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RESUMO

Estafilococos coagulase positiva sdo patdogenos relacionados a surtos de intoxicagao
alimentar; dentro deste grupo de microrganismos encontra-se a espécie
Staphylococcus aureus comumente associada as infegdes hospitalares, sendo
considerado um grande problema de saude publica. O presente trabalho teve como
objetivo investigar a ocorréncia de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) em sanduiches e hamburgueres de carne bovina e de carne de frango,
comercializados em redes de fast-foods e supermercados de Salvador, BA,
respectivamente. Para tal, 100 amostras foram investigadas compreendendo 50
amostras de sanduiches (25 de carne de frango e 25 de carne bovina), e 50
amostras de hamburgueres crus congelados (25 de carne de frango e 25 de carne
bovina), observando-se lotes diferentes. Para o isolamento da bactéria, as amostras
foram pré-enriquecidas em caldo TSB com NaCl, enriquecidas em caldo vermelho
de fenol manitol contendo cefoxitina e aztreonam, e posteriormente inoculadas em
agar manitol hiperténico. Coldnias caracteristicas, Gram, catalase e coagulase
positivas, foram submetidas ao antibiograma pelo método de disco difusdo. Os
resultados encontrados demonstram que MRSA estava presente em 32% das
amostras de hamburgueres e em 8% das amostras de sanduiches. Os resultados
ainda evidenciam que tanto nas amostras de hamburgueres como nas de
sanduiches a frequéncia de isolamento do patdégeno foi maior nos produtos com
carne de frango. Entretanto, os resultados da analise estatistica demonstraram que
ndo houve associagao entre o isolamento de MRSA e o tipo de alimento investigado.
A presenca de MRSA, principalmente em sanduiches prontos para o consumo, € um
risco evidente, sendo, portanto necessaria a adogcdo de medidas de controle, para
evitar a disseminacao da bactéria.

Palavras-chaves: MRSA, antibidticos, alimentos carneos, produtos prontos para
consumo



ABSTRACT

Coagulase positive staphylococci are pathogens associated with outbreaks of food
poisoning; within this group of organisms is Staphylococcus aureus associated with
hospital infections, with species being considered a major public health problem. The
present study aimed to investigate the occurrence of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) in sandwiches and hamburgers of beef and chicken
meat sold in networks of fast foods and supermarkets of Salvador-BA, respectively.
For this purpose, 100 samples were investigated comprising 50 samples of
sandwiches (25 chicken and 25 beef), and 50 samples of frozen raw hamburgers (25
chicken and 25 beef), observing different batches. For the isolation of the bacteria,
samples were pre enriched in TSB with NaCl, enriched in phenol red broth manitol
containing aztreonam and cefoxitin, and then inoculated in hypertonic manitol agar.
Characteristic colonies Gram positive, catalase and coagulase positive were
subjected to antibiotic susceptibility testing by disk diffusion method. The results
show that MRSA was present in 32% of the hamburgers and in 8% of the
sandwiches samples. The results also indicate that the frequency of MRSA was
higher in samples of the products with chicken meat. However, the results of the
statistical analysis showed no association between the presence of the MRSA and
the type of food investigated. The presence of MRSA, especially in ready-to-eat
sandwiches, is a worrying, demonstrated the need for better control during
preparation of the food to prevent the spread of bacteria.

Keywords: MRSA, antibiotics, meat products, ready-to-eat foods
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INTRODUCAO

A industrializagdo trouxe mudangas de habitos alimentares com o consumo de
alimentos enlatados, pré-cozidos, e do tipo fast-food. A chamada “comida caseira”
foi ficando cada vez mais rara. Antes do aparecimento dos alimentos do tipo fast-
food, o ritual do se alimentar tinha outro significado. Entretanto, hoje, devido a
escassez nos horarios para as refei¢coes, o fast-food, assim como o “comer fora” e a
opgao delivery, entraram na conjuntura de um novo tempo urbano
(WENCESLAU,2010).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, milhdes de pessoas sao
diretamente afetadas por doencgas de origem alimentar a cada ano no mundo (OMS
— Organizagdo Mundial da Saude, 2000). A ocorréncia de tais doengas é
particularmente preocupante em paises em desenvolvimento, embora incidentes
com alimentos também ocorrem em paises mais ricos e desenvolvidos. A
globalizagdo do comércio de alimentos, urbanizagdo, mudangas nos estilos de vida,
poluicédo, desastres naturais e a deterioragao das fontes de agua sao potencialmente
problematicos. Nesse cenario, os perigos para a saude humana aumentam e podem
ser causados principalmente por substdncias quimicas ou contaminantes
microbioldgicos. Entdo, seguranga alimentar pode ser entendida como o inverso do
risco do alimento ou a garantia de que um alimento ndo causara danos ao
consumidor quando ele é preparado e consumido em conformidade com a sua
finalidade (WHO — World Health Organization, 2009; WILCOCK, PUN, KHANONA, E
AUNG, 2004).

O uso desenfreado de antibidticos aplicados a ragbes para gado bovino, nas
producgdes avicolas e suinas para fins industriais, implicou no aumento do numero
de patégenos com resisténcia a antimicrobianos. Na ultima década, o numero de
microrganismos isolados de alimentos que sdo resistentes a microbicidas tem
aumentado consideravelmente, levando a crescentes ocorréncias de surtos
alimentares. Nesse contexto, observa-se também o aumento da ocorréncia de
infecgbes hospitalares e nas comunidades causadas por cepas de Staphylococcus

aureus resistentes ou multirresistentes aos antibidticos comumente usados na



medicina humana e na veterinaria (RIZEK, 2010; PESAVENTO et al., 2007; PERESI
et al.,2006; CONTER et al., 2009)

Em analise de diversos estudos epidemioldgicos, incluindo o da Vigilancia Nacional
de Infecgbes Nosocomiais dos Estados Unidos, observa-se que a incidéncia de
infecgbes por Staphylococcus aureus vem aumentando consideravelmente nas
ultimas décadas em todas as faixas etarias, incluindo recém-nascidos (ANDRADE,
2008).

A presenca dessa bactéria nos alimentos é frequentemente causada pela
manipulacdo impropria de alimentos, por pessoas portadoras que possuem um
importante papel na manutengao e disseminacéo de patdégenos. Este microrganismo
é considerado um dos maiores causadores de intoxicagdo de origem alimentar no
mundo por estar presente como um membro persistente ou temporario da microbiota
nasal humana de forma assintomatica (HATAKKA et al., 2000; GONZALEZ-
RODRIGUEZ et al., 2002).

Por outro lado, a contaminacdo pela bactéria pode ocorrer através de feridas e
outras aberturas na pele, estado de debilidade, operagbes cirurgicas e doencas,
levando a transmissao de pessoa para pessoa pelo contato direto ou através de
objetos. Sendo assim, a versatilidade do S. aureus e a capacidade deste crescer em
diferentes condicbes ambientais, facilita o seu desenvolvimento em varios alimentos.
(LOIR et al., 2003; CARMO, 2002).

Estudo conduzido por Kluytmans (2010) aponta que o uso indiscriminado de
antimicrobianos e a falta de medidas profilaticas para controle das infecgbes é a
principal causa da pandemia de resisténcia antimicrobiana em patdgenos humanos.
Dessa forma, o uso dessas drogas em prescri¢des inadequadas ou em tratamento
sem diagnosticos pré-estabelecidos, a automedicagdo, e o descarte incorreto no
meio ambiente, além da utilizagcdo indevida na pecuaria, também contribuem para a
disseminagao, pois genes de resisténcia podem ser transmitidos do animal para o
homem através da cadeia alimentar (TAVARES, 2000).

A terminologia MRSA é usada para designar as linhagens de S. aureus que nao
respondem ao tratamento com antibidticos B-lactamicos (STUMERet al., 2008).

Caracterizam-se como cepas que possuem o0 gene mecA ou demonstram uma



concentragédo inibitoria minima (CIM) a oxacilina mais alta do que 4 mg/L. Entretanto,
alguns isolados clinicos sdo mecA-positivos e susceptiveis a oxacilina (HOSOSAKA
et al., 2007). O gene mecA codifica a proteina 2a (PBP2a), que se encontra na
parede celular do microrganismo, que € uma proteina fixadora de penicilinases
envolvida na sintese da parede celular e em mutagbes, resultando em baixa
afinidade aos sitios de ligagdo dos B-lactamicos(CHAMBERS, 1997). A deteccgéo de
fontes de MRSA, como os alimentos, é fundamental para prevencido e
acompanhamento das infecgdes. Em adicdo, o interesse por hospitais associados a
infecgbes por MRSA e comunidades com infec¢gbes causadas por MRSA vem
aumentando nos ultimos anos (LOPES, 2005; GELATTI et al., 2009).



OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar a ocorréncia de Staphylococcus aureus resistente a meticilina em
sanduiches de carne bovina e de carne de frango e hamburgueres crus congelados
de carne de bovina e de carne de frango, comercializados em Salvador, BA.

Objetivos Especificos

. Investigar a ocorréncia de estafilococos coagulase positiva em sanduiches
e hamburgueres de carne de frango e de carne bovina, comercializados
em redes de fast-foods e supermercados;

. Investigar dentre os isolados de estafilococos coagulase positiva a
ocorréncia de Staphylococcus aureus resistente a meticilina;

. Avaliar a associagdo entre a ocorréncia de MRSA e os alimentos

investigados



ORGANIZAGAO DO TRABALHO

Este estudo organiza-se em dois capitulos, sendo o primeiro de revisdo de literatura,
com abordagem de temas relacionados as doengas de origem alimentar, as
caracteristicas de Staphylococcus aureus e MRSA, a sua ocorréncia em alimentos e

resisténcia a antibioticos.

O segundo capitulo, em forma de artigo, avalia a ocorréncia de estafilococos
coagulase positiva e MRSA em amostras de hamburgueres e sanduiches de carne
bovina e de carne de frango, identificando a resisténcia aos antibidticos, e

comparando a frequéncia de isolamento entre os grupos de alimentos investigados.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. Consideragoes Iniciais

No Brasil, estudos demonstram a presenca de bactérias indicadoras de qualidade
microbioldgica e bactérias patogénicas nos alimentos disponiveis para consumo da
populacédo e ao longo da cadeia produtiva (BOARI et al., 2004; LANDEIRO et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2011). Salmonella spp.eStaphylococcus aureus estao entre
0s principais agentes envolvidos em tais intoxicagbes, onde quase nove (9) mil
surtos de intoxicagdo alimentar foram reportados ao Ministério da Saude (MS) entre
2000 e 2011(BRASIL, 2013).

As Doencgas Veiculadas por Alimentos (DVA) tém um grande impacto na saude
publica. Segundo o Centro para o Controle e Prevengédo de Doengas (CDC) a cada
ano, nos Estados Unidos, entre 76 a 80 milhdes de pessoas sido afetadas por essas
doencgas, gerando em torno de 325 mil internagdes hospitalares e causando 5.200
mortes (CDC, 2009), e um custo entre 5 e 17 bilhdes de dolares com medicamentos,
internamentos, além da queda na produtividade (SANTANA et al., 2010).

Segundo United States Department of Agriculture (USDA, 2004),4,5% das DVA que
ocorrem anualmente nos Estados Unidos da América se atribuem ao o S. aureus. Ja
na Franga, 1.267 surtos de DVA ocorreram nos anos de 1999 a 2000, totalizando
17.378 individuos afetados e 1.383 hospitalizagdes com um obito. No Brasil,
anualmente sao notificados cerca de 620 surtos em média, gerando 12 mil casos de
DVA; entre os anos de 2009 a 2010 foram notificados aproximadamente 1.700
surtos alimentares e 1.800 casos, sendo que no segundo ano as notificagdes
somaram a metade do primeiro no numero de surtos (BRASIL, 2011).

Ainda, no Brasil, de acordo com o Sistema de Informacao sobre Mortalidade (SIM),
de 1999 a 2002, ocorreram 25.281 o6bitos por DVA, com uma meédia de 6.320



obitos/ano e um custo em torno de 280 milhdes de reais com internamento entre
1999 a 2004, média de 46 milhdes de reais ao ano (SANTANA et al., 2010). Em se
tratando das intoxicacbes estafilococicas, sua real frequéncia no Brasil é
subnotificada, devido a erros de diagndsticos, por serem similares a outras
intoxicagbes (Bacillus cereus — toxina emética), por coletas inadequadas, exames
laboratoriais improprios ou investigagdes epidemioldgicas inadequadas dos surtos, e
por ser uma doencga de notificagdo ndo compulséria. Dos casos onde os agentes
etiolégicos foram identificados nos surtos alimentares, de 2000 a outubro de 2011,
S. aureus foi o segundo microrganismo mais envolvido, estando presente em 800
surtos (BRASIL, 2011).

Acbdes no cuidado com a saude humana ja sao realizadas objetivando o uso racional
de antibidticos, contudo, o mesmo nao acontece no setor da pecuaria. No Brasil, a
regulamentacdo do uso de antibioticos em animais compete ao Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e a Secretaria de Defesa
Agropecuaria. O Programa Nacional de Controle de Residuos no Leite (PCRL),
criado em 1999 por este Ministério, tem a finalidade de regulamentar o controle e a
vigilancia dos residuos em alimentos de origem animal. Suas a¢des visam evitar a
violagdo dos limites maximos permitidos de residuos (LMR) e de coibir o uso de
substancias proibidas. Todavia, apesar de todos os esforcos, ndo é possivel
fiscalizar toda a producédo, cabendo aos produtores e as empresas prezarem pela
qualidade do produto (KORB et al., 2011).



2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus foi observado pela primeira vez em 1878 por Robert Kock, a
partir de um material purulento. Em 1881 o microrganismo foi caracterizado em
areas de abscessos epiteliais agudos e cronicos. A relagcdo de Staphylococcus spp.
asurtos de intoxicagdo alimentar s6 foi evidencia em 1884, em Michigan, EUA,
devido acasos relacionados ao consumo de queijo do tipo cheddar contaminado com
a bactéria (PEREIRA et al., 2000).

Konemanet al. (2001) afirmam que de acordo com Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology, o género Staphylococcus (do grego “staphyle” = cacho de uvas e
‘coccus” = semente ou grao) pertence a familia Micrococcaceae, se apresentando
em forma de cocos tendendo a formar agrupamentos semelhantes a cachos de uva;
sdo bactérias Gram positivas, com diametro variando entre 0,5 e 1,5 ym, iméveis e
nao formam esporos; possuem metabolismo fermentativo e respiratorio; sdo
mesofilos com temperatura de crescimento entre 7 e 47,8°C e temperatura 6tima
entre 40 e 45°C; o pH ideal para o crescimento esta entre 7 a 7,5, porém
eventualmente ocorre sua multiplicacdo em alimentos com pH na faixa entre 4,2 e
9,3; sao capazes de sobreviver e se multiplicar em uma concentracédo de cloreto de
sédio de até 15%; s&o os unicos com capacidade de multiplicarem substratos com
atividade de agua em torno de 0,86 com relatos de crescimento em 0,83, valores
esses inferiores ao considerados minimos para outros grupos de bactérias haldfilas.

A versatilidade nutricional e a capacidade de crescerem em diferentes condi¢des
ambientais fazem com que o S. aureus se desenvolva com facilidade em varios
alimentos (LOIR et al, 2003; CARMO, 2002).A distribuicdo simultdnea de
Staphylococcus spp. em mucosas e pele, especialmente na regido naso-faringea,
em hospedeiros bovinos e nas aves, compreende 41 espécies e 24 subespécies,
dentre as quais 20 estdo associadas a infecgdes de carater oportunista, em seres
humanos e animais (WONG; BERGDOLL,2002; FRANCO E LANDGRAF, 2005).

Segundo Tseng et al. (2004), em humanos, o S. aureus causa um amplo espectro
de enfermidades que incluem: infecgdes cutdneas, intoxicacdo alimentar,

endocardites, pneumonia, osteomielite e artrite séptica. Além disso, a emergéncia de



casos de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) associados com infecgdes
nosocomiais e adquiridas em comunidade tém ganhado a atengcdo de centros de
controle de patogenos e dos pesquisadores em todo o mundo (KOREEN, et al.,
2004).

Em animais, S. aureus, € um importante agente etiologico de mastite em vacas,
cabras e ovelhas, causando uma infecgéo crénica e profunda na glandula mamaria
de fémeas lactantes. A mastite causa sérias perdas econdmicas para a produgao
leiteira em todo o mundo e representa um risco para a saude publica (GILOT et al.,
2002; AIRES-DE-SOUSA et al., 2007).

Existem alguns fatores de viruléncia dos estafilococos, associados a sua capacidade
enterotoxigénica, que s&o importantes para o fechamento das conclusdes de um
processo de investigacado epidemioldgica. Entre estes fatores de viruléncia utiliza-se
a pesquisa das enzimas coagulase e termonuclease (Tnase) como os indicadores
mais aceitos quanto a evidéncia presuntiva da sua propriedade enterotoxigénica
(PEREIRA et al., 2000).

O S. aureus produz uma série de toxinas extracelulares: as enterotoxinas
estafilococicas (EE), a esfoliatina, a toxina da sindrome do choque toxico (TSST-1) e
as hemolisinas. As EE s&o as responsaveis pela intoxicagao alimentar estafilocdocica;
as hemolisinas, envolvidas em casos de mastite; a TSST, na sindrome do choque
toxico; e a esfoliatina na sindrome da pele escaldada (DINGES et al., 2000).

A intoxicacdo alimentar estafilococica, é resultado da ingestdo de alimentos
contaminados com EE, sendo considerada a terceira causa mais comum de doenga
alimentar no mundo (NEMA et al., 2007).

3. Intoxicacao alimentar causada por enterotoxinas estafilocécicas

OS. aureus é considerado um dos agentes etioldgicos mais envolvidos em surtos de
intoxicagédo alimentar; esta largamente distribuido na natureza, sendo veiculado aos

alimentos por manipuladores, na maioria, portadores assintomaticos, e pelos
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animais (BALABAN; RASOOLY, 2000; SIMON; SANJEEV, 2007; STAMFORD et al.,
2006).

Os diferentes tipos de enterotoxinas produzidas pelos estafilococos foram
inicialmente descritos por Bergdoll et al., em 1973, como sendo 5 tipos soro
logicamente distintos, denominados de EEA, EEB, EEC1, EEC2, EEC3, EED e EEE.
Na sequéncia, novas enterotoxinas e seus genes correspondentes foram descritos
embora seu envolvimento com os surtos de intoxicag&o alimentar ndo estejam ainda
bem esclarecidos. Estas novas EE foram denominadas EEG, EEH, EEI, EEJ, EEK,
EEL, EEM, EEN, EEO, EEP, EEQ, EER e EEU (JORGENSEN et al., 2005).

As enterotoxinas estafilocécicas sdo proteinas simples de baixo peso molecular
(27,5 a 30,0 KDA) e suas cadeias polipeptidicas apresentam quantidades
apreciaveis de lisina, acido aspartico, acido glutdmico e tirosina. A composigao dos
aminoacidos das EEA, EED e EEE séo similares, o mesmo ocorrendo com EEB e
EEC. Estas proteinas s&o resistentes a tripsina, quimotripsina, renina, papaina e
pepsina, o que possibilita a sua passagem pelo trato gastrintestinal. Apenas a EEB é
inativada pela pepsina em pH préximo de 2.0. As enterotoxinas ainda s&o
termorresistentes, o que aumenta sua importancia na industria de alimentos uma vez
que a maioria dos alimentos recebe tratamento térmico (WONG E BERGDOLL,
2002; FRANCO& LANDGRAF, 2005).

A producdo de enterotoxinas € influenciada pela temperatura, pH, aa, tamanho do
inéculo, fonte de carbono e nitrogénio, concentracdo de sal e condigdes
atmosféricas do substrato. Em temperaturas otimas, a enterotoxina torna-se
detectavel entre 4 a 6 horas (WONG E BERGDOLL, 2002, FRANCO E LANDGRAF,
2005).

As intoxicagdes estafilococicas ocorrem ocasionalmente em individuos debilitados
imunologicamente como os idosos e criangas. Em determinados casos, pode causar
morte devido aos sintomas representados por nauseas, vomitos, colicas abdominais,
diarreia, colicas, dores de cabega e, até hipotermia. Todos esses sintomas surgem,
em media, a partir de quatro horas apds ingestao do alimento contaminado, variando
de 1 a 6 horas, geralmente durando de 24 a 48 horas (FRANCO& LANDGRAF,
2002).
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Estima-se que seja necessario 1ug de enterotoxina para causar intoxicagao
alimentar, mas as quantidades s&o variaveis entre individuos e dependem da
quantidade de alimento contaminado ingerido, do tipo de enterotoxina, do peso e do
estado imunolégico do individuo (FREIRAS et al., 2004). Com relagdo a quantidade
de microrganismo, Franco e Landgraff (2002) relatam que 10° a 10° UFC (Unidades
Formadoras de Colbnias) de S. aureus por grama de alimento, sejam necessarias

para causar intoxicagao alimentar.

Varios alimentos s&o incriminados em surtos, mas aqueles que envolvem uma
grande manipulagdo e os derivados do leite sdo mais frequentemente envolvidos
(PELES et al., 2007).

Na epidemiologia das doengas veiculadas por alimentos ha uma alta prevaléncia de
toxinas alimentares causadoras de gastrenterites relacionadas ao S.
aureus(ZECCONIAE PICCININI, 1999). Entretanto, o desencadeamento da
sindrome varia de acordo com o grau de susceptibilidade do individuo, com a
concentragédo da toxina no alimento e a quantidade que foi ingerida que, no caso do
S. aureus, 10° células por alimento j& é o suficiente para que seja produzida e
acumulada toxina em niveis capazes de provocar a intoxicagdo. Considera-se que o
microrganismo em populagdes inferiores pode também desencadear a intoxicagao,

principalmente em individuos susceptiveis(ESR, 2001).

Segundo Da Motta (2001), os surtos alimentares ocorrem pelas seguintes razdes:
primeiro, porque o S. aureus em alimentos processados pode estar relacionado as
condi¢gdes higiénicas inadequadas do processo; segundo, porque suas
enterotoxinas, uma vez presentes no alimento, poderdo causar intoxicagao
alimentar. Sabe-se que a prova bioquimica convencional ndo detecta precisamente
a producao de coagulase pelo microrganismo, pois a proteina pode n&o estar sendo
expressa. Neste sentido, técnicas moleculares para a deteccdo do gene coa tem
sido de fundamental importancia na confirmagéo de S. aureus em alimentos (DA
MOTTA et al., 2001).

No Brasil, o Ministério da Saude (MS) reportou 8.663 surtos alimentares entre os
anos de 2000 e 2011. Do total, 3.927 tiveram o agente etiolégico identificado, e

esses foram principalmente Salmonella spp. E S. aureus, sendo que o S. aureus foi
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responsavel pela ocorréncia de 799 surtos, representando 9,2% dos casos
registrados (Quadro 1).

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2008 2010 2011 Total

Salmoneila spp 140 208 218 139 155 161 11 125 212 147 27 19| 1680
S. aureus 35 9% 89 51 60 103 46 51 102 122 321 12 799
B. cereus 6 23 29 21 24 34 40 18 45 41 9| 11| 300
E. coli 14 44 33 31 41 65 43 17, 40 58 14 11| 411
Campylobacter spp 0 1 0 2 0 o o 0 0 0 of o 3
C. peifringens 9 14 19 8 21 30 18 13 24 17 11 6| 190
C. botulinum 0 1 i 0 0 1 6 4] o] 1 o] 0 10
Shigelia spp 7 22 17 10 7 9 1 1 0 4 1 3 B2
V. choieras O1 2 0 1] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
V. parahaemolyticus 0 0 0 2 0 0 1 0 D 0 0 1 4
Cryptosporidium spp 0 6 1 4 0 1 0 0 0 0 0 0 12
Rotavirus 2 38 24 27 38 33 2 4 8 2 3 3 182
Nerovirus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Hepatite A 46 Nal 38 19 T 37 4 5 4 1 2 o 234
Enterobacter spp 0 1 0 0 3 1 0 0 0 0 0 0 =]
T. gondii 0 1 0 0 1 2 0 0 0 2 0 0 6
Giardia 1 4 3 2 1 1 0 1 1 0 0 0 24
T. cruzi 0 0 0 0 0 i 0 0 0 0 i 0 2
Inconsisténcia 5 12 15 15 4 T 2 13 16 38 B 5 138
Inconclusivo 3 22 12 8 7 26 11 44| 110 130 47| 30 450

lgnorado 155 303] 300 265| 258 399| 275 413 B94| 570| 262 254| 4148
Total de agentes identificac 262 528 472 316 358 479 272 233 445 395 100 67 392
Total geral 425 B65 799 604 627 911 560 TO3 1265 1133 415 356 8663

Quadro 1: Agentes etiolégicos identificados em surtos alimentares no Brasil, no periodo de
2000 a 2011.
Fonte: Sinan Net/SVS/MS

Em relacao a distribuicdo dos surtos, a regido Sul, obteve a maior prevaléncia com
42,1% dos surtos; a regiao Sudeste 37,3%; a regido Centro-Oeste 5,2%; a regiao
Nordeste 12%; e a regido Norte com apenas 3,5%. (Figura 1).
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Fonte: Snan Net SV inas *Dados sujeitos aalteragio

Figura 1. Distribuigcdo dos surtos conforme regiées no Brasil, entre os anos de 2000 e 2011,
reportados pelo Ministério da Saude.
Fonte: Sinan Net/SVS/MS.

4. Legislagao para Produtos carneos
4.1.Hamburguer

A qualidade da carne € motivo de constante preocupacdo em todo o mundo, em
especial no Brasil, pais considerado o segundo maior produtor de carne bovina do
mundo e que vém mantendo—se como maior exportador (ABIEC, 2011).

O hamburguer € um produto carneo industrializado, obtido de carne moida dos
animais de agougue, adicionado ou nao de tecido adiposo e ingredientes, moldado e
submetido a processo tecnolégico adequado. Trata-se de produto cru, semi-frito,
cozido, frito, congelado ou resfriado de acordo com sua classificagdo (BRASIL,
2000). A resolugdo RDC n°12/2001 da ANVISA (BRASIL, 2001) estabelece
parametros que regulamentam a produgdo e manipulagdo da carne destinada ao
consumo para garantir a seguranga alimentar, de forma a assegurar a fiscalizagéo
de parametros intrinsecos e extrinsecos que permitam preservar a microbiota natural

da carne e ainda evitar a instalagao e proliferagéo de patégenos.

Em nivel mundial, problemas relacionados com hamburgueres de carne bovina,
como surtos de colites hemorragicas causadas por Escherichia coli O157: H7, dentre
outras ocorréncias de toxinfecgcdes tém sido relatados. Assim, como outros produtos
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carneos, os hamburgueres quando mal cozidos ou manipulados inadequadamente,
apresentam-se como importantes fontes de contaminagdo por bactérias como
Escherichia coli, Salmonella spp., S. aureus e Clostridium perfringens (TAVARES E
SERAFINI, 2003).

No caso da carne moida, a moagem é um fator adicional que pode favorecer a
contaminagao e a multiplicagdo de microrganismos. Os fatores que mais colaboram
com a contaminacdo do produto sdo o uso de equipamentos e instalacbes mal
higienizados, bancadas sujas, presenca de bactérias no moedor pela falta de
limpeza ou os proprios manipuladores que, pela falta de informag¢ao ou negligéncia,
acabam por transmitir bactérias a carne moida (ALMEIDA; GONCALVES; FRANCO,
2002; OLIVEIRA; NASCIMENTO; FIORINI, 2002).

Os estudos apontam que os manipuladores representam um dos principais veiculos
de contaminagdo da carne, uma vez que sua participagdo chega a atingir até 26%
dos surtos de toxinfec¢ao alimentar. Desse modo, medidas preventivas devem estar
relacionadas a higiene pessoal na manipulagdo, ao adequado preparo e
armazenamento de alimentos (ANDRADE E BRABES, 2003).

Entretanto, no Brasil, os trabalhadores do setor de carnes possuem baixos niveis
social e cultural. Este quadro exige grande atencdo e dedicacdo a esses
profissionais, para que os habitos mais elementares de higiene sejam obedecidos,
uma vez que a higiene é fundamental para garantir a boa qualidade dos produtos. A
utilizacdo de equipamentos de protecdo individual (EPI's) por parte dos
trabalhadores que manipulam produtos de origem animal deve ter um carater
continuo, enfatizando a necessidade da higiene e saude dos manipuladores de
alimentos. Esta educacdo deve salientar a importancia da boa qualidade das
matérias primas, a higiene das instalagdes, utensilios, moedores e dos métodos de
preparo da carne moida (ABRAHAO; NOGUEIRA; MALLUCELLI, 2005)

A literatura relata pesquisas que obtiveram resultados preocupantes quanto ao nivel
de contaminagao das carnes, dos equipamentos, utensilios e manipuladores, assim
como pela adocdo de praticas inadequadas de manipulagdo de alimentos
(ALMEIDA, 2010). Em alguns estabelecimentos comerciais, o moedor de carne, as
facas destinadas ao corte e os utensilios do estoque raramente sdo limpos com o
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cuidado e a frequéncia necessarios para prevenir o aumento do numero de
microrganismos (JAMES, 2005).

Embora a legislagéo brasileira (BRASIL, 2001) ndo estabeleca limites de tolerancia
para o grupo de microrganismos psicrotréficos e mesdofilos, populagbes elevadas
desse grupo representam qualidade higiénica sanitaria deficiente, devido a ma
qualidade da matéria-prima aliada a tempo e temperatura de estocagem
inadequados. Quando populacdes mesofilicas e psicrotréficas ultrapassam 10°
UFC/g, a vida de prateleira deste produto torna-se comprometida (SILVAEGANDRA,
2001).

A legislagao Brasileira vigente preconiza, entretanto, padrdes microbiol6gicos para
os produtos carneos, a fim de assegurar as condigdes higiénico-sanitarias desses
produtos e evitar a possivel presenga de microrganismos patogénicos (Resolugao da
Diretoria Colegiada (RDC) n°® 12, de 02/01/2001, ANVISA) (BRASIL, 2001) (Tabela

1).
4.2Sanduiches prontos para o consumo

A venda de alimentos do tipo fast-food, juntamente coma procura por alimentagéo
“fora de casa”, tem promovido o surgimento do reflexo do dinamismo dos dias
atuais. Sendo assim, uma das opg¢des mais rapidas e viaveis adotada em todo o
mundo é o consumo de sanduiches. O consumidor deste tipo de alimento, em geral,
esta pouco preocupado com sua qualidade nutricional e sanitaria, sendo o preco e
aparéncia agradavel os fatores determinantes na hora da escolha (SOUZA, 2006;
VALENTIM E MONTEIRO, 2008).

Como ja mencionado para os hamburgueres, a carne moida, em particular,
apresenta altos niveis de contaminacdo microbiana em relacdo aos outros cortes,
por sofrer maior manipulagdo e possuir maior relacdo area/volume sendo mais
susceptivel a carrear microrganismos deterioradores e patogénicos para o0s
alimentos manipulados com falhas de processamento (COSTA E MOREIRA, 2008;
SOUSAet al., 2012).
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Em vista disso, ha a necessidade de uma preocupagdo com a higiene pessoal,
utensilios e materiais utilizados na producao destes alimentos, uma vez que eles
também podem estar contaminados e transmitir microrganismos patogénicos que
podem causar prejuizos a saude do consumidor (LUCCA E TORRES, 2002).

Muitos casos de doencgas veiculadas por alimentos ndo sao notificados, pois seus
sintomas sdo geralmente parecidos com gripes ou discretas diarreias e vomitos.
Desta forma, para que se evitem as toxinfecgdes e possibilitar a identificagdo de
alimentos suspeitos ou de ma qualidade, os consumidores devem ser esclarecidos
quanto aos riscos de adquirir alimentos de origem desconhecida, recebendo
informagbes preventivas e educativas necessarias (AMSON; HARACEMIV;
MASSON, 2006).

Microrganismos Tolerancia para Tolerancia para amostra
amostra Indicativa®  Representativa®

N' ¢ m m*
Contagem de coliformes a45°C/g 2x10 5 2 10 2x10
Contagem de Staphylococcus 10° 5 2 5x10? 10°
coagulase positiva/g
Contagem de Bacillus cereus/g 10° 5 2 5x10? 10°
Contagem de Clostridium sulfito 10° 5 2 5x10? 10°
redutor a 46°C/g
Pesquisa de Salmonella - 5 0 - -

spp./25g

Tabela 1. Padrdes microbioldgicos para pratos carneos prontos para o consumo de acordo
com a Resolugdo RDC n°12/2001 da ANVISA/MS (BRASIL, 2001)

a: amostra indicativa — composta por um numero de unidades amostrais inferior ao estabelecido no plano de
amostragem constante na legislagdo especifica.

b: amostra representativa — constituida pelo numero de unidades amostrais estabelecidos de acordo com o plano
de amostragem.

1: n—é o numero de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas individualmente.
2: ¢ —é o numero maximo aceitavel de unidades de amostras com contagens entre os limites de m e M.

3: m — limite inferior estabelecido pela legislagdo RDC n°12/2001 da ANVISA/MS

4: M - limite superior estabelecido pela legislagdo RDC n°12/2001 da ANVISA/MS
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Na resolucdo RDC n° 12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, de 12 de
janeiro de 2001 (Brasil, 2001), as amostras de pratos prontos para o consumo
humano, a base de carne, devem ser interpretadas, de acordo com as
especificagcbes, como produtos em condigdes sanitarias satisfatérias ou
insatisfatorias. Nesta legislagdo n&o existem padrées microbiolégicos especificos
para sanduiches com carne de hamburgueres cozidos; adotam-se, portanto, os

padrdes para pratos carneos prontos para o consumo (Tabela 1).

5. Resisténcia de Staphylococcus aureus aos antimicrobianos

O uso desenfreado de antibiéticos em animais e em rag¢des implicou no aumento do
numero de patdégenos transmitidos por alimentos que apresentam resisténcia a
antibidticos e a sua transmissao subsequente através de alimentos contaminados.
Nos ultimos dez anos, o numero de microrganismos isolados de alimentos, que sao
resistentes a antimicrobianos, tem aumentado consideravelmente através de
mutacdes espontaneas em bactérias resistentes (PESAVENTO et al., 2007; PERESI
et al.,2006; CONTER et al., 2009).

Embora o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) tenha sido
considerado um patéogeno exclusivo de hospitais por muitos anos, atualmente,
alguns estudos tém documentado a disseminacdo de MRSA em alimentos (S.
aureus resistente a meticilina adquirido em comunidade - MRSA-CA) e em animais
de produgdo como: bovinos, caprinos, avicolas, etc.(TENOVER et al., 2006;
CARDOSO et al.,, 2007; NORMANNO et al., 2007; PESAVENTO, et al., 2007;
WALTHER et al., 2007; SIMEONI et al., 2008). Portanto, o MRSA ¢é o principal caso
de resisténcia bacteriana no mundo, e uma grande preocupagao em saude publica
(APPELBAUM, 2007).

Em 1950 foram produzidos antibidticos como: cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina
e estreptomicina, para o combate a bactérias como S. aureus e E.coli, resistentes a
penicilina, entretanto com o uso indiscriminado de antimicrobianos, surgiram cepas
multirresistentes a dois ou mais antibiéticos. Na década de 60 foi introduzida a
meticilina na pratica médica resultando rapidamente em isolados de Staphylococcus

resistentes a meticilina e, como consequéncia, foram criadas as primeiras
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cefalosporinas (cefalotina e cefazolina), que inicialmente tiveram como objetivo
estabilizar o avango de S. aureus resistente a penicilina (MRSA). Ainda em 1960, a
descoberta de que a substituicdo do grupamento fenilacetil pelo grupo acil poderia
impedir o ataque ao anel B-lactdmico contido na penicilina, levou a criagdo da
oxacilina, meticilina e nafcilina, os novos pB-lactamicos. Posteriormente, foram
criados os aminoglicosideos como a gentamicina, e os glicopeptideos como a
vancomicina (LIVERMORE, 2000; FLUIT et al., 2001; MCCULLOCH, 2006).

Atualmente, inclui-se os agentes antimicrobianos sintéticos, como sulfonamidas e
quinolonas na classe dos antibidticos, que s&o definidos como substancias
‘produzidas por diversas espécies de microrganismos (bactérias, fungos,
actinomicetos), que suprimem o crescimento de outros microrganismos”.
(CHAMBERS, 2002).

De acordo com o mecanismo de acao e classes quimicas, os farmacos comumente
utilizados no tratamento de doengas infecciosas podem ser agrupados em:
inibidores da sintese proteica (aminoglicosideos e anfenicdis) inibidores da sintese
da parede bacteriana (penicilinas e cefalosporinas), inibidores da sintese enzimatica
bacteriana, através da inativagdo do DNA (nitroimidazolicos), inibidores do DNA
bacteriano (quinolonas) e inibidores da sintese do acido tetrahidrofdlico
(sulfonamidas)(BRASIL, 2007).

A resisténcia ao S. aureus pode ser causada por diversas agdes: (i) a presenga de
uma enzima beta-lactamase que inativa o antimicrobiano; (ii) presenga de uma
enzima alternativa a enzima que ¢ inibida pelo antibiético; (iii) uma mutagédo no sitio
alvo do agente antimicrobiano; (iv) modificagdo pos-transcripcional ou pos-
traducional do alvo do agente antimicrobiano; (v) reduzida captagdo do
antimicrobiano; (vi) atividade de efluxo; e, (vii) superprodugdo do sitio alvo do
antimicrobiano (FLUIT et al., 2001; ALTERTHUM, 2008).

A agdo do MRSA sobre os B-lactamicos (penicilinas, oxacilina, meticilina, ampicilina,
amoxicilina e as cefalosporinas usados na antibioticoterapia) € evidenciada pela
atuacdo nas proteinas fixadoras de penicilinases (PBPs) que estdo envolvidas na
sintese da parede celular e em mutacgdes, resultando em baixa afinidade aos sitios
de ligagdo dos [B-lactdmicos. Dependem da expressao de uma proteina 78-kDa

(PBP2a) codificada pelo gene mecA, o qual esta localizado no gene mec do cassete
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cromossOmico (Staphylococcal cassete chromosome mec- SCCmec), um elemento
genético movel, incorporado ao DNA de cepas MRSA. Sdo conhecidos sete tipos
diferentes de SCCmec (tipo | a VIl), sendo que os tipos I, IV, V, VI e VIl estado
envolvidos em resisténcia somente a B-lactdmicos, enquanto os demais (Il e Ill), por
adicdo de elementos genéticos moveis, como plasmideos e transposons, podem
apresentar resisténcia a outros antibiéticos. Como exemplo, pode-se citar o pUB110,
que confere resisténcia também a aminoglicosideos e o Tn544 que carreia o gene
ermA conferindo resisténcia aos macrolideos (LIVERMORE, 2000; FLUIT et al.,
2001; APPELBAUM, 2007; GOULD, 2007; DEURENBERG E STOBBERINGH, 2008;
ALTERTHUM, 2008).

Considerando a possibilidade de pacientes imunocomprometidos ingerirem cepas de
MRSA, Normanno et al. (2007) afirmam que o microrganismo, nesse caso, pode
atingir o sistema circulatério provocando uma septicemia, ressaltando a importéncia
do controle da disseminacdo de MRSA em alimentos. Em outro estudo, Jones et al.,
(2002) descreveram um surto pela ingestdo de MRSA proveniente de carne suina
assada contaminada pelo manipulador.

A identificacdo de cepas MRSA ¢é conduzida através de testes fenotipicos, que séo
testes qualitativos de resisténcia, tendo como marcadores dois antibidticos [3-
lactdmicos: a oxacilina e cefoxitina. Também s&do usados testes genotipicos, como
PCR para deteccdo do gene mecA (NORMANNO et al., 2007). Similarmente, o
National Comittee for Clinical Laboratory Standards(NCCLS, 2005) recomenda
testes fenotipicos de discodifusdo usando cefoxitina e oxacilina, como marcadores,

que possuem a melhor correlagdo com a presenga ou auséncia do gene mecA.

Na terapia anti-MRSA, a vancomicina, um glicopetideo que atua na sintese da
parede celular, foi util para o aumento da taxa de isolamento de cepas MRSA.
Entretanto no ano de 1996, no Japéo, foi registrado o primeiro caso de S. aureus
com sensibilidade intermediaria a vancomicina (VISA ou GISA), em um paciente da
pediatria com infecgao por MRSA. Posteriormente, em 2000, foram encontradas, no
Brasil, as primeiras cepas resistentes em um hospital de referéncia no Rio de
Janeiro (SRINIVASAN et al., 2002; SAKOULAS, 2002; APPELBAUM, 2007;
SANTOS et al., 2007).
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Acredita-se que a resisténcia do S. aureus a vancomicina esteja relacionada ao
gene van, que determina a resisténcia a esse antimicrobiano em Enterococcus e
que, provavelmente, pode transmitir essa resisténcia por meio de plasmideos, para
S. aureus. As cepas resistentes a vancomicina produzem coagulase em mais de
quatro horas, portanto, levam mais tempo para apresentar reagcao positiva no teste
de produgdo dessa enzima. Além disso, geralmente essa resisténcia altera o
aspecto morfolégico das colbnias, que apresentam uma aparéncia bastante
heterogénea, dando a impresséao visual de contaminagédo (SRINIVASAN et al., 2002;
SANTOS et al., 2007,FLUIT et al., 2001)

Por seu papel no controle dos genes de viruléncia de S. aureus, o locus agr, tornou-
se alvo importantissimo na terapia antimicrobiana, segundo Vianello (2006). Em
outro estudo Sakoulas et al. (2002) e Moise-Broder et al.(2004) relataram a relag&o
entre o grupo agr Il e cepas resistentes a vancomicina e, esses ultimos autores

observaram que cepas MRSA pertenciam ao grupo agr Il (VIANELLO, 2006).

O principal mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos € a inativagao celular da
droga por enzimas que a modificam. Aminoglicosideos como a gentamicina,
tombramicina, amicacina e estreptomicina sao antibiéticos que se ligam ao
ribossomo e interferem na sintese proteica. A resisténcia a gentamicina € mediada
por uma enzima bifuncional que exibe atividade AAC(6’) e APH(2’), localizada no
transposon Tn4001. As principais enzimas sao classificadas em acetiltransferase
aminoglicosidase (AAC), nucleotidiltransferase aminoglicosidase (ANT) e
fosfotransferase aminoglicosidase (APH) (FLUIT, 2001; ALTERTHUM, 2008).

Os antibidticos que inibem a sintese proteica, como os macrolideos, que sao a
eritromicina e a azitromicina, se ligam a subunidade 50S do ribossomo levando a
resisténcia. Esta pode ocorrer de trés maneiras: por metilacdo do sitio alvo no
ribossomo, codificada pelo gene erm (mais comum em S. aureus); por bomba de
efluxo, mediada pelos genes msrA e msrB; e, por ultimo, a chamada resisténcia
macrolideo-lincosamina-estreptogramina B (MLS-B) que também ocasiona
modificagdo no sitio alvo do antimicrobiano (NAWAZ et al., 2000; FLUIT et al., 2001,
STEWARD et al., 2005).

A resisténcia a tetraciclina, que resulta na inativacdo da sintese proteica através da

ligacdo na subunidade 30S do ribossomo, ocorre pela aquisicdo do elemento movel
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contendo o gene tet, que codifica uma proteina de efluxo, provocando a saida do
antibidtico da célula. Esse antibacteriano de amplo espectro, geralmente
bacteriostatico se difunde no interior das células do hospedeiro (CHOPRA E
ROBERTS, 2001; FLUIT et al., 2001; ALTERTHUM, 2008).

Os marcos evolutivos da resisténcia aos B-lactamicos e glicopeptideos no S. aureus

encontra-se resumidos na Figura 2.
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Figura 2 — Marcos importante na evolugdo da resisténcia antibidtica no S. aureus
Fonte: Pantosti, Sanchini e Monaco (2007).

6. Prevaléncia de S. aureus resistente a meticilina em alimentos

Apos 1982 cepas epidémicas de MRSA foram identificadas como multirresistentes.
Atualmente, de acordo com Rana (2011), o MRSA é uma das principais causas de
infeccado para humanos, pois possuem a capacidade de colonizar e causar surtos de
infecgbes em todo o mundo, tornando-se uma causa amplamente conhecida de

morbi-mortalidade.

O microrganismo foi isolado pela primeira vez em animais criados para alimentagéo

humana em 1972, em casos de mastite em vacas leiteiras na Bélgica. A partir desse
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episodio, este microrganismo surgiu em uma variedade de animais, tais como gato,
cachorro, cavalos, ovelhas, porcos, bezerros e aves (KLUITMANS, 2010). O autor
também relata que existe uma distingao explicita entre estirpes de MRSA isoladas
em animais de companhia e aqueles isolados em animais destinados a produg¢ao de
alimentos. Ainda segundo o autor, os animais de producdo sao geralmente
contaminados através de contato com pessoas infectadas ou colonizadas com
MRSA, de modo que a sua presenga nesses animais ocorre em funcdo da

transmissao de um reservatorio humano.

No Brasil, foi encontrado o gene mecA em alimentos prontos para 0 consumo em

peixes crus comercializados em feiras livres (RIZEK, 2010).

Shahraz et al. (2012) demonstraram através do método de discodifusdo e pesquisa
do gene mecA a ocorréncia de 57 (22,3%) isolados de MRSA em amostras de
hamburgueres no Ira. Estudo realizado por Moura et al. (2006) com carne caprina no
Brasil, relatou a ocorréncia de 70,37% de cepas de S. aureus multirresistentes aos
antibidticos. Os autores concluiram que esse percentual podera vir a contribuir com

infecgcdo ao homem através do consumo desse alimento.

Na Holanda, De Boer et al. (2009) demonstraram a ocorréncia de 11,9% de
amostras de carne crua contaminadas por MRSA. Neste mesmo estudo, os autores
questionam se essa prevaléncia de MRSA em carnes cruas ndo contribui para a
disseminagao de MRSA em seres humanos naquele pais. Porém, o mesmo estudo
analisa que o risco de colonizagao seria provavelmente muito pequeno, pois 0s
numeros de MRSA encontrados nesses alimentos foram muito baixos. Entao,
considera-se que a presenga do MRSA em alimentos ja € fator de risco para a saude

dos consumidores.

Estudo recente realizado por Costa (2013) no Brasil, investigando alimentos carneos
crus e prontos para o consumo em dez hospitais publicos de Salvador, BA, relatou
um total de 92 isolados de estafilococos coagulase positiva, com 13 (14,7%) desses
positivos para MRSA. Dentre as diferentes carnes investigadas, os percentuais de
amostras positivas para carne bovina, carne de frango, carne suina e carne de peixe
em relacdo a presenga de MRSA foram de 23,3% (7/30), 23,3% (7/30), 37,5% (9/24)
e 30,0% (9/30), respectivamente. Esses dados corroboram com os dos autores ja



23

mencionados, chamando a atencdo para a necessidade de melhoria no controle na
aquisicao da matéria prima de origem animal e no preparo de produtos carneos em

cozinhas de hospitais.

7. Avaliagao da resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana ndo € um problema de cada individuo, mas sim um
problema de saude publica. A utilizagcdo de antibiéticos no combate as infec¢oes
bacterianas, no século XX, foi um grande passo da medicina moderna, no entanto, a
resisténcia bacteriana ndo deu tréguas e rapidamente se propagou. Estudos
realizados em 29 paises da comunidade europeia, entre 2008 e 2011, revelam um
aumento da resisténcia de bactérias Gram negativas, como Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, sendo extremamente importante
conscientizar a sociedade para esse problema. Em Portugal as resisténcias mais
importantes sdo: S. aureus resistentes a meticilina e os enterococos resistentes a
vancomicina, bactérias Gram negativas produtoras de B-lactamase de amplo
espectro e meningococos com susceptibilidade diminuida a penicilina. Além disso,
as resisténcias bacterianas levam a existéncia de poucas opg¢des terapéuticas em
infecgbes que podem ser fatais(INSA, 2010).Em relagédo a resisténcia das bactérias
Gram positivas, os valores encontrados sao mais estaveis, ou tendendo a diminuir,
como € o caso das cepas de Streptococcus pneumoniae, S. aureus, Enterococcus

faecium e Enterococcus faecalis (ECDPC, 2011).

Dentre os métodos historicamente mais utilizados para o estudo da resisténcia das
bactérias aos antibidticos destacam-se os testes de discodifusdo, incluindo o disco
de cefoxitina, o teste com placa de identificacdo com oxacilina, o teste para
determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM), os métodos automatizados
como o Vitek e o MicroScan e a utilizagcdo de meios cromogénicos. O diagnostico
laboratorial para o rastreamento de MRSA, apesar das varias recomendagdes
disponiveis na literatura, ainda ndo apresenta consenso sobre qual o melhora ser
utilizado (O'BRIEN et al., 2012; DE BOER et al., 2009).

O método de discodifusdo em Agar (Kirby-Bauer), utilizado para a avaliagdo da
resisténcia das bactérias aos antibidticos, € um método fenotipico qualitativo e avalia
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diretamente a atividade antimicrobiana sobre determinada amostra. Caracterizado
por ser um meétodo classico e bastante utilizado, se baseia no fato de que
“antimicrobianos impregnados em discos de papel de filtro difundem-se no agar,
criando em torno do disco um gradiente decrescente de concentracdo da droga”
(halo) (CLLS, 2011).

Na aplicagdo do método de discodifusao usam-se critérios bacterioldgicos precisos
para o isolamento do microrganismo, os quais sao: obtengéo do inéculo, semeadura,
diluicdes de meio de cultura, condigbes de incubacéo (atmosfera de O, temperatura
e tempo) e observagdo do examinador, bem como um numero variavel dos discos
estabelecidos em funcdo da espécie microbiana e da infecgdo ou doenga que
provoca, de modo que se permita classificar as bactérias como susceptivel, com
susceptibilidade intermediaria ou resistente aos antimicrobianos (VAZ, 1995; CLLS,
2011).

Destaca-se que a detecgdo de MRSA baseada em métodos convencionais de
susceptibilidade a antimicrobianos, tanto através de discodifusdo, quanto através de
micro diluicdo em caldo, podem ser trabalhosos, demorados, altamente dependentes
das condi¢cbes de crescimento e pouco discriminatérios (SHAHRAZ et al., 2012).

O teste de aglutinacdo em latex tem sido também bastante utilizado; este € um
método com exatiddo proxima a 100% baseado na detecgao da proteina PBP2a.
Entretanto, a técnica Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) para detecgdo do
gene mecA é a mais utilizada nas pesquisas para identificar isolados de MRSA.
Esse método € baseado numa caracterizagdo genotipica e constitui método padrao
ouro para avaliacdo qualitativa da resisténcia a meticilina (MIMICAEMENDES,
2007). E um método util e bastante sensivel para andlises de resisténcia
antimicrobiana (SHAHRAZ et al., 2012).

Apesar do método de discodifusdo ser o mais empregado para avaliagdo da
resisténcia bacteriana, tanto em amostras clinicas como em alimentos, a
confirmagao através de PCR (DE BOER et al., 2009; FESSLER et al., 2011), ou
mesmo a utilizac&o isolada desta técnica para detecgao do gene mecA (DIAS et al.,
2011; CRAGO et al., 2012), tem sido conduzida. Ainda, o teste de aglutinagdo em



25

latex (FESSLER et al., 2011; COSTA, 2013) com confirmagdo ou ndo através de
PCR também tem sido empregado. Hammad et al. (2012) empregaram a tipificagédo
molecular dos isolados de MRSA como analise complementar, que incluiram
tipagem por sequenciamento do multilocus (MLST) e sequenciamento da regido
polimorfica X do gene da proteina A estafilococica (spa-tipagem).
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CAPITULO 2

Staphylococcus aureus RESISTENTE A METICILINA EM SANDUICHES E
HAMBURGUERES COMERCIALIZADOS EM REDES DE FAST-FOODS E
SUPERMERCADOS DESALVADOR-BA.

RESUMO

Apesar de bastante conhecido, o S. aureus € uma bactéria que continua sendo
amplamente estudada, pois requer especial atencdo devido a seu alto potencial
patogénico associado a um amplo espectro de doengas que variam desde lesbes
cutaneas superficiais até infecgdes sistémicas graves, e também a sua capacidade
de desenvolver resisténcia aos antimicrobianos utilizados rotineiramente na pratica
clinica. Os agentes antimicrobianos s&o essenciais para prevengdo, controle e
tratamento de infecgbes bacterianas em homens e animais, sendo usados também
para a promogao do crescimento na criagdo de animais em muitos paises. Todavia,
o uso indiscriminado desses agentes tem causado o surgimento e prevaléncia da
resisténcia antimicrobiana de forma acelerada em bactérias. O presente estudo teve
por objetivo investigar a ocorréncia de MRSA em sanduiches e hamburgueres
comercializados em Salvador, BA. Um total de 50 amostras de hamburgueres crus
congelados (25 de carne bovina e 25 de carne de frango) e 50 amostras de
sanduiches prontos para o consumo (25 contendo carne bovina e 25 carne de
frango) foram adquiridas em redes de supermercados e lanchonetes do tipo fast-
foods, respectivamente, e posteriormente foram investigadas para a presenga de
MRSA. Para o isolamento do microrganismo, as amostras foram pré-enriquecidas
em caldo TSB com NaCl, enriquecidas em caldo vermelho de fenol manitol contendo
cefoxitina e aztreonam, e posteriormente inoculadas em agar manitol hipertonico.
Colbnias caracteristicas Gram, catalase e coagulase positivas foram submetidas ao
teste de antibiograma pelo método de discodifusdo. Os resultados encontrados
demonstram que MRSA estava presente em 32%das amostras de hamburgueres e
em 8% (n=4) das amostras de sanduiches. Os resultados ainda evidenciaram que a
frequéncia de isolamento do patégeno foi maior naqueles produtos contendo carne
de frango. Entretanto, os resultados da analise estatistica demonstraram que nao
houve associagao entre a presenca de MRSA e o tipo de alimento investigado. A
presenca de MRSA, principalmente em sanduiches prontos para o consumo, € um
dado preocupante, demonstrando a necessidade da adocédo de medidas de controle
durante o preparo dos alimentos para evitar a disseminagéo da bactéria.

Palavras-chave: antimicrobiano, estafilococos coagulase positiva resistentes a
meticilina, produtos carneos.
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ABSTRACT

Although well known, Staphylococcus aureus is a bacterium that is still widely studied
because it requires special attention due to its high pathogenic potential and its ability
to develop resistance to antibiotics routinely used in clinical practice, and is thus
associated with a broad spectrum of diseases ranging from superficial skin lesions to
severe systemic infections. Antimicrobials are essential for prevention, control and
treatment of bacterial infections in humans and animals and is used for growth
promotion in animal husbandry in many countries. However, the indiscriminate use of
these agents has caused the emergence and prevalence of antimicrobial resistance
in bacteria in an expedited manner. The present study aimed to investigate the
occurrence of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) in sandwiches and
hamburgers sold in Salvador-BA. A total of 50 samples of frozen raw hamburgers (25
beef and 25 chicken) and 50 samples of ready-to-eat sandwiches (25 beef and 25
chicken) were collected from supermarkets and food outlets, respectively, and
investigated for the presence of MRSA. To isolate the microorganism, the samples
were pre enriched in TSB with NaCl, enriched in phenol red broth containing mannitol
and aztreonam cefoxitin, and inoculated in hypertonic manitol agar. Characteristic
colonies, Gram, catalase and coagulase positive were subjected to antibiotic
susceptibility testing by disc diffusion method. The results showed that MRSA was
present in 32% of the hamburgers and in 8% of the sandwiches samples. The results
also showed that the frequency of MRSA was higher in samples of the products
contained chicken meat. However, the results of the statistical analysis showed no
association between the presence of the MRSA and the type of food investigated.
The presence of MRSA, especially in ready-to-eat sandwiches, is a worrying,
demonstrated the need for better control during preparation of the food to prevent the
spread of bacteria.

Keywords: antimicrobials, estafilococos coagulase positive methicillin-resistant,
meat products.
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1. INTRODUGAO

Com a diminuicdo do tempo disponivel para o preparo e/ou consumo de alimentos
pela populagédo, nos ultimos anos houve alteragdes nos habitos alimentares das
pessoas, motivadas, especialmente, pelos processos de urbanizacdo e
profissionalizagdo das mulheres, favorecendo, substancialmente, o consumo de
produtos industrializados ou preparados fora do domicilio. Sendo assim, a busca de
refeicbes fora de casa, ja, facilmente, prontas para o consumo, produzidas em
grande escala e com custo reduzido, a exemplo de sanduiches e hamburgueres,
culminou no aumento do numero de pessoas fazendo refeicbes em lanchonetes e
trailers, assim como no segmento da comercializagdo de fast-foods (LEVRE et al.,
2000; TAVARES E SERAFINI, 2003; LIMA E OLIVEIRA, 2005; FATTORI et al.,
2005).

A carne caracteriza-se pela natureza das proteinas que a compdem, tanto do ponto
de vista quantitativo como qualitativo, além de sua riqueza em aminoacidos
essenciais, gordura, vitaminas, glicidios e sais minerais como elementos nutritivos
complementares. E a principal fonte de alimentac&o utilizada pelo ser humano, pois
€ rica em proteina de alto valor biolégico (ROCA, 2013). Essa riqueza nutricional,
aliada a elevada atividade de agua, fazem desse alimento, sobretudo os de origem
animal, um excelente meio de cultura para a multiplicacdo microbiana, podendo
mesmo estar envolvida na disseminagdo de microrganismos patogénicos,
causadores de enfermidades ao homem e a outros animais (GIL,2000; PELCZAR
JUNIOR; CHAN;KRIEG,1997).

A ocorréncia de S. aureus em alimentos é considerada a terceira causa mais
importante de toxinfec¢do alimentar no mundo (NORMANNO et al., 2005). Existem
dois agravantes para sua presenga: a producdo de toxinas e a resisténcia a
antimicrobianos. Este patégeno é ainda considerado um excelente indicador da
ineficiéncia do processamento térmico, condigbes higiénicas inadequadas do
processo, ou ainda refrigeragcdo inadequada apds o preparo dos alimentos (JAY,
2005).

Em relacdo a resisténcia a antimicrobianos, observa-se que o S. aureus é um dos

microrganismos mais implicados nos episodios de infeccdo hospitalar em todo o
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mundo. O Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) era considerado
um agente patogénico responsavel quase que exclusivamente por infecgdes
hospitalares, entre as décadas de 30 e 80, porém no final de 1990, infeccbes por
MRSA entre as pessoas consideradas sadias comegaram a surgir (VAZ, 1995;
CALFEE, 2011).

Os mecanismos de resisténcia do S. aureus aos antibidticos devem-se a produgao
de uma penicilinase, enzima que inativa o anel betalactdmico da molécula de
penicilina, tornando o antibidtico ineficaz contra o microrganismo. A resisténcia a
meticilina apresentada pelo S. aureus é mediada pela presenga do gene mecA, que
codifica a proteina 2a (PBP2a) que se encontra na parede celular do microrganismo
(VAZ, 1995; CHAMBERS, 2002; STURMER, 2008).

Os objetivos deste estudo foram investigar a ocorréncia de S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) em sanduiches e hamburgueres comercializados em Salvador,
BA, e avaliar a ocorréncia de associacao entre os isolados de MRSA e os alimentos
investigados.
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2. MATERIAS E METODOS
2.1 Materiais
Cepas de referéncia:

Staphylococcus aureus resistente a meticilina ATC33591; S. aureus ATCC 29213; S.
aureus ATCC 43300

Meios de cultura:

Os seguintes meios de cultura foram utilizados: Caldo Triptico de Soja (TSB, Difco,
Detroit, MI, EUA) com 6,5% de NaCl (TSB + 6,5% NaCl, Acumedia, Sao Paulo, SP,
Brasil), agar Manitol Hipertonico (MA, Acumedia, S&o Paulo, SP, Brasil), Caldo
vermelho de fenol manitol (CVFM), contendo cefoxitina (5 pg/ml) e aztreonam
(PRMB+) (75ug/ml) (Acumedia, Sao Paulo, SP, Brasil), agar Triptico de Soja (TSA),
e agar Mueller-Hinton (MH) (Acumedia®, Sao Paulo, SP, Brasil).

Discos de Antibioticos:

Penicilina G (PN) (10 Ul), Eritromicina (ERI) (15ug), Tetraciclina (TET) (30 pg),
Oxacilina (OXA) (1 pg), Cefoxitina (CF) (30 pg), Vancomicina (VC) (30 pg) e
Ciprofloxacina (CIP) (5 pg) (Laborclin, Sdo Paulo, SP)

2.2 Desenho e local do estudo

Trata-se de um estudo de corte transversal de carater exploratério e experimental
conduzido no Laboratdério de Controle de Qualidade de Alimentos (LACQ) da Escola
de Nutricdo da Universidade Federal da Bahia.

2.3. Investigacao de S. aureus resistentes a meticilina em sanduiches e

hamburgueres.
2.3.1 Amostragem:

a) Amostras de Sanduiches: foram adquiridas50 amostras de sanduiches sendo 25

sanduiches preparados com carne bovina e 25 com carne de frango em trés
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lanchonetes do tipo fast-food da cidade de Salvador, BA. Os sanduiches foram
adquiridosembalados como na opgéao dellivery.

b) Amostras de hamburgueres: foram adquiridas 50 amostras de hamburgueres
sendo 25 hamburgueres de carne de frango e 25 de carne bovina,de trés marcas
diferentes em redes de supermercados de Salvador, BA. O produto foi adquirido cru
congelado em sua embalagem original e posteriormente foi descongelado sob
refrigeracdo antes das analises. Para os hamburgueres foram observadas a
integridade fisica das embalagens, a data de fabricagc&o e o prazo de validade.

A aquisicao das amostras foi realizada entre os meses de setembro a dezembro de
2013.

2.3.2 Tratamento das amostras:

Hamburgueres e sanduiches foram acondicionados em sacos plasticos estéreis,
lacrados, identificados e acondicionados em recipientes isotérmicos com gelo
reciclavel e encaminhadas imediatamente ao LACQ, onde foram processadas,

conforme descrito a seguir.

2.3.3 Deteccao de estafilococos coagulase positiva:

De acordo com De Boer et al. (2009), 25 g das amostras (hamburgueres e
sanduiches)foram pesadas em cabine de fluxo laminar (Labconco modelo 36210,
classe Bll; Kansas City, MO, USA) e homogeneizadas em 225 mL de caldo de pré-
enriquecimento (TSB + 6,5% de NaCl) em homogeneizador de amostras do tipo
stomacher por dois minutos (ITR modelo 1204, série 126, 240bpm Esteio, RS,
Brasil,) e incubadas a 37°C por 24 horas. Aliquota de 1 mL do caldo TSB + 6,5% de
NaCl foi adicionada a 9 mL de PRMB+, seguido de incubagao por 24h a 37°C. Dos
tubos de PRMB® que apresentaram coloragdo amarela (fermentagdo do manitol)
uma algada (aproximadamente 10 pl) foi transferida para o agar manitol hipertonico.
As placas foram incubadas a 37°C por 24horas. As colbnias tipicas (amarelas,
convexas, brilhantes) foram purificadas em agar triptico de soja (TSA) e confirmadas
por observagdes macro e microscopicas (coloragdo de Gram) (adaptado de COSTA,
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2013).Para a prova da catalase, utilizou-se solugao de peroxido de hidrogénio a 3%
(Synth, Sao Paulo, SP, Brasil) e para prova da coagulase utilizou-se o kit Staphyclin
latex (Laborclin, S&o Paulo, SP, Brasil), um teste rapido de aglutinagdo em lamina

2.3.4 Avaliacao dos isolados de estafilococos coagulase positiva quanto a

resisténcia aos antimicrobianos

Os isolados confirmados como estafilococos coagulase positiva foram mantidos sob
refrigeracdo em TSA inclinado e foram reativados em caldo TSB por 18-24 h a 37°C
para investigacdo de MRSA (adaptado de COSTA, 2013).

ApoOs a recuperacdo dos isolados em TSB, uma algcada foi estriada nas placas
contendo TSA que foram incubadas por 24 horas a 35°C, para avaliagéo da pureza.
Para os testes de resisténcia/sensibilidade aos antibioticos utilizou-se a técnica de
discodifusdo, de acordo com protocolo proposto pelo CCLS (2011).

Algadas das culturas puras provenientes do TSA foram diluidas em solugao salina
estéril, até a concentragdo equivalente a 0,5 na escala de McFarland (aprox. 108
UFC). Em seguida, com auxilio de suabes, as células foram inoculadas de forma
homogénea em agar Mueller-Hinton (MH). Apos secagem da superficie do agar,
foram colocados os discos de antibioticos penicilina G (PN) (10 Ul), eritromicina
(ERI) (15pg), tetraciclina (TET) (30 pg), oxacilina (OXA) (1 ug), cefoxitina (CF) (30
Mg), vancomicina (VC) (30 pg) e ciprofloxacina (CIP) (5 pug) com o auxilio de pingas
de aco inoxidavel estéreis, fazendo-se uma leve pressao. As placas foram incubadas
por 24horas, e apds esse periodo, realizou-se a leitura do tamanho dos halos em
mm formados ao redor do disco de antibidtico para detectar a resisténcia ou
sensibilidade aos antimicrobianos testados (CCLS, 2011).

Foram determinadas as frequéncias de sensibilidade, sensibilidade intermediaria e
resisténcia para todos os discos de antibidticos testados, segundo a tabela
padronizada do CCLS (2011).

Os isolados que apresentaram resisténcia a oxacilina e/ou cefoxitina (marcadores)
foram classificados como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)ou
Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA). (GELLATI et al., 2009).
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2.5 Analise dos dados

Os dados obtidos foram tabulados e analisados através de analise descritiva, teste
de t, para comparagao de médias. Para verificar a ocorréncia de associagéo entre a
presenca de MRSA e o tipo de alimento investigado utilizou-se o teste de associagéo
chi-quadrado de Pearson (X?), considerando um nivel de significancia de 0,95
(SPSS 17.0 para Windows).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Investigacao de estafilococos coagulase positiva e MRSA em amostras de
hamburgueres e sanduiches adquiridos respectivamente em supermercados e

lanchonetes do tipo fast-food em Salvador, BA

Varios estudos relatam a presenga de estafilococos coagulase positiva e/ou S.
aureus resistente a antibidticos em fossas nasais, m&os, cavidade oral de
manipuladores de alimentos, assim como, em alimentos prontos para o0 consumo
(FREITAS et al.,, 2004; MARTINS et al., 2007; ALBURQUERQUE et al., 2007;
MARTINS et al.,, 2009; RIZEK, 2010). No presente estudo, foram isoladas 34
colénias de estafilococos coagulase positiva nas amostras de hamburgueres, sendo
que destas 16(64%) foram provenientes do produto preparado com carne bovina e
18 (72%) do preparado com carne de frango. Em relagdo as amostras de
sanduiches, foi observado que de um total de sete isolados, cinco (20%) eram
provenientes de sanduiches preparados com carne bovina e dois (8%) preparados
com carne de frango (Tabela 1).

Tabela 1: Frequéncia de isolamento de estafilococos coagulase positiva em
amostras de hamburgueres e sanduiches adquiridos em supermercados e
lanchonetes do tipo fast-food, respectivamente, em Salvador, BA

Tipo de Hamburgueres Sanduiches
produto
N° de Coagulase N° de Coagulase
amostras positiva amostras positiva
N (%) N (%)

Carne bovina 25 16 (64%) 25 5(20%)
Carne de 25 18 (72%) 25 2 (8,0%)
frango

Total 50 34(68%) 50 7(14%)
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Freitas et al. (2004) ao avaliaram a sensibilidade antimicrobiana de cepas de
Staphylococcus spp. isoladas de carcagas de frango, encontraram um percentual de
56,6% de colbnias coagulase positivas, resultado esse inferior ao encontrado no
presente estudo nas amostras de hamburguer preparados com carne de frango.

Os resultados encontrados nesse estudo na investigagdo da ocorréncia de MRSA
demonstram que o microrganismo estava presente em 32% das amostras de
hamburgueres e em 8% das amostras de sanduiches(Tabela 2).

Tabela 2: Frequéncia de isolamento de MRSA em amostras de hamburgueres e

sanduiches adquiridos em supermercados e lanchonetes do tipo fast-food,
respectivamente,em Salvador, BA

Tipo de
produto Hamburgueres Sanduiches
N° de MRSA N° de MRSA

amostras N (%) amostras N (%)
Carne bovina 25 4 (16%) 25 2 (8,0%)
Carne de 25 12 (48%) 25 2 (8,0%)
frango
Total 50 16(32%) 50 4 (8,0%)

Nas amostras de hamburgueres, os percentuais de detecgdo de MRSA no produto
preparado com carne bovina foram de 16% (n=4) e de 48% (n=12) para aquele
preparado com carne de frango. Em se tratando de amostras de sanduiches prontos
para o consumo, os percentuais de deteccdo foram de 8,0%(n=2) para aqueles
preparados com carne bovina €8,0%(n=2) para o preparado com carne de frango
(Tabela 2).Chama-se a atencdo pelo alto nivel de isolamento de MRSA de
hamburgueres crus preparados com carne de frango.

Considerando o tipo de produto, hamburguer, verifica-se que 68% (n=34) das
amostras estavam contaminadas com estafilococos coagulase positiva e 32% (n=16)
com MRSA (Tabelas 1 e 2).Observa-se que a frequéncia de deteccao de MRSA nas
amostras de hamburgueres do presente estudo foi superior aquela relatada por De
Boer et al. (2009), que detectaram MRSA em 16% das amostras de carne de frango

crua, Agerso et al. (2012), na Dinamarca, que isolaram o microrganismo em 18%
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das amostras de frango cru, Fessler et al. (2011) que observaram um percentual de
isolamento de MRSA igual a 25% nas amostras de frango cru, e Voedsel en Waren
Autoiteit (2008), na Holanda, que relatou um percentual de isolamento igual a 27%

em carne de frango cru e10% em carne bovina crua.

Considerando as amostras de sanduiches, verifica-se um isolamento de
estafilococos coagulase positiva em 14% (n=7) e MRSA em 8% (n=4) das amostras.
A literatura consultada ndo apresenta dados sobre o isolamento de MRSA em
produtos prontos para o consumo, o que impossibilita a comparacao de resultados.

Entretanto, resultados apresentados por Gomes (2011) em uma pesquisa sobre a
qualidade higiénico-sanitaria da alimentacdo oferecida em escolas publicas
revelaram que 100% das amostras de carne cozida de frango ndo apresentavam

contaminagao por S. aureus.

3.2 Perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados de estafilococos
coagulase positivas

A resisténcia das bactérias aos antibidticos tem grande importancia em saude
publica devido a sua relagdo com a viruléncia. A disseminagdo de microrganismos
resistentes, entre eles o0 MRSA por alimentos e/ou manipuladores de alimentos é
preocupante, devendo-se prevenir a ocorréncia dessa contaminacdo na cadeia
produtiva de alimentos (DANTAS et al., 2006).

Nesse contexto, a presenca generalizada de microrganismos resistentes aos
antibioticos reforca a importédncia das boas praticas de higiene como medida de
controle contra agentes infecciosos (TAVARES, 2000).

As Tabelas 3 e 4 apresentam o perfil de resisténcia/susceptibilidade das cepas de
estafilococos coagulase positivas isoladas de sanduiches e hamburgueres,
comercializados em redes de fast-foods e supermercados de Salvador, BA.

Observa-se que os estafilococos coagulase positiva isolados das amostras dos
alimentos apresentaram resisténcia a diversos antimicrobianos. Assim, na avaliagéo
dos isolados provenientes das amostras de sanduiches de frango, verifica-se um
perfil de resisténcia maior ou igual a 50% para os antibiéticos: penicilina G (66,7%),

eritromicina (50%), oxacilina (66,7%) e inferior a 50% para: tetraciclina, cefoxitina,
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ciprofloxacina e vancomicina (Tabela 3). Ja para os isolados das amostras de
sanduiches de carne bovina e de carne de frango, o perfil de resisténcia aos
antibioticos foi sempre inferior a 50% (Tabela 4).



47

Tabela 3. Perfil de resisténcia/susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados de

estafilococos coagulase positiva das amostras de carne bovina e carne de frango em

sanduiches.
Sanduiche

Carne de Frango Carne bovina
Penicilina N % N % p-valor
Resistente 2 66,7 3 23,1 0,265
Intermediario 0 0,0 5 38,5
Sensivel 1 33,3 5 38,5
Total 3 100,0 13 100,0
Eritromicina
Resistente 2 50,0 2 15,4 0,154
Intermediario 0 0,0 0 .0
Sensivel 2 50,0 11 84,6
Total 4 100 13 100,0
Tetraciclina
Resistente 0 0,0 1 6,7 0,182
Intermediario 1 20,0 0 0,0
Sensivel 4 80,0 14 93,3
Total 5 100,0 15 100,0
Oxacilina
Resistente 2 66,7 3 21,0 0,241
Intermediario 0 0,0 5 35,7
Sensivel 1 33,3 6 42,9
Total 3 100,0 14 100,0
Cefoxitina
Resistente 0 0,0 0 0,0 -
Intermediario 0 0,0 0 0,0
Sensivel 5 100,0 15 100,0
Total 5 100,0 15 100,0
Vancomicina
Resistente 0 0,0 0 0,0 0,054
Intermediario 1 25,0 0 0,0
Sensivel 3 75,0 14 100,0
Total 4 100,0 14 100,0
Ciprofloxacina
Resistente 0 0,0 0 0,0 -
Intermediario 0 0,0 0 0,0
Sensivel 4 100,0 15 100,0
Total 4 100,0 15 100,0
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Tabela 4. Perfil de resisténcia/susceptibilidade aos antimicrobianos dosisolados de
estafilococos coagulase positiva das amostras de carne bovina e carne frango em
hamburgueres.

Hamburguer

Carne de Frango Carne bovina
Penicilina N % N % p-valor
Resistente 19 43,2 10 33,3 0,391
Intermediario 15 341 15 50,0
Sensivel 10 22,7 5 16,7
Total 44 100.0 30 100,0
Eritromicina
Resistente 11 35,5 6 21,4 0,234
Intermediario 0 0,0 0 0,0
Sensivel 20 64,5 22 78,6
Total 31 100,0 28 100,0
Tetraciclina
Resistente 12 25,0 7 21,9 0,703
Intermediario 7 14,6 3 9,4
Sensivel 29 60,4 22 68,8
Total 48 100,0 32 100,0
Oxacilina
Resistente 11 39,3 9 31,0 0,480
Intermediario 2 71 5 17,2
Sensivel 15 53,6 15 51,7
Total 28 100,0 29 100,0
Cefoxitina
Resistente 1 2,3 0 0,0 0,455
Intermediario 1 2,3 0 0,0
Sensivel 41 95,3 33 100,0
Total 43 100,0 33 100,0
Vancomicina
Resistente 2 5,0 0 0,0 0,200
Intermediario 0 0,0 0 0,0
Sensivel 38 95,0 32 100,0
Total 40 100,0 32 100,0
Ciprofloxacina
Resistente 0 0,0 0 0,0 0,228
Intermediario 2 4,2 0 0,0
Sensivel 46 95,8 34 100,0

Total 48 100,0 34 100,0
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Em estudo no Japao conduzido por conduzido por Kitai et al. (2005), os niveis de
deteccdo de MRSA foram inferiores ao do presente estudo, quando na investigagéo
de 444 amostras de carne e miudos de frango crus. Segundo os autores, apenas
duas cepas, ambas isoladas das partes musculares da coxa de frangos, foram
identificadas como MRSA, sugerindo que as mesmas tenham sido transmitidas
acidentalmente ao alimento por manipuladores. E importante ressaltar que a
manipulacdo inadequada por parte dos manipuladores € a principal fonte de
contaminagdo dos alimentos e a higiene das mados com agua morna e sabao e
posterior uso de antissépticos seriam as barreiras positivas para evitar essa
contaminagado (ALMEIDA et al., 1995; MARTINS et al., 2009; SOARES, 2011).

Estudo conduzido por Hanson et al. (2011), demonstrou que MRSA foi isolado em
apenas 1,2% das amostras de carne suina, bovina, frango, e peru, sendo todos eles
identificados como MRSA resistente a oxacilina e multirresistentes.

Van Loo et al. (2006)encontraram resultados semelhantes aos de Hanson et al.
(2011), ou seja, apenas 2,5% das amostras de carne de porco e carne bovina
estavam contaminadas por MRSA, sendo todos os isolados resistentes a oxacilina e
cefoxitina. Ainda, Weese (2010), no Canada, analisando amostras de carnes suinas,
bovina e de frango cruas observaram uma frequéncia de isolamento de MRSA um
pouco superior aos dos estudos mencionados, com 5,3% das amostras
contaminadas por MRSA.

Quanto ao isolamento de MRSA multirresistente, observa-se no presente estudo que
houve um total de 31 col6nias sendo estas 27 de hamburgueres e 4 de sanduiches;
resultados semelhantes aos estudos de Normano et al., (2007) e Lim. et al., (2010)
encontraram que todos os isolados de MRSA foram multirresistentes. Curiosamente,
os hamburgueres de carne de frango (22)foi o produto que apresentou maior
frequéncia de multirresisténcia aos antimicrobianos. Esses resultados concordam
com os estudos de Fleber (2011), demonstrou que todos os MRSA foram
multirresistentes, em produtos de carne de frango. De acordo com Hanson et al.,
(2011), demonstrou que todos os isolados de MRSA foram multirresistentes em
produtos de carne de frango e carne bovina. O achado no presente estudo pode
estar relacionado as condicdes de processamento, devido a contaminagdo do

alimento por equipamentos ou manipuladores contaminados.
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Em relacdo aos marcadores da resisténcia para MRSA, oxacilina e cefoxitina,
observa-se que essa resisténcia apresentou variagdo, nao sendo encontrada em
todos os isolados do presente estudo, ou seja, 66,7% dos isolados de sanduiches de
frango foram resistentes a oxacilina, enquanto 100% foram sensiveis a cefoxitina
(Tabela 3). Resultados diferentes s&o apresentados por Fessler et al. (2011) na
Alemanha, demonstrando que todos os isolados de MRSA eram resistentes a

oxacilina, e 62,5% apresentaram multirresisténcia.

A cefoxitina foi introduzida como marcador de resisténcia para MRSA ha pouco
tempo, entdo esses resultados apresentados para as amostras de alimentos devem
ser revistos, pois pode ocorrer das cepas de origem humana apresentarem diferente
comportamento das isoladas de alimentos. E importante também mencionar que
alguns isolados clinicos sdo mecA-positivos e susceptiveis a oxacilina.(HOSOSAKA
et al., 2007). Corroborando com esses achados, Shahraz et al. (2012) no Japéao,
verificaram a presenga do gene mecA em cepas de S. aureus identificadas como
sensiveis a meticilina (MSSA) em hamburgueres.

Voltando aos resultados do presente estudo, nota-se que 66,7% dos isolados de
estafilococos coagulase positiva provindos das amostras de sanduiches de frango
foram resistentes a penicilina, farmaco muito empregado na medicina humana e na
veterinaria. Quanto aos isolados provenientes das amostras de sanduiches de carne
bovina, essa resisténcia foi observada em apenas 23,1% dos isolados. No Brasil a
resisténcia a penicilina varia de 20% a 100%,enquanto percentagem de resisténcia a
outros antimicrobianos € mais baixa (ANDREOTTI E NICODEMO, 2004). Em
diversos paises, contudo, os estudos de larga escala mostram que a resisténcia a
penicilina esta em torno de 60%. Nesse contexto, a avaliagdo da suscetibilidade de
S. aureus de 11 paises mostrou que a prevaléncia de amostras resistentes a
diversos antibacterianos, usados rotineiramente para tratamento da mastite, foi, em

geral, baixa, independente do pais de origem (ERSKINE et al., 2002).

Em relagdo a vancomicina, droga de escolha para o tratamento de MRSA na
medicina humana, observou-se que todos os isolados (100%) provenientes das
amostras de sanduiches de carne bovina e de hamburgueres de carne bovina foram
sensiveis ao farmaco, enquanto 75% dos isolados das amostras de sanduiches de
carne de frango apresentaram sensibilidade, com 25% apresentando sensibilidade
intermediaria (Tabela 3). Verifica-se ainda que apenas 5% dos isolados de amostras
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de hamburgueres de carne de frango foram resistentes ao antibidtico (Tabela 4).
Esses resultados sdo importantes, pois vem demonstrar que a escolha do antibidtico
vancomicina no tratamento de infecgcdes por MRSA é adequada.

Estudo realizado por Costa (2013) no Brasil relata que algumas preparagdes a base
de carnes prontas para o consumo estavam contaminadas com MRSA. O autor
conclui que o processamento térmico foi suficiente para eliminar o microrganismo,
uma vez que a temperatura de cocg¢ao dos alimentos era sempre superior a 80°C, e
entdo considera a ocorréncia de contaminacdo apdés a preparagao dos pratos
carneos por manipuladores portadores assintomaticos, ou ainda por utensilios
contaminados utilizados na distribuicdo das refeicbes. Dessa forma, verifica-se a
disseminagdo do microrganismo para os alimentos prontos para o consumo pelo
manipulador ou utensilios infectados, causando ou potencializando as infec¢des por
MRSA (DOYLE; HARTMANN; WONG, 2011).

Corroborando com o estudo de Costa (2013), a presengca de MRSA nas amostras de
alimentos € um dado preocupante, principalmente em se tratando de sanduiches
prontos para o consumo, e pode estar relacionada a presenga de manipulador
assintomatico e/ou o ndo atendimento as Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) na
linha de produgéo dos alimentos.

Devido ao recente surgimento de cepas MRSA associadas a pecuaria, tais como a
ST398 (FITZGERALD 2012), € provavel que nenhuma explicagao simples possa ser
suficiente, e que "MRSA" represente um fendémeno emergente continuamente
impulsionado pelas multifatoriais interagdes entre a triade classica de hospedeiro,
patégeno e ambiente (MEDIAVILLA et al., 2012).

3.3 Resultados da analise estadistica

Objetivando comparar a ocorréncia de MRSA entre os tipos de produtos carneos
investigados, foi feita a andlise descritiva dos dados, porém essa analise
demonstrou n&o haver associagdo entre o isolamento de MRSA e o tipo de alimento
investigado.
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4. CONCLUSAO

De acordo com as condi¢des experimentais da presente pesquisa e os dados da
literatura, pode-se concluir que:

v' Os dados observados comprovam que S. aureus permanece como um dos
patdbgenos mais comuns em alimentos, podendo representar sérios riscos a
saude publica;

v O isolamento de MRSA em hamburgueres crus congelados sugere uma
possivel contaminagao pelo microrganismo oriundo do préprio animal ou das
etapas do processamento, reforcando a importancia do uso adequado e
monitorado de antimicrobianos na saude animal;

v' A presenca de MRSA em sanduiches prontos para o consumo é preocupante,
indicando que esta contaminacdo pode ser oriunda da presengca de
manipulador assintomatico e/ou o nao atendimento as Boas Praticas de
Producao na linha de processamento do alimento;

v" O isolamento de MRSA em carne bovina e carne de frango cruas demonstra
que a manipulagdo da carne antes de ser cozida envolve um risco de
colonizagdo por MRSA se as praticas de higiene ndo forem observadas no
preparo desses alimentos;
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CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar do progresso nos Uultimos anos sobre o mecanismo de agdo de
antimicrobianos e sobre o mecanismo de defesa das bactérias, ainda continua
sendo um desafio a capacidade de sobrevivéncia bacteriana a antibioticoterapia. O
homem produz novos antibiéticos, e as bactérias ampliam a todo 0 momento o seu
potencial de defesa, por tanto sdo capazes de alterar a permeabilidade da parede e
da membrana celular, produzir enzimas que inativam os antibioticos e modificar seu

sitio de agao.

Desta forma, entende-se que os estafilococos sdo patégenos de importancia nas
DVA, apontando a necessidade de mais informagdes epidemiologicas a respeito dos
surtos envolvendo esse micro-organismo. Falhas no diagnostico clinico e laboratorial
sdo muitas vezes o principal motivo para subnotificagdes a respeito das intoxicacoes

alimentares no pais.

Futuras investigacdes, considerando toda a cadeia produtiva “da fazenda a mesa”,
S80 necessarias para esclarecer a origem da contaminagcdo e tragar medidas

adequadas para seu controle.

Os resultados do presente estudo vem alertar as autoridades de saude publica para
o controle efetivo na administracdo de antibiéticos ndo apenas na saude humana,
mas também na veterinaria nas agdes de protecdo e promocgido de crescimento dos

animais produtores de alimentos.
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