continha
1,0 uL de cada primer; 2,5 uL de DNA; 8,0 uL de agua e 12,5 uL de master mix (Promega,
Madison, Estados Unidos). A amplificacdo foi executada em termociclador utilizando um
primeiro ciclo a 94 °C por 4 min, desnaturacao a 94 °C por 2 min, anelamento a 55 °C por 1 min

e 30 s e extensdo a 72 °C por 1 min e 30 s. Apds, um segundo ciclo de desnaturacdo a 94 °C por
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2 min, anelamento a 53 °C por 1 min e 30 s e extenséo a 72 °C por 1 min e 30 s. No terceiro
ciclo, a temperatura de anelamento foi reduzida para 51 °C por 1 min e 30 s, seguida de 37
ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 2 min, anelamento a 47,6 °C por 1 min e 30 s, para a
enterotoxina SEC, e 42,5 °C por 1 min e 30 s, para a enterotoxina SEA, e extensdo a 72 °C por
1 mine 30 s, sequido de um ciclo final a 72 °C por 7 min. As pesquisas dos genes codificadores
da enterotoxina estafilococica B e D nos isolados foi realizada conforme descrito por Andretta
(2019). Como controle positivo, foi utilizado DNA de quatro cepas de S. aureus confirmadas
como portadoras dos genes de interesse e, como controle negativo, 0 DNA bacteriano foi
substituido por agua. Os produtos da PCR foram corados com Diamond Nucleic Acid Dye
(Promega, Madison, Estados Unidos) para visualizacdo em eletroforese em gel de agarose
(Panreac Quimica SA, Barcelona, Espanha) a 1%.

PCR para detec¢do da espécie S. aureus

A identificacdo da espécie S. aureus foi feita através da analise do DNA dos isolados
confirmados como toxigénicos, pesquisando a presenca do gene nuc com o uso de primers
especificos, conforme o protocolo descrito por Sasaki et al. (2010). Os produtos da PCR foram
visualizados conforme descrito anteriormente.

Formacéao de biofilme em Vermelho Congo

A producéo de biofilme pelas cepas de SCN foi determinada pelo cultivo em Agar Vermelho
Congo (CRA, Red Congo Agar, Exodo Cientifica, Brasil), utilizando 0,8 g de corante Vermelho
Congo para 1 litro de Agar Infusdo de Cérebro e Coragdo (BHA, Brain Heart Infusion Agar,
Kasvi, Brasil) e 50 g de sacarose (Labsynth, Brasil) (Freeman et al., 1989). Os in6culos foram
semeados em CRA por esgotamento e incubados a 37 °C por 24 h e, apds, a 25 °C por 24 h

(Mariana et al., 2009). A producdo de col6nias rugosas e pretas foi utilizada para diferenciar de



21

cepas ndo produtoras de biofilme, as quais apresentam colonias lisas e avermelhadas. Foram
utilizadas quatro cepas de S. aureus isoladas de carne suina, previamente testadas quanto a
formacdo de biofilme por Silva (2019), duas definidas forte formadoras de biofilme, para
controle positivo, e duas ndo produtoras de biofilme, como controle negativo.

Formacao de biofilme apos estresse subletal

Apos a classificacdo quanto a capacidade de formar biofilme, os isolados foram utilizados para
avaliar o efeito de estresses subletais sobre a formacéo de biofilme. Para exposicdo das células
ao choque de calor, culturas overnight em Caldo Infusdo Cérebro e Coracéo (BHI, Brain and
Heart Infusion Broth, Himedia, India) foram mantidas em banho-maria a 42 °C por 45 min,
segundo Chang et al. (2004). Para exposi¢do ao choque de frio, culturas overnight em BHI
foram mantidas a 4 °C durante 4 h (Silva, 2019). Os procedimentos descritos por Wong et al.
(1998) foram utilizados para estressar as celulas bacterianas em ambiente acido. Culturas
overnight em BHI tiveram o pH ajustado para 5,0 com HCI 6M e foram incubadas a 37 °C
durante 30 min. As células também foram estressadas em ambiente salino, utilizando culturas
overnight em BHI que foram submetidas a concentracdes de 2,5% e 5% de NaCl em CRA.
Apos a inducdo do estresse subletal, os isolados foram testados quanto a capacidade de
formacdo de biofilme em placas de CRA, seguindo a técnica ja descrita anteriormente.
Sensibilidade a antimicrobianos

Para avaliacdo da sensibilidade a antimicrobianos foi realizado o teste de disco-difusdo (Bauer
et al., 1966), utilizando-se os antimicrobianos: ampicilina (30 mcg) (Laborclin, Brasil),
cefalotina (30 mcg) (Laborclin), cefoxitina (30 mcg) (Laborclin), enrofloxacina (5 mcg) (Cefar,
Brasil), neomicina (30 mcg) (DME, Brasil), penicilina G (10U) (Laborclin), sulfonamida (300

mcg) (Laborclin) e trimetropim (5 mcg) (CECON, Brasil). Apds a incubacédo os halos
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inibitorios foram medidos com régua graduada e os resultados expressos em milimetros,

conforme recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que 24% (12/50) dos isolados estudados carreavam, pelo menos, um gene
codificador de toxina. A superficie da carcaca antes da entrada para a cdmara fria continha o
maior nimero de isolados toxigénicos, seguido da papada, reto, lingua e superficie interna da
carcaca apoés a evisceracdo (Tabela I1).

Tabela 11- Namero de isolados obtidos de diferentes pontos do fluxograma de abate de suinos

com presenca dos genes sea, seb, sec e sed

Origem dos sea seb sec sed sea+ seat Total
isolados seb  sec (%)®
Reto - - - 1 - 1 2(28,5)

Superficie da pele - - - - - - -
apos escaldagem

Superficie interna da 1 - - 1 - - 2(28,5)
carcaca apés
evisceracédo

Lingua - - - 2 - - 2(28,5)
Linfonodos - - - - - - -
Papada - - - 2 - 1 3(42,8)
Superficie externa - 1 4 4 1 1 11(157,1)
da carcaca no

pré-resfriamento

Total (%)? 1(8,3) 1(8,3) 4(33,3) 10(83,3) 1(8,3) 3(25) 20

3 Percentual do total de SCN que possuiam o(s) gene(s); ® percentual de amostras analisadas no
ponto do fluxograma que estavam contaminadas com SCN portadores de gene(s) toxigénico(s).
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Resultados semelhantes ao nosso foram demonstrados por Vieira (2017) que detectou genes
codificadores de toxina em 23% (48/205) de SCN isolados de queijo colonial. Ja Moura et al.
(2012) descreveram percentuais mais elevados aos nossos, 67,5% (27/40) dos isolados de SCN
de amostras de pudim no Rio Grande do Sul possuiam um ou mais genes codificadores de
toxina. Nos dois trabalhos citados, os genes mais detectados foram sea, seb e sed. Em nosso
estudo, os genes sec e sed foram os mais frequentes. Silva (2015) também encontrou um
percentual elevado do gene sec (26,8%) em SCN isolados de manipuladores de um restaurante
universitario e Carmo et al. (2002), ao analisarem leite cru contaminado com SCN proveniente
de um surto de intoxicacao alimentar que acometeu 328 individuos em Minas Gerais, relataram
a deteccdo da producdo de SEC e SED. O gene sec € o segundo mais isolado de alimentos
(Cunha et al., 2006; Silva, 2015). No entanto, o gene sea tem sido o mais isolado de diferentes
tipos de alimentos no Brasil, 0 que pode se dever ao fato de a SEA ser tdxica em baixas
concentragdes, sendo consequentemente a mais encontrada em surtos de intoxicacao alimentar
estafilocdcica (Balaban & Rasooly, 2000). Em nosso estudo, foi constatado que quatro isolados
carreavam mais de um gene codificador de entetoroxina, sendo sea o mais prevalente.

A ocorréncia de SCN toxigénicos na carcacga no ultimo ponto do fluxograma de abate reveste-
se de importancia por nao haver nenhuma medida subsequente para eliminacdo desses
microrganismos antes do produto ser liberado para o comércio. Nas inddstrias alimenticias,
manipuladores portadores podem ser importantes fontes de contaminacdo bacteriana para 0s
alimentos, assim como o ambiente e 0s equipamentos contaminados (Gustafson et al., 2015;
Podpecan et al., 2007). Logo, € indispensavel a ado¢do de boas praticas de higiene e sanidade

nas industrias alimenticias, tanto para as superficies de contato quanto para os manipuladores.
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Dos SCN toxigénicos detectados em nosso estudo, 16,6% (2/12) eram da espécie S. aureus.
Uma frequéncia maior foi identificada por Ferreira et al. (2018), que isolou 58 cepas de S.
aureus provenientes das maos de manipuladores, superficie da calha, superficie das carcacas e
superficie das facas e chairas em um fluxograma de abate de frango e, destas, 29,3% (17/58)
foram caracterizadas fenotipicamente como coagulase negativas. Em nosso estudo, as duas
cepas de S. aureus coagulase negativa possuiam genes de toxinas. Uma cepa possuia 0s genes
sea e sec, e a outra 0s genes sea e sed. Da mesma forma, Ferreira et al. (2018) também
detectaram genes enterotoxigénicos em S. aureus isolados de manipuladores, porém apenas
2,67% (1/44), sendo 0 gene sec 0 Unico encontrado em um isolado caracterizado como S. aureus
coagulase negativa. Ainda é pouco conhecida a frequéncia de S. aureus coagulase negativa em
industrias alimentares, pois a maioria dos trabalhos informa a ocorréncia em mastite (Akineden
et al., 2011; Sundareshan et al., 2012), havendo poucos estudos em carnes e embutidos. Além
da caréncia de estudos, S. aureus que ndo produzem coagulase geralmente ndo sdo detectados
em analises de rotina dos alimentos, as quais costumam estar restritas a contagem de SCP.
Portanto, considerando a frequéncia de S. aureus coagulase negativa potencialmente
toxigénicos observada no nosso estudo, é importante que as analises microbioldgicas de rotina
dos alimentos contemplem, também SCN, visto que, contagens apenas de SCP pode subestimar
0 grau de contaminacdo do alimento por cepas patogénicas.

Em relacdo a formacédo de biofilme em CRA, 83,3% (10/12) dos isolados que possuiam genes
codificadores de toxinas formaram coldnias negras, caracterizando a producdo do biofilme.
Resultados distintos foram observados em outros produtos carneos. Osman et al. (2017)
analisaram carne bovina importada no Egito e encontraram 36,6% (4/11) de SCN produtores

de biofilme. Por outro lado, Wang et al. (2018) analisaram 180 cepas de SCN isoladas de carne
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de frango e nenhuma apresentou capacidade de formar biofilme. Das cepas potencialmente
toxigénicas formadoras de biofilme, 5/6 foram isoladas da superficie da carcaca no pre-
resfriamento, 2/2 da superficie da papada, 1/2 da lingua, 1/1 da superficie interna da carcaca
apos a evisceracdo e 1/1 do reto. A presenca de SCN potencialmente toxigénicos formadores
de biofilme na indUstria de processamento de alimentos, especialmente na superficie das
carcagas, constitui um risco para a seguranca alimentar.
Os resultados da formacao de biofilme ap6s os isolados serem submetidos ao estresse subletal
séo mostrados na Tabela I11.

Tabela 11l — Formacéo de biofilme por SCN potencialmente toxigénicos apds serem

submetidos a diferentes tipos de estresse subletal

Isolado Calor Frio Acido  NaCl (2,5%) NaCl (5%)
Formadores de

bifilme

1 + + + + -
2 + + + + -
3 + + + + -
4 + + - + -
5 + + + + -
6 + + + - -
7 + + + - -
8 + + + + -
9 + + + + -
10 + + + + -

Nado formadores

de biofilme
11 - - - + -
12 + + + + -

(+) Formacdo de biofilme; (-) ndo formacao de biofilme.
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Apos os estresses por calor, frio, ambiente &cido e salino a 2,5%, o isolado fenotipicamente ndo
formador de biofilme passou a desenvolver essa capacidade. Isso pode ter ocorrido porque as
células bacterianas desenvolvem respostas adaptativas ao estresse para sobreviverem em
ambientes hostis (Ron, 2006). A caracteristica observada, de SCN ndo formadores de biofilme
passarem a forma-lo sob baixas temperaturas, € particularmente importante, considerando que
a refrigeracéo é a principal forma de conservacdo da carne suina, tanto nos estabelecimentos

alimenticios quanto nos domicilios dos consumidores.

Apos estresse por calor, frio e ambiente &cido, os isolados formadores de biofilme mantiveram
esta capacidade, a apenas dois isolados deixaram de formar biofilme em ambiente salino a
2,5%. Rossato et al. (2017) relataram que a presenca de 0,9% de NaCl apresenta efeito inibitorio
na formacdo de biofilme por cepas de SCN isoladas de alimentos, o que ndo foi comprovado
pelo nosso estudo, onde a concentracao de 2,5%, portanto mais elevada, ndo foi suficiente para
inibir a formacdo de biofilme pela maioria dos isolados. Embora ndo tenha inibido a
multiplicacdo bacteriana, o ambiente salino a 5% impediu a producdo de biofilme
independentemente dos isolados expressarem ou ndo esta capacidade em ambientes mais
favoraveis. Alguns produtos suinos apresentam altas concentracdes de NaCl, como costela
salgada, bacon, toicinho salgado, o que seria um fator inibitério para a formacéo de biofilme
por SCN que possam contaminar estes alimentos. Entretanto, na maioria das situacfes, 0s
estresses subletais aos quais os alimentos sdo submetidos no processamento ou armazenamento
desencadeiam a capacidade dos SCN formarem biofilme e ndo o contrario.

Nos antibiogramas, observou-se 11 (91,6%) isolados resistentes aos antibidticos penicilina G e

ampicilina. Também apresentaram resisténcia para cefalotina e neomicina 10 (83,3%) isolados.
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Seguido de cefoxitina com 9 (75%) isolados resistentes e trimetoprim com sete (58,3%). Quatro
(33,3%) isolados apresentaram resisténcia aos antibiéticos enrofloxacino e sulfonamida.
Resultados semelhantes foram observados por Momoh et al. (2016), que detectaram cepas de
SCN isoladas de suinos e carne suina, na Nigéria, apresentando alta resisténcia a penicilina e
ao trimetoprim. Estas resiténcias podem ser explicadas em decorréncia desses antimicrobianos
serem muito utilizados na medicina humana e veterindria para tratamentos de doengas
bacterianas. O uso rotineiro e em subdoses de moléculas antimicrobianas em animais destinados
a alimentacdo pode induzir ao surgimento de bactérias multirresistentes (Nadimpalli et al.,
2015; Thanner et al., 2016). Todos os isolados eram resistentes a, pelo menos, cinco
antimicrobianos diferentes, corroborando os resultados encontrados por Simeoni et al. (2008),
que observaram multirresisténcia em cepas de SCN isoladas de carne e produtos carneos
fermentados, e Rebecchi et al. (2015), que observaram cepas de SCN resistentes a diferentes
classes de antimicrobianos isoladas de salame piacentino e das etapas ao longo do processo de
fabricacéo.

Neste estudo, foi identificado que 75% (9/12) dos isolados de SCN potencialmente toxigénicos
sdo resistentes a meticilina. Klibi et al. (2018) também observaram 29,41% (20/68) de SCN
resistentes a meticilina, porém isolados de leite mastitico. O nosso trabalho € o primeiro relato
de SCN resistentes a meticilina isolados de carne suina. Observou-se que 77,7% (7/9) dos
isolados de SCN resistentes a meticilina eram formadoras de biofilme. Uma frequéncia maior
foi relatada na Tailandia por Seng et al. (2017), que observaram que 90,8% das cepas de SCN
resistentes a meticilina isoladas de ambientes comunitarios e hospitalares eram formadoras de
biofilme. O biofilme permite trocas genéticas entre as cepas e ja foi demonstrada a capacidade

de espécies de SCN resistentes a meticilina transportarem esse gene para S. aureus (Bhargava
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& Zhang, 2017; Chajecka-Wierzchowska et al., 2015). Portanto, além do risco representado
pela presenga de SCN potencialmente toxigénicos formadores de biofilme e resistentes a
meticilina em carne suina, a possibilidade de transmissdo dessa resisténcia a outros

Staphylococcus patogénicos também deve ser considerada.

CONCLUSAO

SCN isolados de diferentes pontos do fluxograma de abate de suinos podem carrear genes
codificadores de SEA, SEB, SEC e SED, sendo 0s genes sec e sed os mais frequentes. Estes
SCN potencialmente toxigénicos podem formar biofilme, capacidade que pode também ser
adquirida apds exposicdo a estresses subletais, como calor, frio, ambientes acido e salino.
Adicionalmente, SCN meticilina resistentes predominam entre os isolados potencialmente
toxigénicos. Este foi o primeiro relato de SCN potencialmente toxigénicos, produtores de
biofilme e resistentes a meticilina isolados de diferentes pontos do fluxograma de abate de
suinos. Os resultados obtidos mostram que a presenca de SCN em suinos constitui um potencial
perigo microbiologico para a saude publica, servindo como alerta em relacdo a necessidade de

cuidados quanto a contaminacdo dos alimentos por SCN.
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3 Consideragdes Finais

SCN potencialmente enterotoxigénicos isolados de carcagca suina podem formar
biofilme, inclusive sob condicbes de estresse subletal, facilitando a permanéncia
desses microrganismos dentro das indastrias alimenticias. Este é o primeiro trabalho
relatando a presenca de SCN potencialmente toxigénicos no fluxograma de abate de
suinos, bem como sua capacidade de formacao de biofilme, inclusive apds serem
expostas a estresse subletal, como calor, frio, ambiente acido e salino, que
propiciaram que os isolados ndo formadores de biofilme passem a forma-lo, o que
dificulta sua eliminacdo. SCN podem apresentar multirresisténcia, especialmente a
meticilina, indicando a importancia de ac¢des que evitem a transmissao dessas
bactérias de animais para os seres humanos através do consumo de produtos de
origem animal contaminados.

Portanto, os resultados demonstram a relevancia da adocdo de Boas Praticas de
Fabricacdo nas industrias alimenticias, evitando a fixagdo, multiplicacdo e formacgéao
de biofilme por SCN potencialmente toxigénicos, impedindo a contaminacdo dos
alimentos e das superficies, evidenciando a importancia de a legislacao brasileira

exigir contagens desse grupo de bactérias em analises de rotina.
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