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Resumo

Nos ultimos anos, a carne de coelho tem vindo a ganhar uma grande importancia na
alimentacdo humana, tanto pelas suas caracteristicas nutricionais como dietéticas.
Consequentemente, a garantia da seguranca sanitaria ao longo da fileira de producéo de carne
de coelho, na qual se inclui a inspec¢do sanitaria, tem-se tornado indispensavel.

Staphylococcus aureus sdo bactérias gram-positivas, podendo causar processos
supurativos, mastite e piodermite tanto no Homem como nos animais. Em coelhos, as
manifestacdes clinicas mais caracteristicas associadas a infe¢fes por Staphylococcus aureus
séo a dermatite exsudativa em coelhos lactantes e lesfes purulentas subcutaneos em coelhos de
vérias idades. Nos coelhos abatidos para consumo, estas infe¢des constituem um problema
significativo na rejeicdo de carcagas no decurso da inspecdo sanitiria em matadouro.
Staphylococcus aureus € um agente patogénico associado a taxas de mortalidade e morbilidade
elevadas, tendo capacidade para produzir infecdes em varios tecidos do corpo humano.
Preocupante para a saude publica é a sua elevada capacidade de adquirir resisténcia aos
antibidticos, podendo assim, sobreviver as mais diversas circunstancias ambientais.

Como tal, este estudo teve como principal objetivo identificar a presenca
de Staphylococcus aureus em lesdes purulentas de carcacas de coelhos provenientes de
matadouro, assim como analisar o significado de MRSA nestas lesdes. De acordo com o
conhecimento dos autores, este € o primeiro trabalho realizado em Portugal sobre a
identificacdo de MRSA em lesGes purulentas de coelhos.

Realizaram-se técnicas microbioldgicas, recorrendo a meios diferenciais, permitindo
identificar a presenca de estafilococos, assim como técnicas moleculares, utilizando genes de
interesse: 16S, mecA e nuc, que permitiram a identificacdo rapida de Staphylococcus aureus,
assim como a detecdo de resisténcia a meticilina em estafilococos.

Foi possivel verificar a presenca de MRSA em 14 animais, num total de 66 analisados.
Destes, foi possivel analisar 83 isolados. Trata-se de um valor preocupante devido ao risco que
pode representar em termos de contaminac@es cruzadas ao longo da linha de abate e também
devido as consequentes perdas econdmicas para o produtor, visto que as lesdes abcessiformes
sdo a principal causa de rejeicdo em matadouro. A contaminagdo cruzada € um aspeto
preocupante visto que a transmissao pode ser feita por um simples contacto. Existe uma elevada

probabilidade de haver conspurcagdo dos materiais na linha de abate e, até mesmo, a infecéo
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dos proprios trabalhadores, podendo-se traduzir num prolema de saude publica de carater
ocupacional caso ndo sejam implementadas medidas de protecdo adequadas.

Os resultados descritos no presente trabalho permitem melhorar o nivel de
conhecimento das lesGes purulentas para, futuramente, ser possivel a implementacdo de

medidas de controlo mais eficazes.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, MRSA, coelhos, lesdes purulentas, HACCP.
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Abstract

In recent years, rabbit meat has gained a great importance in human nutrition, because
of its nutritional and dietary characteristics. Consequently, the guarantee of health safety along
the rabbit meat production line, which includes the sanitary inspection, has become
indispensable.

Staphylococcus aureus are gram-positive bacteria, which can cause suppurative
processes, mastitis and pyoderma in both humans and animals. In rabbits, the most
characteristic clinical manifestations associated with Staphylococcus aureus infections are
exudative dermatitis in lactating rabbits and subcutaneous purulent lesions in rabbits of various
ages. In rabbits slaughtered for consumption, these infections constitute a significant problem
in the rejection of carcasses during the sanitary inspection at the slaughterhouse.
Staphylococcus aureus is a pathogen associated with high mortality and morbidity rates, being
able to produce infections in various tissues of the human body. Concern for public health is
the high capacity of acquiring resistance to antibiotics, thus being able to survive the most
diverse environmental circumstances.

As such, the objective of this study is to identify the presence of Staphylococcus aureus
in purulent lesions of rabbit carcass from slaughterhouse, as well as to analyze the significance
of MRSA in these lesions. According to the authors' knowledge, this is the first work carried
out in Portugal on the identification of MRSA in purulent lesions of rabbits.

Microbiological techniques were used, using differential means to identify the presence
of Staphylococcus spp. Molecular techniques were also used, using genes of interest: 16S, mecA
and nuc, which allow the rapid identification of Staphylococcus aureus, as well as the detection
of resistance to methicillin.

It was possible to verify the presence of MRSA in 14 animals, in a total of 66 analyzed.
Of these, it was possible to analyze 83 isolates. This is worrying because of the risk it may pose
in terms of cross-contamination along the slaughter line and also because of the consequent
economic losses to the farmer, since abcessiform lesions are the main cause of slaughter
rejection.

Cross-contamination is of concern because transmission can be done by simple contact.

There is a high likelihood of material contamination in the slaughter line and even infection of
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the workers themselves. This translates into an occupational public health problem if adequate
protective measures are not implemented.
The results described in this study allow to improve the level of knowledge of purulent

lesions in order to be able to implement more effective control measures in the future.

Keywords: Staphylococcus aureus, MRSA, rabbits, purulent lesions, HACCP.
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. Objetivos

Objetivo geral do presente estudo:

v Avaliar o envolvimento de Staphylococcus spp. como agente etioldgico de lesGes
subcutaneas purulentas em coelhos, que condicionam a rejeigédo total de coelhos em

matadouro.
Objetivo especifico:

Dentro do grupo de Staphylococcus spp. evidenciar, por técnicas microbioldgicas e

moleculares:

v 0 envolvimento de MRSA nestas lesdes, utilizando os genes 16S, mecA e nuc;
v Detetar, adicionalmente, a presenca de outros agentes, como: MSSA e Staphylococcus

ndo aureus resistentes a meticilina.






Il. Introducao

1. Oryctolagus cuniculus

Oryctolagus cuniculus, vulgarmente conhecido como o coelho europeu, apresenta
caracteristicas que fazem dele um modelo atrativo para investigagio. E um animal que apresenta
tamanho corporal intermédio (cerca de 35 a 50 cm), disposicdo docil, uma capacidade de
reproducdo facil e com tempo de geracdo curto. Ao longo da convivéncia entre o coelho e o
Homem, este animal foi valorizado pela sua carne e pelo seu pelo. Muito provavelmente € esta
mesma utilidade que nos abstrai da sua esséncia: trata-se de uma espécie antiga, com enorme
capacidade de adaptacdo a uma variedade de ecossistemas, existindo em paralelo com a
humanidade, mas ndo dependente dela (Rampin et al., 2008; citado por: Naff e Craig, 2012).

O coelho é uma espécie cinegética de pélo, € um mamifero lagomorfo, pertencente a
familia dos Leporideos, que existe no estado selvagem denominados por coelho-bravo, havendo
também subespécies domesticadas por todo o mundo (coelho-doméstico).

Trata-se de uma espécie com origem na Peninsula Ibérica, no entanto, atualmente, a sua
area de distribuicdo € muito mais abrangente, encontrando-se o coelho por toda a Europa, pelo
Norte de Africa, Nova Zelandia, Australia, Chile e Argentina. Em Portugal, pode ser encontrado
por todas as regibes do pais, incluindo Agores e Madeira, onde a sua introducéo foi feita pelos
navegadores portugueses. Pode-se associar esta expansdo a introdugédo de animais, mas também
as alteracdes do uso do solo. E possivel distinguir duas subespécies: a Oryctolagus cuniculus
algirus, de menores dimensdes e a Oryctolagus cuniculus cuniculus, mais encorpado, tendo
sido esta a subespécie mais disseminada um pouco por todo o mundo (Heitor, 2009).

A nivel da economia doméstica a criagdo de coelho assume uma grande importancia,
representando mais uma fonte de rendimento. E vantajoso pelo facto de serem animais de
pequeno porte, sociaveis, prolificos e sdo faceis de manipular, apresentando capacidades de se
adaptarem a instalagdes simples e de baixo custo (Ferreira, 2013).

E uma espécie muito apreciada pelos cagadores portugueses, pois, antigamente era uma
espécie com elevada abundancia. No entanto podem-se salientar dois focos de doencas onde se
deu uma reducdo das populagdes deste lagomorfo a nivel da Peninsula Ibérica: mixomatose em
1960 e hemorragica viral em 1990, conjugando com uma maior competi¢cdo com herbivoros de

grande porte, elevada densidade de predadores generalistas (como por exemplo as raposas) e



0s animais assilvestrados (como por exemplo os cées e gatos), agdo do Homem, perda do uso
tradicional do solo e resultante abandono da terra.

Relativamente a alimentacdo, os coelhos sdo oportunistas, aproveitando o que o meio
Ihes oferece para sobreviver, nomeadamente, rebentos e outras partes tenras das plantas. Nas
areas agricolas alimentam-se dos cereais enquanto estes ainda ndo atingiram a maturidade.
Quando hé escassez de vegetagdo herbacea, alimentam-se de raizes, rebentos e cascas de
arvores. Pode-se dizer que os coelhos adaptam a sua alimentacdo conforme as alteracdes da

quantidade e qualidade do alimento disponivel na area onde se encontram (Heitor, 2009).

1.1. A carne de coelho como fonte de proteina na alimentacéo

A carne de coelho é um alimento que apresenta propriedades dietéticas e nutricionais
excelentes. E tradicional na cozinha mediterrnica, podendo ser apresentada inteira ou
desmanchada. E uma carne rica em proteinas, ajudando a um melhor desenvolvimento a nivel
da massa muscular e a manutencédo 0ssea (Tabela 1). Com a ingestdo da vitamina B12, também
presente nestas carnes, vai haver uma contribuicdo para reduzir o cansaco e a fadiga (Dalle
Zotte, 2002).

E aconselhavel incluir a carne de coelho na alimentac&o dos atletas de alto rendimento
devido a elevada qualidade nutricional que esta apresenta. Para além da presenca de proteinas
e de vitamina B12, tem uma elevada qualidade de acidos gordos e o teor de gordura ronda
apenas 0s 5%.

Outra razdo pela qual também deve ser incluida numa dieta equilibrada, é pelo seu
fornecimento de minerais (Tabela 2). Minerais estes que sdo essenciais para a atividade fisica,
como o selénio, que protege as células dos danos oxidativos, o fésforo, que ajuda no bom estado
0sseo e 0 potassio, que auxilia ao funcionamento normal a nivel muscular. No entanto, todos
nos devemos manter uma alimentacdo equilibrada e, as carnes magras, como a de coelho, sdo
indicadas para todas as pessoas (Litoral Coelho, 2016).

A carne de coelho é classificada como carne branca e é apreciada por ser uma carne
tenra, saborosa, suculenta, de preparacao simples e de facil digestdo, sendo aconselhada para
todo o tipo de consumidores. Conjugando os beneficios destas carnes com a preocupacao atual
da populacdo para uma dieta saudavel e equilibrada, é de elevada importancia que a cunicultura

industrial se continue a desenvolver (Dalle Zotte et al., 2014).



1.2. Composicéo da carne de coelho

A carne de coelho é menos caldrica em relagdo a carne de porco, 221 Kcal/100g de parte
edivel, sendo que esta € a carne mais consumida pelos portugueses (Instituto nacional da
seguranca alimentar, 2016). Na Tabela que se segue é possivel verificar a composicao da carne

de coelho (100g de parte edivel):

Tabela 1: Composi¢do da carne de coelho (100g de parte edivel). Fonte: (Instituto nacional da seguranca
alimentar, 2016)

Coelho cru (100g de parte edivel)

Kcal 117 Kcal
Hidratos de Carbono 0g
Lipidos 409
Fibra Alimentar 0g
Acidos Organicos 0g
Proteina 20,39
Agua 74,49
Outros 139

1.3. Macronutrientes da carne de coelho

Na Tabela 2 € possivel consultar os macronutrientes que podemos encontrar na carne de
coelho, observando que se trata de uma carne rica em acidos gordos mono e polinsaturados,

vitaminas e minerais:



Tabela 2: Macronutrientes da carne de coelho. Fonte: (Instituto nacional da seguranca alimentar, 2016)

Acidos gordos saturados 1,39
Lipidos é\cidos gordos monoinsaturados 099¢g
Acidos gordos polinsaturados 0,79
Acido linoleico 0,6g
Sal 140 g
Colesterol 48 mg
Vitamina D 0,5 ug
a-tocoferol 0,13 mg
Tiamina 0,1 mg
Riboflavina 0,16 mg
Vitaminas Equivalentes de niacina 7,8 mg
Niacina 4 mg
Vitamina B6 0,5mg
Vitamina B12 9 ug
Folatos 5ug
Cinza 1,39
Sodio (Na) 58 mg
Potéassio (K) 380 mg
cyT— Célcio (Ca) 17 mg
Fosforo (P) 220 mg
Magnésio (Mg) 20 mg
Ferro (Fe) 1mg

Zinco (Zn) 1,5mg




2. Setor da cunicultura em Portugal

A cunicultura é considerada um setor de producdo animal singular. Trata-se de uma
producdo pecuaria onde ndo é necessario o uso de terra, ndo é uma producdo intensiva, ndo
devendo ser comparada a avicultura industrial, nem com outro tipo de producGes intensivas.
Entre as singularidades € possivel salientar a necessidade de mdo-de-obra qualificada e ser uma
espécie com capacidades de utilizar matérias-primas que ndo competem com a alimentacéo
humana, como as forragens. Trata-se de uma atividade que cria emprego no meio rural.

E um setor muito afetado pelo aumento do custo a nivel das matérias-primas, como
alimentos compostos, mas também pela constante pressao que existe para uma diminuicdo de
precos desta carne, proveniente das grandes superficies comerciais.

Portugal apresenta condi¢cbes muito boas para a producdo de coelho, nomeadamente,
um clima temperado e uma 6tima qualidade quimica da &gua, levando a que os resultados de
producdo sejam mais elevados que os padrdes normalmente descritos para este setor (Ferreira,
2013).

A carne de coelho ¢ tradicionalmente consumida nos paises latinos, encontrando-se
entre as carnes mais procuradas. De acordo com os dados exibidos pela EFSA (European Food
Safety Authority, 2005) o consumo de carne de coelho dos portugueses estima-se que seja de
1,7 kg per capita. A quantificacdo da producéo de carne de coelho ndo é um estudo facil, visto
que os dados estatisticos oficiais sS40 poucos ou entdo encontram-se agrupados com a producéo

de outras espécies (Tabela 3 e Figura 1).



Tabela 3: Tabela com a evolugdo do nimero de carcagas abatidas em Portugal desde 2008 a 2014 (Fonte: INE

2014)
Ano C
2008 6,514
2009 5,925
2010 6,029
2011 5,415
2012 5,470
2013 5,206
2014 5,364
6.2 6,029
5,935
5,8
5.6 5.47
2 5,412 5,364
54
g 5.206
5,2
5
48
46
2008 2009 2010 2011 2012 2013
Ano

Figura 1: Evolucéo do nimero de carcacas abatidas em Portugal desde 2008 a 2014 (Fonte: INE 2014)



2.1. Cadeia de Valor

A cadeia de valor do setor da carne de coelho é muito semelhante as outras producdes
pecudrias. Estamos frente a uma producdo tipo fechada, ou seja, apresenta maternidade e
engorda numa so exploracéo.

Na cadeia de valor em questdo (Figura 2), pode-se considerar a produgdo como o “elo
mais fraco”, visto que tem a necessidade de comprar todos os alimentos para 0s animais e
também porque tem dificuldade em repercutir o aumento de custos a nivel da produgao aos seus

clientes, os matadouros (Instituto nacional da seguranca alimentar, 2016; Monteiro etal., 2013).

Tabela 4: Representacdo esquematica da cadeia de valor, identificando os diferentes locais por onde a carne de
coelho passa até chegar ao consumidor final (Monteiro et al., 2013)

 Cria

Producéo « Engorda

Transformagdo |+ Matadouro
(Matadouro) |- Sala de desmancha

* Grossista
* \enda tradicional
Comercializagaoe |* Plataforma de
distribuicéo distribuicdo
* Supermercados e
hipermercados




2.2. Nivel tecnologico das exploracdes, equipamento e maneio em Portugal

A grande maioria dos matadouros de Portugal tem sistemas de alimentacdo por
carrinhos, sistema semiautomatico, no entanto alguns ja presentam alimentacdo automatica.
Este tipo de sistemas permite que a distribui¢cdo do alimento composto seja feita em parte ou
mesmo na totalidade ao longo da exploracao.

Tem-se dado maior atencdo ao bem-estar animal sendo que, em algumas exploracdes,
podemos encontrar equipamento como ventilacao for¢ada, com painéis de humidificacdo, o que
permite um decréscimo da temperatura, tornando-se fundamental, principalmente, no verdo

(Instituto nacional da seguranca alimentar, 2016; Monteiro et al., 2013).

2.2.1. Debilidades do setor e ameacas

e Elevados custos de producgéo/preco venda (Grande necessidade de méo de obra,
possiveis doencas enzooticas (Mixomatose e enteropatia enzooética), elevados
custos, principalmente, nas matérias primas para a racdo, variacdes acentuadas
na produtividade e falta de oferta de produtos veterinarios especificos;

e Falta de habito de consumo da carne de coelho por grande parte da populagéo;

e Importacdo de carcacas de matadouros de Espanha, matadouros estes que
apresentam maiores dimensdes e possibilidade de trabalhar em dois mercados;

e Custos acrescidos devido a modernizacdo, obrigatérias por lei, ndo existindo
ajudas para a sua adaptacéo;

e Baixo preco das carnes alternativas no mercado, como o porco e a galinha
(Ferreira, 2013).
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3. Seguranca Alimentar

Na europa, a legislacéo a nivel da seguranca alimentar tem vindo a aumentar, tornando-
se cada vez mais exigente. Hoje em dia é fundamental que os manipuladores de carnes tenham
uma formagdo adequada, sabendo aplicar os principios de HACCP (Hazard analysis and
critical control points) de forma correta. E fundamental o melhoramento da formag&o nesta
area, garantindo que todos os manipuladores possuam conhecimentos adequados as suas
fungdes, como as boas praticas na industria alimentar, assegurando desta forma a protecdo da
salide publica (Gomes-Neves et al., 2011).

O manuseamento incorreto por parte dos manipuladores é uma das principais causas dos
surtos de doencas na area alimentar. Estes surtos tém como consequéncia as perdas economicas
graves, sendo entdo muito importante a formagdo dos manipuladores de alimentos, como
referido anteriormente. Este tipo de formagGes permitem um aumento a nivel da seguranca
alimentar, trazendo beneficios a longo prazo neste tipo de industrias (Gomes-Neves et al.,
2011).

O Regulamento (UE) n.° 852/2004 (Uni&o Europeia, 2004a) vem salientar a importancia
de identificar todas as etapas de producdo nas industrias alimentares, garantindo desta forma a
seguranga para 0s consumidores. Esta lei vem também reconhecer a importancia a nivel da
educacdo dos manipuladores de alimentos como um ponto essencial na prevencdo de doencas
transmitidas via alimentos. Os operadores sdo responsaveis pelo cumprimento dos requisitos de
higiene estabelecidos ao longo de todo o processo de producédo, passando pela transformacao
até a distribuicdo dos géneros alimenticios.

Segundo o Codex Alimentarius é fundamental a correta implementacdo de um sistema
de HACCP, respeitando os principios deste sistema exigindo todo empenhamento e cooperacao
dos colaboradores das empresas alimentares. Para a correta implementacdo deste sistema, 0s
operadores devem possuir conhecimentos em varias &reas, nomeadamente, seguranca
alimentar, processos de fabrico, microbiologia e higiene pessoal, dos equipamentos e do espaco
de trabalho. Apos a correta implementacdo de um plano de HACCP é fundamental que os
manipuladores apliqguem os conhecimentos adquiridos na formacéo, para se tornarem capazes
de gerir e controlar todos os pontos criticos de controlo (PCC).

E fundamental que os operadores das empresas do sector alimentar garantam aos
consumidores que todas as fases da producdo, transformacdo e distribuicdo de géneros

alimenticios, satisfacam os requisitos de higiene estabelecidas (Unido Europeia, 2004a).
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4. Inspecéo sanitaria de coelhos - Tecnologia de abate

A implementacdo de boas praticas de higiene e a garantia do cumprimento dos requisitos
estabelecidos nas normas de seguranga de alimentos nos matadouros s&o pontos cruciais para a
seguranca da carne (Jenni e Janne, 2016).

Consideram-se os matadouros como um ponto fundamental na monitorizacdo das
doencas dos coelhos, pois qualquer tipo de observacdo e/ou informagdo conseguida no
matadouro pode ajudar a compreender e ajustar toda a cadeia, desde a producdo até ao abate
dos animais. O veterinario inspetor apresenta como principal funcdo sanitaria garantir a
salubridade dos produtos que abandonam o matadouro, para mais tarde chegarem até ao
consumidor final. Cada vez mais se nota uma preocupac¢do do consumidor a nivel da qualidade
do produto que esta a consumir, tornando-se muito mais cauteloso e desconfiado apds alguns
escandalos alimentares (Garcia, 2003).

Na segunda metade dos anos 90 a Unido Europeia (EU) decidiu tomar medidas no sector
da seguranca alimentar, sendo que, a partir de 1 de Janeiro de 2006, a inspe¢do sanitaria passou
a ser guiada pelos Regulamentos (CE) n°854/2004 e n°882/2004 de 29 de Abril. O Regulamento
estabelece as regras particulares a nivel da execucdo dos controlos oficiais de produtos de
origem animal com destino ao consumo humano (Unido Europeia, 2004a). Este documento
completa os regulamentos que dizem respeito a higiene dos géneros alimenticios, as exigéncias
especificas relativas aos géneros alimenticios de origem animal e aos controlos oficiais dos
géneros alimenticios e dos alimentos para animais (Caetano, 2015).

No regulamento (CE) n°853/2004 encontram-se regras para 0s operadores das empresas
do sector alimentar, referindo-se a higiene dos géneros alimenticios de origem animal que estdo a

ser manipulados (Uni&o Europeia, 2004b).

Segundo o regulamento (CE) n°853/2004, Capitulo Il, da Secédo Il, do anexo Ill, os
matadouros de lagomorfos para serem aprovados necessitam de cumprir varios requisitos,

nomeadamente:

1. Deve haver uma sala ou local coberto que se destina a rece¢do dos animais e a sua inspecao
ante mortem;
2. Devem existir garantias da presenca de um numero suficiente de salas adaptadas para as

operagdes que irdo ser efetuadas;
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3. Garantir a separac¢ao, no espago ou no tempo, das seguintes operagoes:
3.1. Atordoamento e sangria
3.2. Esfola
3.3. Expedicéo da carne
3.4. As instalagdes devem impedir o contacto entre a carne e o chao, paredes e dispositivos
fixos
3.5. Os matadouros devem dispor de cadeias de abate criadas de forma a permitir um
andamento constante do processo de abate e de evitar contaminacgdes cruzadas entre as
diferentes partes da cadeia
4. Os matadouros devem dispor de um sistema de desinfecdo dos utensilios, onde a &gua
guente atinja, no minimo, uma temperatura de 82°C, ou um sistema alternativo com igual
efeito;
5. Deve existir um local separado onde seja possivel proceder a limpeza, lavagem e desinfecéo

do equipamento de transporte.

4.1. Tecnologia de abate

A insensibilizacdo nos coelhos realiza-se por electronarcose, podendo também ser
utilizado o método de camara de CO>. O atordoamento deve ser realizado de forma correta, de
forma a evitar qualquer tipo de sofrimento desnecessario no animal e também para que a sangria
seja efetuada de forma répida e completa. Apdés a insensibilizacdo, 0s animais sdo suspensos na
cadeia de abate pelas patas posteriores. E importante haver esta separacdo de salas, uma vez
que a zona do cais de espera dos animais vivos € contaminada com pé e excrementos (Ferreira,
2013; Unido Europeia, 2004b).

Realiza-se a sangria manualmente, com incisdo num dos lados do pescoco do animal,
de forma a seccionar a jugular e a carétida. Apds a realizagdo da sangria, 0s animais passam
para outra sala, onde se procede a esfola (Garcia,  2003).

N&o ha um fluxograma fixo que os matadouros possam aplicar para a esfola dos coelhos.
Este depende de cada matadouro e do que este decide definir no seu manual de procedimentos.
Independentemente do método de esfola utilizado, € fundamental que o corte se realize de

dentro para fora, de forma a que ndo se cortem os pelos, evitando assim a contaminacdo dos
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tecidos subjacentes. E fundamental que a face externa da pele ndo contacte com a carcaga e que
as maos do operario nao sejam também uma fonte de contaminacao.

Segue-se a sala de evisceracdo, sendo esta uma sala considerada como zona limpa. A
evisceragdo realiza-se manualmente e imediatamente ap0s a esfola. Quando ndo ha rutura das
visceras € uma operacgdo limpa, sendo necessario ter especial atencdo a higiene das facas e das
mé&os dos operarios para o sucesso desta operagdo (Garcia, 2003).

Salientam-se trés operagdes concretas que devem ser efetuadas com maximo cuidado
evitando assim que a carcaca seja conspurcada: retirada da bexiga, recessao do intestino a nivel
do reto e extirpacio da vesicula biliar do figado. E nesta fase que a inspecio post mortem deve
ser feita. A inspecdo da carne quente vai facilitar a observagéo de algumas alteracdes a nivel da
forma, consisténcia e cor da carcaca, assim como dos seus 6rgdos. Em funcdo da aprovacgédo
sanitaria da carcaca é anexada a marca de salubridade. A carcaca pode ou ndo passar por um
duche, seguindo-se um processo de arrefecimento rapido. Por Gltimo, segue-se a refrigeracéo,
sendo a carcaga de coelho geralmente constituida pela cabega, figado, rins, coracdo e pulmdes
(Garcia, 2003).

Considera-se o inicio das operacdes de abate quando os animais sdo declarados como
aprovados. Esta permissao realiza-se apds a submissao a inspecao ante mortem, realizada pelo

veterinario oficial (Uni&o Europeia, 2004b)

4.2. Funcdes do veterinario oficial

O veterinario oficial exerce varias funcbes, nomeadamente fungdes de verificagdo:

1. Da execucdo permanente de boas préaticas de higiene, nomeadamente, manutengdo do
equipamento da exploracédo, formacéo, higiene da exploracéo e do pessoal, tratamento
dos subprodutos animais que ndo sejam destinados ao consumo humano, entre outros;

2. Dos procedimentos que se baseiam no sistema HACCP (Hazard Analysis and Critical
Control Point) de andlise de riscos e de controlo de pontos criticos, nomeadamente nos

seguintes dominios:
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e Existéncia de conformidade dos produtos de origem animal com os critérios
microbioldgicos estabelecidos;

e Auséncia de substancias proibidas, de contaminantes ou de residuos quimicos
em niveis excessivos;

e Auséncia de riscos fisicos, como corpos estranhos, auséncia de anomalias ou de

alteracdes fisiopatoldgicas e auséncia de contaminag6es (Caetano, 2015).

4.3. Inspecao ante mortem

Deve proceder-se a uma inspec¢ao ante mortem, de todos os lotes de animais, para poder
dar permissao ao inicio do abate no matadouro em causa (Garcia, 2003).

A inspecdo ante mortem tem como principal objetivo verificar a existéncia, ou nao, de
sinais que provam um comprometimento do bem-estar animal, assim como qualquer outro fator
que possa ter efeitos nefastos na saude animal ou humana. Deve ser dada especial atencdo para
a presenca de possiveis doencas, assim como de doencas de declaracdo obrigatoria, doencas

que constam na lista da OIE (Organizacdo Mundial de Saude Animal).

4.4. Inspecdo post mortem

A inspecdo post mortem € um exame macroscopico da carcaca e das visceras. A
avaliacdo a carcaca € constituida por varios parametros: grau da sangria, cor, odor, serosas e
lesBes (Garcia, 2003). E necessario fazer mais testes complementares, nomeadamente, palpacio
e inciséo de partes da carcaga e das miudezas. Testes laboratoriais devem ser efetuados sempre
que se ache relevante (Carranca et al., 2010; citado por: Ferreira, 2013). De acordo com o estudo
desenvolvido por (Ferreira, 2013), a principal causa de rejeicdo total e parcial de coelhos em

matadouro sdo as lesbes subcutaneas purulentas.
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4.4.1. LesOes subcutaneas purulentas em coelhos abatidos para consumo

A lesdo mais frequente encontrada na pele do coelho é a lesdo purulenta, podendo ser
simples ou mdltipla, assim como de tamanho e localizacdo diversa (Rampin et al., 2008).
Pasteurella multocida e Staphylococcus spp. sdo 0s agentes que estdo, maioritariamente,
associados a este tipo de lesBes purulentas (Tantifia et al., 2000; citado por: Ferreira, 2013).

As lesdes purulentas subcutineas sdo importantes devido a sua incidéncia técnica,
econdmica e também no bem-estar dos animais, visto que podem estar presentes nos coelhos
de qualquer idade. Este tipo de lesGes purulentas sdo, normalmente, resultado da contaminacao
de feridas dérmicas por bactérias piogénicas onde se podem salientar: Staphylococcus spp.
(principalmente S. aureus e S. hyicus), Streptococcus spp., Pasteurella multocida e Pasteurella
aeroginosa (Rosell et al., 2000; citado por: Ferreira, 2013).

Trata-se de um problema que atinge todas as explorag6es, provocando em algumas delas
um maior impacto, o que se vai refletir em taxas reprovagdo mais elevadas e, automaticamente,
maiores perdas economicas. O conjunto de dados adquiridos nesta investigacdo pode
possibilitar aos veterinarios responsaveis um foco maior em relacdo as provaveis causas da
ocorréncia deste tipo de lesdes purulentas e da forma como podem ser controlados de forma
eficaz. Foi possivel concluir que, este tipo de lesGes, devem ser monitorizadas no matadouro
como ferramenta de auxilio na implementacao de boas praticas de maneio. Sdo varios 0s pontos
que se tém que ter em conta para o controlo das les6es purulentas, designadamente, densidade

animal por jaula e a higiene da cunicultura, entre outros (Ferreira, 2013).

4.5. Reprovag0es totais

As reprovacgOes totais em coelhos podem ter varias causas, nomeadamente: artrite,
aspeto febril, caquexia, cistite, conspurcacdo, ictericia, pneumonia e traumatismo. As
pneumonias por estafilococos caracterizam-se pela presenca de multiplas lesdes purulentas nas
carcacas de coelhos (Badiola, 2000).

Quando, por algum motivo, se verifica conspurcacdo das carcacas, pelo conteudo
intestinal dos animais, resulta imediatamente em reprovacgdo total das mesmas. Para tentar
minimizar possiveis danos, € fundamental que se respeite o jejum prévio dos animais, desta

forma o conteddo gastrico e intestinal € minimo (Unido Europeia, 2004b).

17



De acordo com o conhecimento dos autores, este é o primeiro trabalho realizado na
pesquisa de MRSA em lesdes purulentas de coelhos. Mesmo assim, podem ser salientados trés
grandes riscos provenientes de estafilococos: risco ocupacional, contaminacfes cruzadas
(seguranca alimentar) e a capacidade de aquisicao de resisténcia a antibioticos.

A nivel de saude publica, € um tema preocupante e com necessidade extrema de ser
investigado. A partir do momento em que o0 agente se encontra num Unico animal, é crucial agir
com o maior cuidado possivel. As contaminacGes cruzadas podem constituir um grave
problema na linha de abata, assim como a falta de cuidado por parte dos trabalhadores, como
por exemplo, a ma higienizacdo dos aparelhos ou a falta de equipamento adequado, por
exemplo: luvas. Torna-se crucial a implementagdo de uma andlise de bom funcionamento de
perigos e pontos criticos de controle (HACCP) para a seguranca da carne nos matadouros (Jenni
e Janne, 2016).
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5. Staphylococcus aureus

Sabe-se que antes da introducédo dos antibidticos, na década de 40, Staphylococcus spp.
era 0 agente maioritariamente responsavel pelas infecGes hospitalares, salientando-se 0s
pacientes com pneumonias. Iniciou-se a comercializacdo da penicilina, observando-se a
suscetibilidade desta bactéria a esse mesmo medicamento. No entanto, passados alguns anos,
foi possivel verificar-se estirpes isoladas com resisténcia a esse mesmo antibidtico. Tentando
contornar o problema, colocaram-se no mercado novos antibiéticos, como eritromicina,
tetraciclina e aminoglicosideos. Na década de 50, houve registo de um aparecimento de estirpes
multirresistentes. Por volta de 1960 foi lancado um novo antibiético com capacidade para
combater bactérias multirresistentes, a meticilina. Pensou-se entdo que se teria encontrado uma
arma poderosa para combater qualquer tipo de infecdo que pudesse vir a surgir. Tal ndo
aconteceu, pois pouco tempo apdés o lancamento deste antibidtico estava a ser descrita uma
estirpe com capacidade de resisténcia. Staphylococcus aureus apresenta como principal
caracteristica a aptiddo de desenvolver eficazmente resisténcia aos agentes antimicrobianos.
Conclui-se que, a elevada utilizagéo de antibidticos se traduz num aumento da resisténcia de
Staphylococcus aureus (Leite, 2008; Monteiro, 2013).

As bactérias do género Staphylococcus sdo gram-positivas e organizam-se em cachos
ou aglomerados arredondadas e irregulares (cocos), sendo que estes ndo apresentam
mobilidade. Staphylococcus spp. sdo anaerdbios facultativos, ou seja, apresentam capacidade
de crescimento em baixas quantidades de oxigénio, ndo esporulados e apresentam uma baixa
caréncia a nivel nutricional. Estes organismos colonizam naturalmente o organismo humano,
podendo estar presentes em varios locais como na pele, nas mucosas e, temporariamente,

também no trato gastrointestinal do ser humano (Rodolfo, 2014).
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Figura 2: Staphylococcus spp. visto ao microscopio, resolugdo 100/1.25, sendo possivel visualizar a sua
forma (cocos), assim como uma coloracéo violeta devido a capacidade de retencdo do cristal violeta de
metilo, da camada de peptidoglicano, presente na parede celular

Staphylococcus aureus é uma bactéria ubiquamente distribuida na natureza. E possivel
isola-la a partir de varios produtos alimentares, sendo considerado um dos mais importantes
contaminantes nesta area (Morente et al., 2016). E um agente patogénico oportunista adaptavel
que apresenta capacidade de originar intoxicagdo alimentar, designada por estafilocécica,
através da producdo de enterotoxinas nos alimentos (Rodriguez-Calleja et al., 2006; Viana et
al., 2007). E considerado um agente patogénico humano importante, nio sé pela capacidade de
originar intoxicacdes alimentares, mas também pela capacidade de provocar infecGes de pele e
respiratorias (Liu, 2015). As infecBes provocadas por Staphylococcus aureus podem ser
divididas em quatro partes fundamentais: colonizagdo, evasdo a nivel das defesas dos
hospedeiros afetados, divisdo celular e, por ultimo, dispersdo bacteriana (Leite, 2008).

Trata-se de um agente patogénico associado a taxas de mortalidade e morbidade
elevadas, tendo capacidade para produzir infeces em varios tecidos do corpo humano.
Apresentam também, como referido anteriormente, uma elevada capacidade em adquirir
resisténcia aos antibioticos, podendo assim, sobreviver as mais variadas circunstancias
ambientais. Sao estas propriedades que tornam este agente numa bactéria perigosa no ambiente

hospitalar (Leite, 2008). Staphylococcus aureus pode causar um vasto leque de doencas em
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seres humanos, podendo variar entre infegdes de pele e doencas mais graves. Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) foi descrito pela primeira vez no ano 1961 adquirindo
importancia a nivel dos cuidados de satde (Agnoletti et al., 2014).

Staphylococcus aureus é uma bactéria comum no ser humano, encontra-se nas narinas
de cerca de 20% da populac¢do, sendo que grande parte dos portadores sdo assintomaticos (Davi
Traverso et al., 2013). O processo que permite a infe¢cdo no ser humano, geralmente, acontece
guando o nosso sistema imunitario se encontra debilitado, ou seja, quando sujeito a tratamentos
agressivos, doencas, ou outro tipo de intervencdes que possibilitam uma entrada para estes
microrganismos (Leite, 2008).

A intoxicacdo alimentar estafilococica € uma intoxicacdo causada pela ingestdo de
alimentos contaminados, no minimo, por uma das varias enterotoxinas pré-formadas
por Staphylococcus spp. (Hart, 2015).

Sao bactérias gram positivas, pertencentes a familia Micrococaceae, com capacidades
de provocar processos supurativos, mastite e piodermite, verificando-se tanto no Homem como
nos animais. A aptidao de propagacdo deste microrganismo deve-se, principalmente, a sua
rapida e eficaz capacidade de adaptacdo aos mais diversos ambientes, tanto a nivel de pH,
pressdo osmotica, humidade ou até deficiéncia de nutrientes. Esta capacidade de adaptacéo vai
viabilizar a coloniza¢do do Homem, assim como a do ambiente ao seu redor (Leite, 2008).

E possivel detetar o microrganismo com facilidade nas carcacas de coelho, ainda assim,
as particularidades das estirpes em questdo sdo escassas (Merz et al., 2016a). Contudo, €
conhecido que Staphylococcus aureus é uma bactéria versatil com capacidade de conviver em
Varios nichos tanto de seres humanos como de animais (Rodriguez-Calleja et al., 2006). As
bactérias usam as feridas superficiais da pele do coelho como via de entrada, sendo que estas
sdo muito frequentes em coelhos mantidos em gaiolas ou em coelhos de tamanho consideravel.
Outra situacdo frequente é no periodo de lactacdo, onde podem surgir ferimentos a nivel da
glandula maméria (Davi Traverso et al., 2013).

A mastite bovina € uma consequéncia causada pelos agentes patogénicos do
género Staphylococcus. Tem-se vindo a verificar uma resisténcia desse género a meticilina,
como ja foi referido, levando a uma imensa preocupacéo, visto que pode levar a reducédo da
eficacia dos tratamentos para mastite (Fernandes et al., 2015).

A possivel aquisicdo de resisténcia a antibidticos, como Staphylococcus resistentes a
meticilina, pode ser um problema tanto para animais como para 0s humanos, por exemplo, no

tratamento de infe¢bes (Fernandes et al., 2015).
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Em animais, este tipo de infe¢fes pode causar elevadas perdas econémicas quando 0s
coelhos séo criados para producdo de carne (Agnoletti et al., 2014). No caso dos coelhos, esta
bactéria infecta e invade os tecidos subcutaneos originando lesbes, tais como processos
supurativos, mastite e piodermatite (Viana et al.,, 2007). Dois tipos de estirpes de
Staphylococcus aureus tém sido relacionados com as infe¢des de coelhos, as estirpes de "baixa
viruléncia" e estirpes de "alta viruléncia". As de “baixa viruléncia” afetam um nimero reduzido
de animais e as estirpes de "alta viruléncia" provocam elevada morbilidade e mortalidade
(Hermans et al., 1999).

A transmissdo das estripes de Staphylococcus aureus, tanto de baixa como de alta
viruléncia, do Homem para 0s coelhos ou entre os proprios coelhos, pode ser direta ou indireta.
A transmissdo indireta pode acontecer através das jaulas, pelos ou alimentos (Hermans et al.,
2003; citado por: Ferreira, 2013).

Staphylococcus aureus é uma bactéria de facil transmissao, requer somente a existéncia
de um contacto entre os animais. E também fundamental ter atencdo as maos dos tratadores e
as agulhas ou a cama dos ninhos, pois representam importantes veiculos contaminantes
(Boucher & Nouaille, 1996; citado por: Ferreira, 2013). Um outro ponto que nao deve ser
esquecido, € a mobilidade dos animais nas explorag6es, tornando assim a dissemina¢do muito
mais facil e rapida (Ferrian et al., 2010). As reprodutoras, que sdo portadoras de estafilococos
nas suas cavidades nasais, transmitem com grande facilidade as bactérias aos filhos, devido ao
contacto existente, tanto direto como por aerossois. Esta transmisséo resulta de atividades como
aamamentacao e cuidados prestados aos laparos (Patton et al., 2008; citado por: Ferreira, 2013).

Quando o problema com Staphylococcus aureus afeta uma exploracgéo é essencial tomar
as medidas corretas, ou seja, proceder ao abate dos animais, desinfetar as instalacdes de modo
correto e sO depois dar inicio a uma nova reproducdo. A higienizacdo é um passo fundamental,
pois se ndo for realizado de forma correta, ao instalar os novos animais, estes irdo entrar em
contacto com a estirpe, 0 que ira afetar todo o rebanho como aconteceu anteriormente
(Vancraeynest et al., 2007).

A contaminacdo da carne por agentes patogénicos € um ponto fundamental na area da
seguranca alimentar, visto que pode comprometer a salde dos consumidores. Os animais que
chegam aos matadouros sao, frequentemente, portadores de Staphylococcus aureus. Como ja
foi mencionado, este agente pode ser encontrado em varios pontos da carcaca, nomeadamente,

em cortes ou lesdes. Estirpes humanas podem também estar presentes, principalmente, quando
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um processo implica uma elevada manipulacdo e se existir um processo de higienizagdo
insuficiente (Rodriguez-Calleja et al., 2006).

Como principais grupos de microrganismos que representam uma possivel ameaca para
os consumidores é fundamental referir as estirpes Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) e Staphylococcus pseudintermedius (MRSP), de origem animal. As estirpes
de MRSA séo consideradas oportunistas hospitalares adquiridas, quando isoladas em seres
humanos, tornando-se assim num problema de satde publica a nivel mundial (Cuny et al.,
2010).
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I1l. Material e métodos

1. Recolha das amostras

Atendendo aos objetivos deste trabalho, a recolha das amostras foi realizada durante as
tarefas diarias inerentes a inspecao sanitaria dos lagomorfos, num periodo de quatro meses
(Julho 2015 a Setembro 2015). Foram recolhidas 66 amostras de lesdes purulentas em coelhos
(Oryctolagus cuniculus), num matadouro no norte do pais, escolhido de modo aleatério. De
cada animal foi colhida uma amostra. Tratam-se de amostras purulentas subcutaneas
decorrentes de rejeicOes totais. As lesdes eram recolhidas asseticamente, guardadas em
recipientes esterilizados, devidamente identificados, e enviadas posteriormente para o
laborat6rio de microbiologia médica, sob condi¢des de refrigeracao.

2. Isolamento de Staphylococcus aureus em lesdes purulentas de

coelho

Com objetivo de isolar Staphylococcus aureus e MRSA, as amostras foram semeadas
em diferentes meios até se conseguir obter culturas puras de estafilococos.

Os meios usados no presente estudo foram combinados com &gua destilada e
autoclavados a uma temperatura de 121°C ao longo de 15 minutos. Os meios foram plaqueados
no interior de uma camara de fluxo laminar vertical. O meio de leite foi distribuido em criotubos
que foram posteriormente autoclavados durante de 10 minutos a 121°C. O meio de ORSAB,
apos de ser autoclavado, foi-lhe adicionado o antibidtico no interior da camara de fluxo laminar
vertical, apds o arrefecimento do mesmo, ou seja, a uma temperatura suportada pela méo
humana.

Tendo por objetivo o isolamento de Staphylococcus aureus foi necessario submergir as
lesbes purulentas em BHI (Brain Heart Infusion) liquido, utilizando para o efeito recipientes
estéreis. Trata-se de um meio muito nutritivo e suplementado com 6,5% de NaCl permitindo
uma pré-selecdo de Staphylococcus spp. O pus das lesbes foi retirado com o auxilio de um
bisturi e uma pinga, ambos estéreis. Os recipientes foram colocados na estufa a temperatura de

37°C durante 24h, simulando condic¢des étimas de crescimento.
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O conteddo dos recipientes permitiu semear, por esgotamento, em meios seletivos e
diferenciais. Os meios utilizados foram MSA (Manitol Salt Agar) e ORSAB (Oxacillin
Resistance Screening Agar Base) suplementado com 2mg/ml de oxacilina, de forma a observar
o crescimento de coldnias resistentes a este antibidtico. As placas foram colocadas em estufa a
temperatura de 37°C durante 24h.

Ambos os meio utilizados para esta metodologia sdo seletivos, ou seja, permitem o
crescimento de determinadas bactérias, assim como a distin¢do de diferentes espécies devido a
mudanca de cor dos meios.

Colonias de estafilococos crescem apresentando uma coloracdo azul brilhante,
permitindo fazer uma identificagdo rapida destas bactérias (Figura 4). Quando as bactérias sao
fermentadoras de manitol, 0 meio apresenta uma coloracdo amarela e indica que as bactérias
presentes sdo, possivelmente, Staphylococcus aureus (Figura 5). No caso de ndo serem
fermentadoras de manitol o meio conservar-se cor-de-rosa e indica que as bactérias poderdo ser
Staphylococcus epidermidis ou outros estafilococos coagulase-negativo (CNS). Esta distingéo,

através da coloracdo adquirida nas placas, deve-se a alteragdo de pH.

1(siad

Figura 3: Placa com meio ORSAB onde é possivel visualizar colonias azuis brilhantes, indicando uma suspeita
de MRSA
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Figura 4: Placa com meio de MSA, sendo possivel observar uma mudanga de cor do meio de vermelho para
amarelo, indicando a suspeita de Staphylococcus fermentadores de manitol

Seguidamente, isolaram-se coldnias de estafilococos, utilizando o método de estria em
placas de BHI agar, com o auxilio de uma ansa. Fez-se isolamento em estria com o objetivo de
obter uma colonia isolada. As placas foram colocadas na estufa a temperatura de 37°C durante
24h. As colénias isoladas foram semeadas em quarto de placa recorrendo & técnica de
esgotamento. As placas foram a estufa a uma temperatura de 37°C ao longo de 24h.

De forma a proceder aos testes bioquimicos (DNase, Gram e Catalase), semearam-se as
amostras utilizado o0 mesmo meio assim como a técnica de esgotamento em quarto de placa

com o auxilio de uma ansa estéril.
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Positivo
(Coloragédo do meio passa de vermelho para amarelo)

AELRES
bioquimicas

Negativo
(N&o se verifica alterac6es a nivel da cor do meio)

Positivo

(Crescimento de colonias com cor azul brilhante) Alal|ses PCR

bioquimicas

Negativo (N&o se verifica crescimento)

Figura 5: Resumo do processo de isolamento de Staphylococcus aureus e MRSA, indicando 0s meios
diferencias utilizados (MSA e ORSAB), assim como 0s testes realizados, nomeadamente, analises bioquimicas
e PCR
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3. Testes (Teste Gram, Teste DNase e Teste Catalase)
3.1. Teste Gram

O teste Gram permite observar as colonias ao microscopio, permitindo distinguir
bactérias Gram-positivas (coloracdo azul violeta, como é visivel na Figura 3) de bactérias
Gram-negativas (coloragéo rosa escuro). O teste permite verificar a capacidade de retengéo do
cristal violeta de metilo, da camada de peptideoglicano, presente na parede celular. Quanto mais
espessa for essa camada maior é a retencdo. No caso de 0 microrganismo possuir uma camada
fina de peptideoglicano, observa-se uma cor rosa/vermelho, significando que o teste é Gram-
negativo.

Para a realizacdo deste teste, coloca-se uma colodnia isolada numa lamina, adiciona-se
violeta de metilo (corante), seguido do lugol (fixador). Estes dois reagentes, sdo absorvidos
tanto pelas bactérias Gram-positivas como pelas Gram-negativas, observando-se uma coloragéo
violeta devido a formacdo de um complexo cristal violeta-iodo, insoltvel. O préximo passo é
adicionar alcool, este vai dissolver a por¢do lipidica das membranas externas das bactérias
gram-negativas, provocando a remocéo do corante retido. O ultimo passo € a adicdo o vermelho

neutro e posterior visualizagdo ao microscopio.

3.2. Teste DNase

O teste da DNase permite verificar se 0 microrganismo possui DNase positiva ou
negativa, ou seja, se surge a degradacdo do &cido desoxirribonucleico (ADN).

Para o teste da DNase foi necessario semear em botdo, utilizando um controlo positivo
no centro da placa (Figura 7). Colocou-se na estufa, a uma temperatura de 37°C, durante 24h.
Com o auxilio de uma pipeta, colocou-se acido cloridrico (HCI a 0,1N) no interior das placas,
em volta das coldnias. Os resultados seriam avaliados consoante a formacao, ou ndo formacao,
de um halo transparente em torno do botdo (Figura 7). Este halo é visivel quando 0 MRSA
degrada o DNA presente na col6nia. Sabe-se que existe uma correlacdo positiva de cerca de
98% entre DNase e coagulase, possibilitando a distingdo entre dois grupos, Staphylococcus
coagulase positivos, como por exemplo Staphylococcus aureus, e Staphylococcus coagulase
negativos, como Staphylococcus epidermidis. Ou seja, DNase positivo € seguramente
indicativo de estafilococos coagulase positivo (CoPS) e DNase negativo de CNS.
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Apos a conclusdo dos testes bioquimicos as amostras foram guardadas em meio de leite,
com auxilio de uma ansa, em criotubos devidamente identificados, a uma temperatura de cerca
de -20°C.

Figura 6: Exemplo de placa com meio BHI agar, semeada em botéo para o teste da DNase, sendo possivel
observar a formagdo de halos transparentes em volta de todas as coldnias, indicando resultados positivos

3.3. Teste Catalase

As enzimas desempenham um papel importante em reac¢fes quimicas industriais. A
catalase é uma enzima intracelular, podendo ser encontrada em grande parte dos organismos
decompositores de perdxido de hidrogénio (H202). Nesta reacdo, os produtos obtidos sdo agua

e oxigénio, tornando-se visiveis a olho nu através de efervescéncia (Mafra et al., 2016).

2 H202 — 2 H20 + Oo.

O teste da catalase realiza-se utilizando agua oxigenada, o reagente é colocado numa
lamina e adiciona-se, com uma ansa, a coldnia isolada anteriormente. Se for possivel notar
efervescéncia, significa que o é teste positivo a catalase, caso ndo se verifique efervescéncia, o

é teste negativo.
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4. Extracdo de DNA

Para extrair DNA foi necessario semear as colonias em BHI agar, utilizando uma
zaragatoa estéril. As placas foram colocadas na estufa a uma temperatura de 37°C ao longo de
24h.

Nos eppendorfs colocaram-se 45ul de agua ultra pura estéril (agua MiliQ), onde, de
seguida, se colocou a colonia utilizando um fio reto devidamente esterilizado. Foram utilizados
5uL de lisostafina (1mg/ml), permitindo destruir a parede celular dos Staphylococcus, expondo
0 DNA. De seguida, os eppendorfs foram colocados em banho-maria a uma temperatura de
37°C durante 10min, esta temperatura é 6tima para a atuacdo da lisostafina. Adicionaram-se
45uL de agua ultra pura esteéril (agua MiliQ), 150uL de Tris-HCI (0,1N com pH 8) e, por fim,
5uL de proteinase K (2mg/ml). Colocaram-se 0s eppendorfs a uma temperatura de 60°C ao
longo de 10min, sendo esta a temperatura 6tima para a atuacdo da proteinase K. Por fim, passou-
se para uma temperatura de 100°C durante 5min com a finalidade de destruir a enzima,
estabilizando a reacdo de extracdo do DNA. Para guardar as amostras foi novamente utlizado o

método de congelacao.
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5. Polymerase chain reaction (PCR)

Como referido anteriormente, Staphylococcus aureus € um agente patogénico alimentar
com elevada relevancia na satde humana, podendo causar doencas transmitidas por alimentos.
Torna-se entdo fundamental a utilizacdo de um método répido e eficiente que permita a detecao
deste microrganismo, permitindo o controlo das doencas na area alimentar (Xu et al., 2016).

A reacdo em cadeia por acao da polimerase (PCR) é um instrumento fundamental no
que diz respeito ao diagnostico de agentes patogénicos, permitindo uma detecdo répida e de alto
rendimento para multiplas espécies (Xu et al., 2012). Através da acdo da DNA polimerase
permite a amplificacdo de uma sequéncia especifica de DNA delimitada por um conjunto de
primers (Cheng et al., 2016).

O processo é composto por varios ciclos térmicos que ocorrem no interior do
termociclador e é possivel dividir a reacdo em trés grandes passos: a desnaturagdo, o annealing
e a extencdo dos primers, tendo-se realizado com o auxilio de um termociclador (T300
Thermocycler, Biometra®).

Para a realizagdo do PCR utilizou-se um multiplex de primes: 16S com 886bp (para o
controlo de DNA nas amostras a analisar), mecA com 527bp (gene responsavel pela resisténcia
a Oxa) e o nuc com 255bp (indicador da presenca de Staphylococcus aureus) como ilustra a
Figura 4.

Os primers foram selecionados de acordo com 0s genes de interesse que queriamos

testar de forma a caracterizar molecularmente as coldnias isoladas.

5.1. Preparacéo dos tubos da PCR

Para que seja possivel a multiplicacdo do DNA é necessario a utilizacdo de uma mix de
reagentes (H20, Buffer MgCl,, DNTPs e Taq polimerase). Cada tubo de reacéo tem o volume
final de 50 pL, sendo 49 pl do mix e 1pl do DNA (Tabela 4).

Para todos os conjuntos de reac6es foi necessario incluir dois controlos: um positivo que
continha DNA de uma estirpe confirmada para a presenca do gene de interesse, por
sequenciacgédo e um negativo em que néo foi adicionada DNA. O controlo positivo. Os controlos

utilizados neste trabalho pertencem a colecédo de estirpes da Universidade de Tras-os-Montes e
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Alto Douro. O controlo negativo ndo contém DNA, essa mesma quantidade é substituida por

agua esterilizada.

Tabela 5: Componentes e concentra¢fes usadas para a reacao de PCR (50uL/tubo de PCR)

Constituintes Quantidade (pL)
H20 32,7
Buffer (MgCl.) 5,0
DNTPs 50
Primer 16S forward 1,0
Primer 16S reverse 1,0
Primer mecA forward 1,0
Primer mecA reverse 1,0
Primer nuc forward 1,0
Primer nuc reverse 1,0
Taq 0,3
DNA 1,0

Total 50,0

I A

165 (886 pb) —— —

mecA (527 pb) — —

nuc (255 ph) ——— ——

MSSA  MRSA

Figura 7: Representacdo esquematica dos padrfes de PCR, podendo-se observar a presenca de MSSA quando
sdo visiveis as bandas de 16S e nuc e a presenca de MRSA quando possivel de observar as bandas de 16S, mecA
e nuc
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5.2. Eletroforese em gel de agarose

Para ser possivel separar e visualizar os amplicdes obtidos na técnica de PCR, executou-
se a técnica da eletroforese horizontal em gel de agarose com Red Safe incorporado (Figura 9).

5.2.1. Preparacéo do gel de agarose

Utilizou-se uma concentracdo de agarose a 1% nos géis. Preparou-se adicionando 1g de
agarose a 100mL de tampédo TBE 1x (constituido por: 54 g/L Tris (hidroximetil) aminometano;
27,5 g/L acido borico e 20 m EDTA 0,5 M com pH 8). A mistura foi aquecida no micro-ondas,
permitindo que a agarose se dissolvesse. Deixou-se arrefecer e adicionaram-se Syl de tampao
RedSafe para a coloracdo de DNA, ao colocar-se sob a luz violeta.

A mistura é colocada na tina, permitindo a solidificagdo da mesma e, consequentemente,
a formacdo dos pocos devido ao molde utilizado. Aguardou-se que o gel arrefecesse e

solidificasse.

5.3. Insercéo dos produtos de PCR

O molde foi retirado do gel solidificado e depositou-se, em cada po¢o, uma quantidade
total de 10ul do produto PCR juntamente com tampao de deposicdo. Este tampéo tem como
constituintes: agua, glicerol (1ml), xylenocienol (0,05g) e azul de bromofenol (0,05g). O
glicerol apresenta funcéo de deposicao e o xylenocienol permitem uma visualizagdo da banda
mais nitida.

Os controlos, positivo e negativo, foram colocados no fim de cada gel, respetivamente.

A eletroforese foi realizada a 96 Volts, durante 45 minutos.

35



Figura 8: Etapas de trabalho. Canto superior esquerdo: Prepara¢do do mix; Canto superior direito: Eletroforese
em gel de agarose; Canto inferior esquerdo: Insercdo da amostra nos pocos do gel de agarose; Canto inferior
direito: Visualizagdo computacional

5.4. Visualizagao do gel

Apos o final da eletroforese, observou-se a presenca dos amplic6es no gel através de luz
UV, utilizando o aparelho ChemiDoc™ XRS+ Image Lab da BioRAD, associado a um software
especifico (ImagelLab) de analise computacional, onde é possivel obter imagens como a
ilustrada na Figura 5:

36



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

165 (886 pb) ‘\:u:\:\-v\_/\/v'-\h

mecA (527 pb) -
nuc (255 pb)

Figura 9: Exemplo obtido na eletroforese em gel de agarose podendo-se observar a presenca de MSSA quando
sdo visiveis as bandas de 16S e nuc e a presenca de MRSA quando possivel de observar as bandas de 16S, mecA
e nuc

5.5. ldentificacdo dos microrganismos isolados

O gene mecA codifica uma proteina de ligagdo a penicilina, confere resisténcia a
meticilina. A detecdo deste gene é considerado o método de referéncia para a detecdo da
resisténcia a meticilina em estafilococos. Staphylococcus aureus podem ser distinguidos dos
outros Staphylococcus spp. pela presenca do gene nuc, que codifica uma nuclease extracelular

termoestavel.

Tabela 6: Sequéncias nucleotidicas dos primers de PCR para genes identificadores de Staphylococcus aureus

Tamanho TA
Gene Primers do (Temperatura
produto de annealing)

uc F: TCAGCAAATGCATCACAAACAG 255 b
R: CGTAAATGCACTTGCTTCAGG P

F: GGGATCATAGCGTCATTATTC
mecA 527 bp 55°C
R: AACGATTGTGACACGATAGCC

165 F: GTGCCAGCAGCCGCGGTAA 836 b
R: AGACCCGGGAACGTATTCAC P
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V. Resultados e Discussao

Trata-se do primeiro estudo realizado na pesquisa de MRSA em lesdes purulentas de
coelhos, de acordo com o conhecimento dos autores.

Staphylococcus aureus, o agente isolado em lesbes purulentas de coelho no presente
trabalho, estd amplamente disperso pelas cuniculturas. Foi referenciado que a maior parte das
lesGes purulentas tem como ponto de partida a rutura da pele para que seja possivel haver
colonizacdo da lesdo pelas bactérias existentes no meio ambiente, provenientes de outros
coelhos ou até mesmo do proprio animal (Ferrian et al., 2010).

Os resultados obtidos neste estudo confirmam a presengca de MRSA em 14 animais, num
total de 66 analisados, tendo permitido identificar 83 isolados (Tabela 7).

Os resultados para os testes bioquimicos efetuados no presente estudo encontram-se
presentes no Anexo |.

Os resultados encontrados no presente estudo séo concordantes com estudos anteriores,
mencionados ao longo deste trabalho, que relataram a presenca de Staphylococcus aureus em

lesdes de coelhos e, também, em outros animais (Tabela 8).
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Tabela 7: Tabela de resultados obtidos no presente estudo, com a quantificacdo de MRSA, MSSA, mecA*, CNS

e MRSP

Coelho
(N° amostra)

Isolados

MRSA

MSSA

mecA*

MRSP

CNS

Coelho Total

N° animais

3,6,9,11,15,17,20,
32,35,36,37,38,39,
43,47,48,50,53,55,
57,58,60,64
2,4,5,8,10,16,18,22,
23,24,25,26,27,28,
29,30,31,40,41,42,
44,49,51,54,56,59,
61,62,65,66

2

23

60

12

15

34

1,7,12,13,14,19,21,
33,34,45,46,52,63

Total: 66

Total:

83

14

49

12

As lesdes purulentas subcutaneas sdo achados comuns em coelhos de matadouros de

todas as idades. Sdo relevantes devido a elevada ocorréncia que apresentam, na cunicultura e

nos matadouros, assim como nas quebras econémicas e no bem-estar animal (Ferreira, 2013).

Torna-se assim fundamental identificar os principais motivos que levam as reprovacdes totais.

Um ponto de partida é a identificacdo dos agentes etiologicos envolvidos nas lesbes

abcessiformes, que, no nosso estudo, foi possivel concluir que se trata de Staphylococcus

aureus. Estes resultados vao ao encontro de estudos feitos anteriormente por outros autores

(Hermans et al., 1999; Viana et al., 2007).
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Staphylococcus aureus é o agente maioritariamente presente nas lesGes purulentas
analisadas no presente trabalho, confirmando que se trata de um agente amplamente difundido
pela cunicultura. Como foi referido, € uma bactéria que se encontra presente em animais
considerados portadores séos, responsaveis pela transmissao do agente, podendo ser encontrado
na pele e mucosas destes animais. Trata-se de uma bactéria facilmente transmissivel, exigindo
apenas um contacto entre os animais (Ferreira, 2013).

O ponto de partida do nosso estudo foram as lesdes abcessiformes em coelhos. Sendo
esta a principal causa de reprovacdo em matadouro consideramos importante o estudo das
mesmas, localizando-as na carcaga dos animais.

O potencial risco acrescido para a saude publica, evidenciado neste estudo, reflete-se
através do isolamento de MRSA no presente trabalho. Analisando os resultados obtidos ao
longo deste estudo, podemos concluir que, a partir de 66 animais, 66 amostras (uma amostra
por animal), 83 isolados, se confirmaram 14 animais com a presenca de MRSA, 49 animais
com MSSA, 12 mecA*, 7 CNS e 1 animal com a presenca de MRSP.

Estes resultados séo provenientes da reacdo em cadeia por acdo da polimerase (PCR),
um instrumento fundamental no diagnostico de agentes patogénicos, permitindo uma detecédo
rapida e de alto rendimento para multiplas especies. Para esta técnica utilizaram-se os primers:
16S, mecA e nuc. Quando s&o visiveis as bandas 16S e mecA, significa que se trata de um caso
de Staphylococcus ndo aureus resistente a meticilina. Quando sdo visiveis as bandas 16S e nuc
significa que se trata de um caso de MSSA. No caso de serem visiveis as trés bandas, dos trés
primers utilizados, significa que estamos perante um caso de MRSA.

Um estudo, publicado em 2016, teve como objetivo a analise de estafilococos coagulase
positivos, a partir de animais selvagens (Nowakiewicz et al., 2016). O material para o estudo
foi constituido por 76 amostras fecais, recolhidas de animais selvagens de varias espécies. Os
autores referem que as bactérias do género Staphylococcus podem constituir uma ameaca
potencial para a salde publica, salientando a sua resisténcia aos farmacos. Acontece que, 0S
microrganismos que vivem no segmento final do aparelho digestivo, incluindo Staphylococcus,
podem contaminar com elevada facilidade no meio ambiente, juntamente com as fezes dos
animais, transferindo-se assim para outros animais e seres humanos (Nowakiewicz et al., 2016).

Staphylococcus aureus também pode estar presente nos animais de producao, podendo
constituir um risco de saude publica como contribuir para perdas econémicas. Em 2014 foi
publicado o primeiro relato de MRSA numa exploracdo de coelho industrial. Este estudo

envolveu os coelhos da exploracéo, os trabalhadores rurais e os seus familiares. O caso descrito
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por estes autores evidencia a presenca de MRSA na producdo de carne de coelho industrial
(Agnoletti et al.,, 2014). Na Tabela 8 encontram-se diversos estudos na pesquisa de
Staphylococcus aureus e MRSA em diferentes animais, podendo-se verificar que o nimero de
resultados positivos de MRSA, em proporcdo ao numero de animais analisados, nao é tdo

alarmante como no presente estudo.

Tabela 8: Estudos realizados na pesquisa de Staphylococcus aureus e MRSA em diversos animais

] ) ] ) NUumero de
) Tipo de Numerode  Microrganismo
Animal ) o amostras Autor
amostra amostras identificado o
positivas
Amostras
Suinos ) 110 MRSA 41 (Cleef, 2014)
nasais
Amostras (Couto et al.,
Bezerros ) 307 MRSA 6
nasais 2014)
Staphylococcus ]
Coelhos  Abcessos 31 8 (Ferreira, 2013).
aureus
Suinos, 99 suinos Suinos: 1
) Amostras ) - (Hasman et al.,
bovinos e L 112 bovinos MRSA Bovinos: 0
de infecdes 2010)
aves 85 aves Aves: 0
Amostras 500 amostras Staphylococcus
fecais e fecaise 500  Staphylococcus ~ aureus: 151 (Kohler et al.,
Coelhos
amostras amostras de  aureus e MRSA 2008)
de carcagas carcagas MRSA:0
Animais  Amostras (Nowakiewicz
A 76 MRSA 1
selvagens  do anus etal., 2016)
(Rodriguez-
Staphylococcus )
Coelho Carcacas 51 26 Calleja et al.,
aureus
2006)
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1. Estudo das lesbes abcessiformes

As lesdes purulentas de coelho tém, maioritariamente, como consequéncia a reprovagao
total post mortem dos coelhos na linha de abate. Estes resultados vao ao encontro das conclusoes
tiradas por outros autores, nomeadamente, Garcia (2003) e Rampin e colaboradores (2008),
indicando também as lesBes purulentas como causa maior de reprovacdo destes animais em
matadouro (Garcia, 2003; Rampin et al., 2008). Este tipo de lesdes purulentas séo muito comuns
nas cuniculturas, podendo-se desenvolver de uma forma répida e atingir tamanho consideravel,

sem apresentar alteragdes aparentes no animal (Ferreira, 2013).

2. Localizacéo das les6es purulentas

Como ja foi referido neste estudo, sabe-se que o surgimento de lesbes purulentas
depende de multiplos fatores relacionados com o meio ambiente em que se encontram 0s
animais (Piccirillo et al., 2008; citado por: Ferreira, 2013). Um bom exemplo é a densidade das
jaulas onde estdo os coelhos, referido também por Viana e colaboradores (2007). Quanto maior
for o nimero de animais por jaula, maior sera a densidade, o que leva a que haja uma maior
competicdo entre os animais tanto pelo alimento como pela dgua disponivel. Ao haver esta
necessidade de competi¢cdo, automaticamente, 0s animais vdo-se tornar mais agressivos,
aumentando assim a possibilidade de surgimento de feridas a partir dos equipamentos, assim
como haverd também uma facilidade mais acentuada a nivel de disseminacdo dos agentes
patogénicos, tanto por contacto direto como indireto. Estes fatores levam a que a contaminacao
das feridas dérmicas por agentes patogénicos, como Staphylococcus aureus, possam levar a
formacéo de lesdes purulentas (Badiola, 2000).

O Codex Alimentarius salienta a importancia da correta implementacdo de um sistema
de HACCP, respeitando os principios deste sistema exigindo todo empenhamento e cooperagao
dos colaboradores das empresas alimentares. Os operadores devem possuir conhecimentos em
varias areas, nomeadamente, seguranca alimentar, processos de fabrico, microbiologia e
higiene pessoal, dos equipamentos e do espaco de trabalho.

Num estudo recente, foi possivel concluir que grande parte das ndo conformidades na
implementac&o de boas préticas estdo ligadas a higiene. E preocupante que o no cumprimento
relacionado com os métodos de trabalho de higiene néo esteja conforme as normas, refletindo-
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se em termos de seguranca da carne. A falta de higiene ao longo das praticas de abate é
considerado um risco importante para a seguranca da carne e pode ser relacionado com surtos
de intoxicacdo alimentar graves (Jenni e Janne, 2016).

Torna-se assim fundamental a aquisi¢cdo de formacdo, pela parte dos operadores,
evitando danos maior. A formacéo dos trabalhadores, como referido anteriormente, tem vindo
a ganhar valor nos ultimos anos e esta a ser implementada aos poucos. Isto vem de encontro ao
estudo relatado em 2011 (Gomes-Neves et al., 2011).
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V. Conclusoes

A cunicultura é, sem duvida, um setor onde Portugal deveria apostar no futuro, tendo
em conta que € um pais deficitario a nivel da producdo e com probabilidade de um aumento de
consumo nos préximos anos. Para tal ser possivel, é essencial haver varias alteracdes
relativamente aos apoios, ou seja, concecao de ajudas, a criagdo de instrumentos de mercado
apropriados, a criacdo de associagdes, mais informacao e também a divulgacao dos beneficios
nutricionais da carne de coelho.

As lesBes abcessiformes levam a uma elevada percentagem de reprovacdes a nivel das
carcacas de coelho nos matadouros. Este tipo de lesdes afeta todas as exploragdes, tendo maior
relevancia em algumas, o que se vai traduzir em percentagens de reprovacdo mais elevadas e,
por sua vez, maiores perdas economicas. Este nimero mais elevado de reprovacdes pode estar
diretamente relacionado com o ndmero de animais que as exploragdes possuem, ou seja, 0
tamanho das exploracfes. Pode naturalmente estar também associado as condigcfes que 0s
animais tém nas exploragdes, assim com as condigdes existentes ao longo do percurso entre a
exploracdo e 0 matadouro as quais 0s animais Sao sujeitos.

Comprova-se que Staphylococcus aureus € um agente que esta associado a etiologia das
lesbes abcessiformes. Esta conclusdo permite aos veterinarios, responsaveis pelas exploracdes,
uma melhor compreensdo relativamente as possiveis causas da ocorréncia destas lesdes
purulentas nos animais, assim como lhes d& informagdes de como o seu controlo e prevencao
podera ser mais eficiente, evitando perdas maiores.

O controlo das lesdes abcessiformes, nas carcacas de coelho, € importante para a
minimizacdo dos fatores de risco. Apés a realizacdo deste estudo, a nosso ver, cremos que é
fundamental a existéncia de monitorizacdo nos matadouros, tornando-se um apoio para a
implementacéo de boas praticas de maneio.

As circunstancias em que os animais se encontram alojados, assim como a densidade
animal por jaula e a higiene na exploracdo, sdo pontos essenciais para o controlo das lesoes
abcessiformes e, consequentemente, da rentabilidade das exploragoes.

Existem diversos procedimentos que permitem a reducao de Staphylococcus aureus nos
animais e, consequentemente, levam a uma melhoria a nivel de produtividade e rentabilidade

da cunicultura. Exemplos destas medidas sdo, entre outras, 0 uso de repousa patas, uma higiene
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mais cuidada dos ninhos e o uso de matérias secantes nos mesmos. A realizacdo destas boas
praticas trara beneficios para o funcionamento das exploragoes.

Com o presente estudo foi-nos possivel verificar que MRSA se encontra presente em
lesbes abcessiformes subcutaneas. A técnica de PCR é um instrumento fundamental na pesquisa
destes microrganismos, sendo uma forma répida e eficaz para chegar aos resultados
pretendidos.

Torna-se assim, a nosso entender, fundamental a continuacéo deste tipo de estudos, no
sentido de perceber se existem mais formas viaveis para evitar o surgimento deste agente

etiologico nas exploragdes/matadouros.
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V1. Anexos

1. Tabela dos resultados dos isolados de coelhos

Animal Isolado Gram Catalase DNase Espécie
MSA 2 + + - CNS
Coelho 2
OR 2 + + + MRSA
Coelho 3 MSA 3 + + + MSSA
MSA 4 + + + MSSA
Coelho 4
OR4 + + + MRSA
MAS 5 + + - CNS
Coelho 5
OR5 + + + MRSA
Coelho 6
MSA 6 + + + MSSA
MSA 8 + + - CNS
Coelho 8
OR 8 + + - mecA”*
Coelho 9
MSA 9 + + + MSSA
MSA 10 + + + MSSA
Coelho 10
OR 10 + + + MRSA
Coelho 11
MSA 11 + + + MSSA
Coelho 15
MSA + + + MSSA
MSA + + + MSSA
Coelho 16
OR + + + MSSA

Coelho 17 MSA + + - CNS




MSA MSSA
Coelho 18
OR MSSA
Coelho 20
MSA MSSA
MSA MSSA
Coelho 22
OR MRSA
MSA MSSA
Coelho 23
OR MRSA
MSA MSSA
Coelho 24
OR MRSA
MSA MSSA
Coelho 25
OR MRSA
MSA MSSA
Coelho 26
OR CNS
MSA MSSA
Coelho 27
OR MRSA
MSA MSSA
Coelho 28
OR MRSA
MSA MSSA
Coelho 29
OR MRSA
MSA MSSA
Coelho 30
OR MRSA
MSA MSSA
Coelho 31
OR MSSA
Coelho 32
OR mecA*
Coelho 35
MSA MSSA
Coelho 36
MSA MSSA
Coelho 37 MSA MSSA

52



Coelho 38

MSA

MSSA

Coelho 39

MSA

MSSA

Coelho 40

MSA

MSSA

OR

MSSA

Coelho 41

MSA

MSSA

OR

mecA*

Coelho 42

MSA

MSSA

OR

CNS

Coelho 43

MSA

MSSA

Coelho 44

MSA

MSSA

OR

mecA”*

Coelho 47

OR

MRSA

Coelho 48

MSA

MSSA

Coelho 49

MSA

MSSA

OR

mecA”*

Coelho 50

MSA

MSSA

Coelho 51

MSA

MSSA

OR

MSSA

Coelho 53

OR

mecA”*

Coelho 54

MSA

MSSA

OR

mecA”*

Coelho 55

OR

mecA*

Coelho 56

MSA

MSSA
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OR

MRSP

Coelho 57

OR

mecA”*

Coelho 58

OR

MRSA

Coelho 59

MSA

MSSA

OR

mecA”*

Coelho 60

MSA

MSSA

Coelho 61

MSA

MSSA

OR

MSSA

Coelho 62

MSA

MSSA

OR

mecA*

Coelho 64

MSA

CNS

Coelho 65

MSA

MSSA

OR

MSSA

Coelho 66

MSA

MSSA

OR

mecA”*
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