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RESUMO - Staphylococcus aureus € o patégeno mais isolado da mastite bovina e um dos mais importantes
causadores de doencas transmitidas pelos alimentos. Muitas infecgBes sdo causadas por linhagens de bactérias
resistentes, sendo de extrema importancia a preocupacdo com a resisténcia aos principios ativos usados para
tratamentos em humanos e animais. Outra caracteristica importante dos S. aureus é a capacidade de formar
biofilmes em superficies bidticas e inertes, com implicacfes em salde publica nas industrias de alimentos. Este
experimento avaliou a resisténcia antimicrobiana e a capacidade de formacdo de biofilmes de 15 cepas de S.
aureus isoladas do processo de ordenha. Todas as amostras apresentaram perfil de multirresisténcia, com duas
cepas resistentes a 100% dos farmacos e as demais resistentes a pelo menos 6 principios ativos. O indice de
Resisténcia Multipla a Antimicrobianos (IRMA) variou de 0,5 a 1,0. Das 15 cepas, 100% foram resistentes a
penicilina G, 93,34 % resistentes a oxacilina, cefalexina, tetraciclina, cloranfenicol, amoxicilina + &cido
clavuldnico e sulfazotrim; 73,33% resistentes a doxiciclina e 80% gentamicina; 53,34% resistentes a ceftiofur,
33,34 % a neomicina. Destaca-se que 93,34% (14/15) foram resistentes a oxacilina (S. aureus meticilina-
resistentes - MRSA) e, destas, 33,34% (05/15) também foram resistentes a vancomicina (S. aureus vancomicina-
resistentes - VRSA). As cepas também foram avaliadas quanto & formacdo de biofilmes em diferentes
temperaturas de incubacdo (3°C, 9°C, 25°C, 36°C e 42°C) e formaram biofilmes em pelo menos trés
temperaturas avaliadas, incluindo as temperaturas de refrigeragéo.
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1 INTRODUCAO

A ocorréncia de Staphylococcus aureus em alimentos como leite e derivados representa um risco
potencial em termos de salde publica, principalmente devido a producdo de enterotoxinas capazes de
desencadear um processo de intoxicacdo (MARTIN, 2015). De acordo com os dados do Servico de Vigilancia
Sanitaria do Ministério da Sadde, S. aureus foi 0 segundo patégeno mais frequente em surtos com agente
etiologico conhecido, representando 20% dos casos ocorridos nos Gltimos anos (BRASIL, 2013).

Este microrganismo é um dos principais agentes das mastites consideradas contagiosas, apresentando
elevada incidéncia na maioria dos rebanhos leiteiros em varios paises. Dentre as caracteristicas que tornam esse
microrganismo um dos principais agentes causadores de mastite, destaca-se a alta capacidade de invasdo, que
permite a infecgdo de regides mais profundas da glandula mamaria. Adicionalmente, ocorre formacéo de tecido
fibroso no foco da infeccdo, formando "bolsbes" de bactérias que dificultam a ag¢do dos antibidticos no local da
infeccdo (SALIMENA, 2014). A liberacdo do S. aureus causador de mastite contamina o leite que, consumido
cru ou processado inadequadamente, pode contaminar os consumidores e causar doencas de origem alimentar.

A eliminagdo da mastite estafilococica é o ideal, através de terapia apropriada durante a lactacdo,
tratamento completo de vacas secas e descarte de animais com infecgdo cronica. Porém, o uso indiscriminado de
antibioticos e outros farmacos, assim como a utilizacdo de doses néo indicadas ou continuas, geram uma pressao
seletiva (COSTA, 2013; SALIMENA, 2014). A resisténcia antimicrobiana é o principal efeito colateral desta
prética, selecionando bactérias, modificando a estrutura de comunidades bacterianas e induzindo uma evolugéo
acelerada com consequéncias imprevisiveis para a salde humana e animal (EFSA, 2014). Neste contexto, 15
amostras de Staphylococcus aureus, isoladas de diferentes pontos do ambiente de ordenha, foram analisadas

quanto a resisténcia a antimicrobianos e capacidade de formacéao de biofilme.

2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios microbioldgicos foram realizados no Laboratério de Bacteriologia e Micologia Veterinaria
do Hospital Veterinrio da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Passo Fundo
(FAMV/UPF). Foram analisadas 15 amostras de S. aureus isolados de diferentes pontos do ambiente de ordenha
em uma propriedade leiteira no norte do Rio Grande do Sul. Destes, 6 (seis) foram isolados de teteiras; 5 (cinco)
de &gua do processo CIP; 2 (dois) do tanque de refrigeragdo; e 2 (dois) do leite do conjunto. Também foi testada
a cepa padrédo Staphylococcus aureus ATCC 25923.

As culturas bacterianas foram semeadas testadas pela técnica de disco-difusdo (CLSI, 2012) frente aos
seguintes principios ativos: Cefalexina 30 pg, Gentamicina 10 pg, Tetraciclina 30 pg, Oxacilina 1 pg,
Neomicina 30 pg, Sulfazotrim 25 pg, Penicilina G 10 U, Amoxicilina + Acido Clavuldnico 30 pg, Vancomicina
30 pg, Cloranfenicol 30 pg, Doxiciclina 30 ug, Ceftiofur 30 pg. Utilizou-se o critério para multirresisténcia aos
farmacos do National Antimicrobial Resistance Monitoring System (NARMS, 2012), que determina a

multirresisténcia como a resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos. O indice de resisténcia multipla a
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antimicrobianos (IRMA) para cada amostra foi calculado conforme KRUMPERMAN (1983), onde IRMA=
ntmero de antibioticos resistentes / nimero total de antibidticos testados.

O método para deteccdo da formacdo de biofilme em superficie de poliestireno foi baseado em
Rodrigues et al. (2010), com 6 (seis) repeticfes para cada S. aureus testado, em cada temperatura avaliada. As
placas de poliestireno de 96 pocos foram incubadas em 42+1°C, 36x+1°C, 25+1°C, 9+1°C e 3+1°C por 24 horas.
A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de ELISA a 550 nm. O valor da absorbéncia de cada amostra
(DOa) foi obtido através da média aritmética dos valores dos 6 pocos, comparado com a média da absorbancia
do TSB com 4% de glicose ndo inoculado (DO). Para determinar o grau de aderéncia foi utilizada a seguinte
classificag@o: ndo aderente: DOa < DO; fracamente aderente: DO < DOa < 2.DO; moderadamente aderente:

2.DO < DOa < 4.DO; fortemente aderente: 4.DO < DOa.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos testes de sensibilidade aos antimicrobianos, todas as amostras de Staphylococcus aureus avaliadas
apresentaram padrdo de multirresisténcia, conforme descrito na Tabela 1. O indice de Resisténcia Mdltipla a

Antimicrobianos (IRMA) revelou alguns valores proximos ou iguais a 1,0.

Tabela 1 - Distribuicdo do padréo de resisténcia e Indice de Resisténcia Multipla a Antimicrobianos (IRMA) de

15 isolados de Staphylococcus aureus oriundos de diferentes pontos do fluxograma da obtencéo do leite cru.

Padréo de resisténcia aos antimicrobianos Nimero de Pe-rfiAI de-z IRMA
amostras resisténcia

Cfe, Oxa, Pen, Gen, Neo, Dox, Tet, Clo, Van, Amc, Sut,

cif 2 1 1,0
Cfe, Oxa, Pen, Gen, Neo, Dox, Tet, Clo, Amc, Sut 2 2 0,83
Cfe, Oxa, Pen, Gen, Tet, Clo, Van, Amc, Sut, Ctf 1 3 0,83
Cfe, Oxa, Pen, Dox, Tet, Clo, Van, Amc, Sut, Ctf 1 4 0,83
Cfe, Oxa, Pen, Gen, Dox, Tet, Clo, Van, Amc, Sut 1 5 0,83
Cfe, Oxa, Pen, Gen, Dox, Tet, Clo, Amc, Sut, Ctf 1 6 0,83
Cfe, Oxa, Pen, Gen, Dox, Tet, Clo, Amc, Sut 3 7 0,75
Cfe, Oxa, Pen, Gen, Clo, Amc, Sut, Ctf 1 8 0,66
Cfe, Pen, Gen, Neo, Tet, Clo, Amc, Sut 1 9 0,66
Cfe, Oxa, Pen, Tet, Clo, Amc, Sut, Ctf 1 10 0,66
Cfe, Oxa, Pen, Dox, Tet, Clo 1 11 0,5

Cfe = Cefalexina 30 pg, Oxa= Oxacilina 1 pg, Pen= Penicilina G 10 U, Gen= Gentamicina 10 pg, Neo= Neomicina 30 pg, Dox=
Doxiciclina 30 pg, Tet= Tetraciclina 30 pg, Clo= Cloranfenicol 30 pg, Van= Vancomicina 30 pg, Amc= Amoxicilina + Acido

Clavulénico 30 pg, Sut= Sulfa + Trimetropim 25 pg, Ctf= Ceftiofur 30ug.

Os S. aureus isolados das teteiras demonstraram IRMA com valores de 0,66 a 1,0 e da agua do CIP

variaram de 0,5 a 1,0. Os microrganismos oriundos do leite apresentaram valores de 0,83 e 0s do tanque de
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refrigeracdo foram de 0,66 a 0,83. De acordo com Krumperman (1983), IRMA > 0,2 caracteriza 0 fendmeno da
maltipla resisténcia, indicando um risco para salde publica, uma vez que o tratamento de enfermidades de
animais e humanos fica dificultado. Como destacado por Bauer-garland et al. (2006), bactérias que apresentam
multirresisténcia podem se disseminar mais rapidamente de um animal a outro e apresentar menor resposta ao
tratamento com antimicrobianos. Os resultados encontrados nesse estudo para amostras de leite foram superiores
ao relatado por Costa et al. (2013), onde o IRMA para S. aureus variou de 0 a 0,26, mas 18,15% das amostras
testadas apresentaram IRMA > 0,2, caracterizando o fendmeno da multipla resisténcia.

Em relacdo aos principios ativos utilizados no teste, 100% (15/15) das amostras foram resistentes a
penicilina G, 93,34 % resistentes a oxacilina, cefalexina, tetraciclina, cloranfenicol, amoxicilina + &cido
clavuldnico e sulfazotrim; 73,33% resistentes a doxiciclina e 80% gentamicina; 53,34% resistentes a ceftiofur,
33,34 % a neomicina. Taxas de resisténcia antimicrobiana em hospitais e sistemas de produgdo animal
aumentaram consideravelmente durante as Gltimas décadas, tornando o tratamento das doencas ainda mais dificil
(FRYE & JACKSON, 2013).

O debate recente sobre a elevada resisténcia microbiana observada na medicina humana e,
particularmente, de linhagens meticilina-resistentes (MRSA) de S. aureus, aumentou a preocupacao sobre 0 uso
de antimicrobianos. No presente estudo 93,34% (14) das amostras apresentaram resisténcia a oxacilina,
demonstrando caracteristica de MRSA. As cepas resistentes a oxacilina também podem ser denominadas como
ORSA (S. aureus oxacilina-resistentes). Este principio ativo é o de elei¢cdo em infecgdes hospitalares. Queiroz et
al. (2014), ao estudarem Staphylococcus sp. isolado de leite bovino e outros alimentos de origem animal,
encontraram 100% das cepas sensiveis a oxacilina, ressaltando a gravidade dos resultados de resisténcia obtidos
em nosso trabalho.

E importante salientar que 05 (05/15) cepas apresentaram perfil de resisténcia a VRSA (S. aureus
vancomicina-resistentes) e a MRSA, concomitantemente. A vancomicina é uma das poucas alternativas
terapéuticas eficazes no tratamento de infecgBes causadas por cepas de S. aureus resistentes a oxacilina (ORSA).
O desenvolvimento de resisténcia bacteriana estd invariavelmente ligado ao uso terapéutico dos agentes
microbianos. Um conceito importante que deve ficar claro é que o antimicrobiano ndo induz a resisténcia e sim
seleciona as bactérias mais resistentes existentes no meio de uma populacédo (ALTERTHUM, 2005).

Com relagdo a formacéo de biofilme todas as amostras formaram biofilmes nas diferentes temperaturas
e em diferentes graus de aderéncia. Apenas uma amostra oriunda do tanque apés a detergéncia (TgD2) ndo
formou biofilme a 3°C, mas formou nas demais temperaturas. A importancia da formacao de biofilme a 3°C est4
no fato de que segundo a IN 62 (BRASIL, 2011), em se tratando de tanque de refrigeracdo por expansdo direta, a
temperatura para armazenamento do leite deve ser igual ou inferior a 4°C no tempo maximo de 3h apés o
término da ordenha. No entanto, verificou-se que também a formacédo de biofilmes nesta temperatura.

Uma caracteristica importante dos S. aureus € a sua capacidade de formar biofilmes em superficies
biologicas e inertes. Na industria, a formagédo de biofilmes é um problema pois, além das implicagdes em saude
publica pela disseminacdo de patégenos via alimentos, os biofilmes podem reduzir a vida Util de equipamentos
causando perdas econbmicas significativas. Somam-se a isso 0s problemas decorrentes do aumento da
resisténcia bacteriana a sanitizantes, o que agrava o problema de sua ocorréncia no ambiente de processamento
de alimentos (OLIVEIRA et al., 2013).



AN SIMPOSIO DE 1SN 2236-0409
NUPF \(’ D{ALIMENTOS v ot
Universidade p. 5/6

de Passo Fundo Passo Fundo/RS, 15 e 16 de outubro de 2015

Lee (2012), ao estudar a ocorréncia de S. aureus produtores de biofilmes em ambiente de ordenha em
propriedades no Estado de S&o Paulo, constatou que do total de isolados obtidos de leite, tanques, equipamentos
e manipuladores, 41,9% foram considerados capazes de produzir biofilmes em aco inoxidavel. Os autores
relacionaram a alta porcentagem de cepas biofilmes positivas encontrada em tanques de expanséo aos riscos de
contaminacgdo do produto, podendo os biofilmes formados constituirem um foco constante de disseminacdo da
bactéria no leite e derivados.

Os resultados desta pesquisa apresentam grande relevancia, pois existem poucos relatos de S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA) e a vancomicina (VRSA) isolados de alimentos ou de superficies em contato
com estes. Apesar das doencas de origem alimentar causadas por S. aureus estarem relacionadas com a ingestéo
de toxinas produzidas pelo mesmo, alimentos com a presenga de microrganismos resistentes a principios ativos
de eleicéo para o tratamento de infec¢des sistémicas é um grande risco. Consumir ou manipular leite cru ou seus
derivados sem processamento térmico adequado pode resultar em infeccdo de seres humanos por estas cepas que

sem tratamento apropriado, pode levar ao 6bito.

4 CONCLUSAO

Todas as cepas de Staphylococcus aureus avaliadas apresentaram perfis de multirresisténcia aos
antimicrobianos testados, com IRMA de 0,5 a 1. Além disso, todas formaram biofilmes nas diferentes condi¢des
de temperatura. Este resultado é de grande relevancia, uma vez que microrganismos altamente resistentes a
antimicrobianos estdo em contato com o leite que ser4 comercializado, e podem causar enfermidades aos

consumidores destes produtos e manipuladores de alimentos da propriedade leiteira.
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