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1. INTRODUCAO

O mercado de carne suina vem apresentando um crescimento continuo no
Brasil, passando esse alimento a ter uma maior participacdo na dieta dos
brasileiros, principalmente sob a forma de produtos industrializados (ABIPECS,
2019). Dentre esses, destaca-se a linguica frescal devido a sua grande aceitacao
pelos consumidores e ampla comercializacao.

A producdo de linguica suina envolve varias etapas de manipulacao,
elevando o0 risco de contaminacdo por microrganismos patogénicos, como
Staphylococcus aureus, devido a falhas e n&o conformidades em seu
processamento, podendo comprometer a qualidade higiénico-sanitaria do
alimento (MARQUES, 2006).

S. aureus € um patégeno comumente encontrado na pele e nas vias
aéreas superiores de pessoas saudaveis, podendo ser encontrado também no
trato gastrintestinal. Essa espécie é a que mais estd ligada a doencas
estafilococicas, quer sejam de origem alimentar ou ndo. Produzem varios tipos de
toxinas, sendo as enterotoxinas as de interesse em alimentos e cursam com
vomito, célicas abdominais, diarreia e, mais raramente, enterite (FRANCO;
LANDGRAF, 2005). Essas enterotoxinas estafilocécicas (Staphylococcal
enterotoxins, SE) sdo termorresistentes, portanto, uma vez pré-formadas ndo sao
eliminadas durante o processamento térmico dos alimentos (CARMO et al., 2002).
As cinco primeiras SEs descobertas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) sao referidas
como as enterotoxinas estafilocOcicas classicas e, geralmente, sdo as mais
implicadas em surtos de intoxicacdo alimentar (LINA et al., 2004). Surtos de
intoxicacdo estafilococica envolvendo a SEC ja foram relatados (DENAYER et al.,
2017; CARMO et al., 2003).

Animais domeésticos podem abrigar a espécie S. aureus sendo esta uma
relevante causa de infeccbes na producdo animal. Assim, € comum o0 uso de
antibioticos com fins terapéuticos, profilaticos ou como estimulador de
crescimento (CERQUEIRA; ALMEIDA, 2013). Porém, seu uso indiscriminado
pode estimular o aparecimento de resisténcia a alguns antimicrobianos, dentre
eles a meticilina. As cepas de S. aureus resistentes a esse farmaco sao
denominadas Staphylococcus aureus meticilina resistentes (Methicillin-resistent
Staphylococcus aureus, MRSA) e sédo consideradas resistentes a todos os
antimicrobianos beta-lactamicos (LOWY, 1998). Para a identificacdo de MRSA, o
método mais utilizado é o teste de disco difusdo, podendo ser utilizados os
antibioticos oxacilina e cefoxitina, uma vez que a meticilina ndo € mais fabricada
(MIMICA; MENDES, 2007; ZURITA et al., 2010). Como consequéncia da
colonizagédo e infeccdo por MRSA em animais de produgdo, destaca-se a
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possibilidade de contaminacdo dos produtos carneos destinados ao consumo por
esses microrganismos.

O objetivo do presente trabalho foi verificar a presenca de S. aureus
resistentes a meticilina em linguicas suinas e a presenca do gene codificador da
enterotoxina C.

2. METODOLOGIA

Foram analisadas 50 amostras de linguica suina crua, coletadas de
mercados e acougues da cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil. As
amostras coletadas foram acondicionadas em caixa isotérmica com gelo e
transportadas ao Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem Animal —
LIPOA, da Universidade Federal de Pelotas — UFPel.

Para a contagem de Staphylococcus coagulase positiva, 25 g de cada
amostra foram adicionadas a 225 mL de solucédo salina 0,85% e homogeneizadas
em Stomacher (Logen Scientific). Foram feitas diluicdes seriadas e, com o auxilio
de uma pipeta, foi transferido 0,1 mL de cada diluicdo para placas de Petri
contendo Agar Baird-Parker (Himedia, Mumbai, India) e, a seguir, o inoculo foi
espalhado por toda a superficie do Agar utilizando-se a técnica de semeadura em
superficie. Posteriormente as placas foram incubadas a 37° C por 48 h. Apés a
incubacéo, foram selecionadas as placas que continham entre 20 e 200 colénias
para contagem. Trés col6nias tipicas e trés atipicas de S. aureus foram
inoculadas em Infusédo de Cérebro e Coracado (BHI, Brain Heart Infusion, Himedia,
India) e incubadas a 37° C por 24 h para posterior realizacdo da prova da
coagulase que consiste na mistura de 0,3 mL de cada cultura com 0,3 mL de
plasma de coelho e incubacédo a 37° C por 6 h para observacgéo de coagulagéo.

Foi realizada a extracdo do DNA dos isolados positivos no teste da
coagulase, conforme Sambrook e Russel (2001), e apds foi realizada a Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR), pesquisando a presenca do gene nuc com uso
dos primers au-F3 e au-nucR (SASAKI et al., 2010) para identificacdo da espécie
S. aureus. As cepas confirmadas como S. aureus foram submetidas ao teste de
disco difusdo em Agar Mieller-Hinton (Kasvi, Brasil), utilizando o disco de
cefoxitina 30 pg (Laborclin, Brasil) para a identificacdo de MRSA. Os resultados
obtidos foram avaliados segundo o Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais
(Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) (2015), que considera o
microrganismo resistente a cefoxitina quando o halo possuir diametro menor ou
igual a 21 mm e sensivel halo com diametro maior ou igual a 22 mm.

Para a identificagdo do gene codificador da enterotoxina estafilocdcica C
(SEC) nos isolados confirmados como S. aureus, foi realizada a PCR conforme
descrito por Cunha et al. (2007) com modificagdes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 50 amostras analisadas, 8% (4/50) apresentaram contagens de
Staphylococcus coagulase positiva acima do padrédo estabelecidos pela a
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°12/01 (BRASIL, 2001), que admite
contagens até 5,0x10® UFC/g para linguicas cruas. Resultado semelhante ao
nosso foi encontrado por Valiati et al. (2016), os quais constataram que 6,6%
(2/30) das amostras de linguigcas cruas analisadas, oriundas de supermercados da
cidade de Ji-Parana, Rondbnia, apresentaram contagens de Staphylococcus
coagulase positiva acima do limite determinado pela legislagdo. As altas
contagens desses microrganismos podem ser devido as mas condicbes de
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higiene do local de preparo do alimento e das maos dos manipuladores e
auséncia de boas préticas de fabricagéo.

S. aureus foi isolado de 44% (22/50) das amostras e, desses, 73% (16/22)
foram classificados como MRSA e 32% (7/22) possuiam o gene codificador da
SEC. Dos 16 isolados MRSA, 25% (4/16) possuiam o gene codificador da SEC e
dos sete isolados que apresentavam o gene codificador da SEC, 57% eram
MRSA.

Outros estudos envolvendo pesquisa de MRSA e SEs em produtos oriundos
de suinos ja foram relatados. Savariraj et al. (2018) investigaram a presenca de S.
aureus em carne suina, a resisténcia a meticilina e a presenca de genes
codificadores de nove tipos de SE nas cepas isoladas. Das 120 amostras
analisadas, 77% (92/120) estavam contaminadas com 0 microrganismo em
questdo, 76% (70/92) desses foram classificados como MRSA e 83% (76/92)
eram cepas enterotoxigénicas. A grande maioria dos isolados de MRSA era
produtor de pelo menos uma das nove toxinas pesquisadas (66/70), estando o
gene codificador da SEC presente em 5% (4/66) dos isolados, resultado inferior
ao encontrado no presente estudo.

A alta prevaléncia de MRSA encontrada no presente estudo e no trabalho
citado deve servir como um alerta a saude publica sobre a necessidade de
adocao de medidas de controle tanto na producéo de animais quanto na cadeia
de producédo de alimentos para reduzir a contaminagédo dos produtos com MRSA
e assim diminuir o risco de transmissédo desse microrganismo as pessoas.

A presenca de genes codificadores de enterotoxinas em cepas de S. aureus
indica que € possivel ocorrer a producdo da toxina no alimento e, dependendo de
fatores como a quantidade de toxina ingerida, provocar uma intoxicacao
alimentar.

4. CONCLUSOES

Staphylococcus aureus meticilina resistentes e produtores da enterotoxina
estafilococia C podem ser isolados de linguicas suinas cruas representando um
potencial risco para a saude dos consumidores.
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