UFERSA

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

ANTONIO CLEYTON ARRUDA DE AZEVEDO COSTA

ESTAFILOCOCOS EM HAMBURGUER ARTESANAL

MOSSORO
2018



ANTONIO CLEYTON ARRUDA DE AZEVEDO COSTA

ESTAFILOCOCOS EM HAMBURGUER ARTESANAL

Dissertacdo apresentada ao Mestrado em
Ciéncia Animal do Programa de Pds-
Graduacdo em  Ciéncia  Animal da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido
como requisito para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal.

Linha de Pesquisa: Sanidade Animal

Orientador: Prof. Dr. Jean Berg Alves da
Silva,

MOSSORO
2018



© Todos os direitos estdo reservados a Universidade Federal Rural do Semi-Arido. O
conteddo desta obra é de inteira responsabilidade do (a) autor (a), sendo o mesmo, passivel
de sanc¢des administrativas ou penais, caso sejam infringidas as leis que regulamentam a
Propriedade Intelectual, respectivamente, Patentes: Lei n° 9.279/1996 e Direitos Autorais:
Lei n° 9.610/1998. O conteudo desta obra tomar-se-a de dominio publico ap6s a data de
defesa e homologacdo da sua respectiva ata. A mesma podera servir de base literaria para
novas pesquisas, desde que a obra e seu (a) respectivo (a) autor (a) sejam devidamente
citados e mencionados 0s seus créditos bibliograficos.

C843e Costa, Antonio Cleyton Arruda de Azevedo.
ESTAFILOCOCOS EM HAMBURGUER ARTESANAL / Antonio

Cleyton Arruda de Azevedo Costa. - 2018.
40 £. @ il.
Orientador: Jean Berg Alves Silva.
Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal

Rural do Semi-arido, Programa de Pdés-graduacdo em
Ciéncia Animal, 2018.

1. Doencgas veiculadas por alimentos. 2.
Mecanismos Genéticos de Resisténcia. 3. Saude
publica. 4. Enterotoxina estafilocébécica. I. Silva,
Jean Berg Alves, orient. II. Titulo.

O servigo de Geracdo Automatica de Ficha Catalografica para Trabalhos de Conclusdo de Curso
(TCC’s) foi desenvolvido pelo Instituto de Ciéncias Matematicas e de Computacdo da Universidade de
Sdo Paulo (USP) e gentilmente cedido para o Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (SISBI-UFERSA), sendo customizado pela Superintendéncia de Tecnologia da
Informagdo e Comunicacéo (SUTIC) sob orientacdo dos bibliotecarios da instituicdo para ser adaptado
as necessidades dos alunos dos Cursos de Graduacéo e Programas de P6s-Graduacdo da Universidade.



ANTONIO CLEYTON ARRUDA DE AZEVEDO COSTA

ESTAFILOCOCOS EM HAMBURGUER ARTESANAL

Dissertacdo apresentada ao Mestrado em
Ciéncia Animal do Programa de Poés-
Graduacdo em  Ciéncia  Animal da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido
como requisito para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal.

Linha de Pesquisa: Sanidade Animal

Defendida em:; 31/10/2018

BANCA EXAMINADORA

Jean Berg Alves da Silva, Prof. Dr. (UFERSA)
Presidente

Maria Rociene Abrantes, Prof. Dr2. (UFERSA)
Membro Examinador

Carlos Iberé Alves Freitas, Prof. Dr. (UFERSA)
Membro Examinador



DEDICATORIA

A todos que ndo acreditaram que um dia eu iria
passar em um curso de P6s-Graduacao publica e
muito menos me formar, bem como a todos que
me ajudaram a seguir em frente e conseguir essa
vitéria.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Maria Valéria por me incentivar a tentar a prova de Mestrado e dar total
apoio ao estudos durante a graduacéo e o periodo de sele¢do do Mestrado.

Agradeco a minha mae Iris Maria de Azevedo por estar sempre ao meu lado e
incentivando a busca por conhecimento e falando que sempre daré certo as coisas que eu faco.

Agradeco a minha familia por entender a importancia dos meus estudos e sempre me
apoiarem.

Agradeco a Maria Gabriela por me ajudar em todos os experimentos feitos e testados,
nunca me abandonando e sempre sendo positiva, meu muito obrigado mesmo.

Agradeco o Orientador por, mesmo em meio as adversidades decorridas durante o
Mestrado, continuar me orientando e sempre sendo positivo em relacdo ao término do
Mestrado.

Agradeco a Banca Examinadora por contribuir para melhorar o desenvolvimento
cientifico da Dissertacao.

Agradeco aos meus Amigos e colegas de Laboratério (LIPOA), por sempre estarem
me apoiando e sendo positivos nos varios experimentos testados e preocupacdes surgidas no
percurso da minha caminhada no mestrado.

A Universidade Federal Rural do Semi-Arido, por disponibilizar toda sua estrutura
fisica e administrativa, tornando os momentos vividos nela Unicos e proveitosos, contribuindo
assim para minha formacao académica.

A Universidade Estadual de Campinas, por ceder os laboratorios para realizagdo do
meu experimento.

Aos Orgdo de Fomento & Pesquisa, por proporcionar meios para o desenvolvimento da
ciéncia e tecnologia do Brasil.

A Deus, por ter me dado saude e forga para superar as dificuldades e ter posto em
minha vida pessoas tdo importantes e significativas que me auxiliaram em todas as etapas
para que este momento se realizasse.

Agradeco a todas as forgas positivas e sobrenaturais que me ajudaram nesse percurso.

A TODOS, MEU MUITO OBRIGADO!



“Eu prefiro ser essa metamorfose ambulante,
do que ter aquela velha opinido formada sobre

tudo...”

(Raul Seixas)



RESUMO

O processamento dos produtos carneos na industria visa aumentar a vida Gtil do produto, bem
como o aproveitamento integral das partes dos animais e dentre esses produtos carneos, o
hamburguer deixa de ser coadjuvante e passar a ser um alimento principal devido a sua
praticidade e caracteristicas nutricionais, contudo devido a alta manipulagdo do alimento, ele
fica sujeito a contaminag@o microbiologica por agentes deteriorantes e patogénicos, podendo
acarretar doencas veiculadas por alimento, como as intoxicacGes estafilocécicas, além disso,
alguns microrganismos patogénicos apresentam genes de resisténcia antimicrobiana o que
gerar um problema de salde publica relacionado a antibioticoterapia dos pacientes acometidos
por doencgas veiculadas por alimentos. Diante dessa problematica, o presente trabalho
objetivou avaliar a qualidade microbiolégica dos hambdrgueres artesanais comercializados
em Mossord, RN e verificar o perfil molecular de producdo de toxinas e de resisténcia
antimicrobiana estafilococica de nove estabelecimentos especializados em hambdrguer
artesanal. Para alcancar os objetivos foi realizada a contagem de microrganismos mesofilos e
estafilococos de hamburguer artesanal mal passado comercializado em Mossoro, RN, bem
como realizada a busca por genes de producdo de enterotoxinas e o perfil de resisténcia
antimicrobiana dos Staphylococcus aureus isolados dos hambdrgueres. Apos a realizacdo das
anélises, constatou-se que todas as amostras apresentaram uma contaminacdo elevada de
microrganismos mesofilos (5,2 a 6,7 log UFC/g). Ja as contagens de estafilococos revelou que
trés estabelecimentos estavam fora dos padrbes da legislagdo (3,7; 5,4; 4,3 log UFC/g),
entretanto houve crescimento de estafilococos coagulase positiva em amostras de quatro
estabelecimentos (1, 4, 5 e 7), dos quatro, trés estabelecimentos (4, 5, 7), apresentaram um
padrdo genético para producdo de enterotoxinas A e C e de resisténcia antimicrobiana MecA e
MecC, sendo que o estabelecimento cinco apresentou dupla expressdo de enterotoxinas e de
gene de resisténcia antimicrobiana, j& o antibiograma revelou que dos nove antibioticos
testados, cinco ja ndo apresentava mais acdo contra os Staphylococcus aureus isolados os
quatro estabelecimentos. Com isso pode-se inferir que, apesar da Legislacdo permitir um
nimero maximo de microrganismos no alimento, os mesmos podem produzir toxinas e
resistir a varios antibiéticos de uso clinico, dificultando o tratamento do paciente, bem como
que a manipulacdo e/ou armazenamento do alimento estd sendo realizado de forma
inadequada, sendo necessario uma rigidez maior nas boas praticas de manipulacdo, bem como
na legislagéo.

Palavras-chave: Doengas veiculadas por alimentos. Microbiologia de Alimentos.
Mecanismos Genéticos de Resisténcia. Enterotoxina estafilococica.



ABSTRACT

The processing of meat products in the industry aims to increase the useful life of the product,
as well as the full use of the parts of the animals and among these meat products, the
hamburger stops being a coadjuvant and become a main food due to its practicality and
nutritional characteristics, due to the high manipulation of the food, it is subject to
microbiological contamination by deteriorating and pathogenic agents, which may lead to
food-borne diseases, such as staphylococcal intoxications. In addition, some pathogenic
microorganisms present antimicrobial resistance genes which generate a public health related
to the antibiotic therapy of patients affected by food-borne diseases. In view of this problem,
the present work aimed to evaluate the microbiological quality of the handcraft hamburgers
commercialized in Mossord, RN and to verify the molecular profile of toxin production and
staphylococcal antimicrobial resistance of nine establishments specializing in handcraft
hamburger. To achieve the objectives, the counts of mesophilic microorganisms and staph
was successfully carried out in Mossord, RN, as well as the search for enterotoxin production
genes and the antimicrobial resistance profile of Staphylococcus aureus isolated from
hamburgers. After the analysis, all samples showed high contamination of mesophilic
microorganisms (5.2 to 6.7 log CFU / g). Staphylococcal counts showed that three
establishments were outside the standard (3.7, 5.4, 4.3 log CFU / g), but there was growth of
coagulase positive staphylococci in samples from four establishments (1, 4, 5 and 7) from the
four, three, four, five, seven, seven, five, seven, seven, five, seven, seven, seven, of
antimicrobial resistance, and the antibiogram revealed that of the nine antibiotics tested, five
no longer had any action against the Staphylococcus aureus isolated the four establishments.
With this, it can be inferred that, although the legislation allows a maximum number of
microorganisms in the food, they can produce toxins and resist the various antibiotics of
clinical use, making it difficult for the patient to be treated, as well as the manipulation and /
or storage of the food is being carried out in an inadequate manner, requiring greater rigidity
in good handling practices, as well as in legislation.

Keywords: Foodborne diseases. Food Microbiology. Genetic Resistance Mechanisms.

Staphylococcal enterotoxina.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Média dos dados da contagem de microrganismos mesofilos de hambuarguer
artesanal comercializados em MoSSOrd, RN........cccccoviiiiiiiiiiiece e 34

Tabela 2. Contagem e provas bioquimicas de triagem para confirmacdo de estafilococos
coagulase positiva e presuntivas para Staphylococcus aureus isolados das amostras de
hamburguer artesanal comercializados em MossOrd, RN .........cccccoveiiiiiiic i 35

Tabela 3. Avaliacdo da presenca de enterotoxinas A, C, D e E e presenca de gene de
resisténcia microbiana mecA e mecC de Staphylococcus aureus isolados das amostras de
hamburguer artesanal comercializados em MosSOrd, RN .........cccccoeveiieiiiiic v 37

Tabela 4. Avaliagdo do perfil de resisténcia a antibioticos de Staphylococcus aureus isolados
das amostras de hamburguer artesanal comercializados em Mossord, RN. Dados em halos em



SUMARIO

CAPITULO L oottt 13
L INTRODUGAOD . ...ttt ettt s sttt sttt s st en st enees 13
2 REFERENCIAL TEORICO ... oottt ettt s 14
2.1 A carne bovina no consumMO NUMANO.........ccoiiiieiieieie e 14
2.1 L HAMBUIGUET ...ttt sttt ettt besreaneeneaneas 15
2.2 Doencas veiculadas por alimentos..........ccveiieiiieiie i 16
2.3 Microrganismos deteriorantes € PatOgENICOS..........ccververeereerieerieereseeseereeseesreeee s 18
2.4 ReSIStENCIA MICKODIANA. ... ...eeiviiieiieerie ettt ae e ste e sreesreenee e 21
2.4.1 Mecanismos de ag8o dos antiDiGtiCOS..........ccevveiririiiineree e 21
2.4.2 Mecanismos de resistencia MICroDIANA .........ccoverereiiieiisieeee e 22
2.4.2.1 Alteracao de permeabilidade da membrana plasmatica.............c.ccccccvevvrenenn. 22
2.4.2.2 MeCaniSmMOS ENZIMALICOS .......ecvereerieeieseesieeieseesieesee e sseeseesseesseeseesseesseeneenns 22
2.4.2.3 BOMDA dE EFIUXO ..c.eeeeiieie et 23
2.4.2.4 Alteragao do Sitio de CA0........ccciviieieieiiererie e 23
2.4.3 Fatores de resiSténcia MiCrobiaNa..........ccooviiiiiiiie i 23
2.5 Boas praticas de ManipUlaCao ..........cccouviieiiiie i 24
REFERENCIAS ..ottt 25
CAPITULOD 2 oottt 30
RISCO DE INTOXICACAO E RESISTENCIA ESTAFILOCOCICA AO CONSUMO DE
HAMBURGUER ARTESANAL COMERCIALIZADO EM MOSSORO, RN..........cc.cc........ 30
L INTRODUGAO ...ttt st n s ananes 31
2 MATERIAIS E METODOS.....couiiittieireiseiesisie sttt sssesssessessenes 32
2.1 Obtencao e processamentos das amOSIIas.........c.ccveveiieiiciieiic e 32
2.2 Analise MICrODIOIOQICA ........eeveiieiicie e 33
2.2.1 Analise de microrganismos MeSOTIlOS ..........cccvvvevieiiiiiec e 33
2.2.2 Anélise microbioldgica de estafilococos coagulase positiva. ..........ccoceevvrerennene 33
2.2.2.1 Provas bioquimicas para estafilococos coagulase positiva............c..ccccvevnen. 33

2.2.2.2 ANALISE MOIECUIAT ... et aee e 34



2.2.2.3 Andlise de resisténcia antimiCroDiaNa .........ooeeeueeee e

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
4 CONSIDERACOES FINAIS........
REFERENCIAS ....oooveveeeeeeeeee,



13

CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

O processamento da carne exerce uma funcdo primordial para a industria, a qual
preconiza, além da qualidade e seguranca do alimento, 0 aumento na vida Gtil dos produtos
carneos e também possibilita o aproveitamento integral das partes do animal, principalmente
daquelas de dificil comercializagdo (MANSO, 2014). Nesse sentido, os derivados de carne
vém apresentando significativa expansdo e alta competitividade na Gltima década, uma vez
que o consumo de produtos carneos como salsichas, linguicas, mortadelas, hamburgueres,
entre outros, tornou-se parte do habito alimentar de uma parcela considerdvel de
consumidores brasileiros (HUE, 2011).

Com a crescente industrializacdo dos produtos carneos e empresas de fast food o
hamburguer passa de um alimento coadjuvante a um alimento popular devido a praticidade
que representa para 0 consumidor, uma vez que, estes produtos sdao uma 6tima opcao diante
da crescente necessidade de minimizar o tempo de preparo dos alimentos, principalmente para
a populacdo dos grandes centros urbanos (PINHEIRO et al., 2008), além disto, possui
nutrientes que além de nutrir, saciam a fome e € uma alternativa para o aproveitamento de
carnes menos nobres (COSTA, 2004; ARISSETO, 2003).

Porém, este produto estd sujeito aos mesmos problemas presentes na carne moida,
tais como surtos de infeccdo, toxinfecgdes alimentares e perda das caracteristicas de qualidade
por acdo de microrganismos deteriorantes. Isto provavelmente se da por, além de ndo ter outra
protecdo eficiente além do frio, as carnes possuem elevada atividade de agua, pH favoravel ao
crescimento de microrganismos e elevado percentual de proteinas, minerais e vitaminas,
tornando-as excelentes meios de cultura para o desenvolvimento de microrganismos
patogenicos e deteriorantes (SILVA JUNIOR, 2005; CARDOSO; ARAUJO, 2003).

Sendo o hamburguer um produto submetido a um processo de manipulacdo excessiva
com problematico sistema de conservacgdo, favorecendo sua contaminacdo por patdgenos.
Consequentemente, torna-se necessaria a avaliacdo de sua qualidade higiénico-sanitaria do
ponto de vista microbioldgico a fim de garantir que o consumo ocorra de forma segura e livre
de contaminacdo (FORTUNA; NASCIMENTO; FRANCO, 2013).

Dentre os problemas microbiologicos causados pela contaminacdo do produto
carneo, a infeccdo, intoxicacdo e a veiculacdo de agentes toxinfectantes € um problema de

salide publica, uma vez que, esse tipo de contaminacdo alimentar pode causar uma serie de
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problemas a saude, sendo caracterizada como doencas transmitidas/veiculadas por alimentos
(DTA/DVA) (SILVA JUNIOR, 2005). Contudo, apesar das constantes intervencdes no
controle higiénico sanitario dos alimentos, essas doencas ainda apresentam alta incidéncia,
sendo consideradas uma importante causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo,
gerando elevados custos em saude publica e social, o que reforca a importancia do cuidado e
garantia na preparagdo de alimentos seguros ao consumo humano (SOUSA, 2017).

Frente & importancia em saude publica, os Orgdos de Satde Piblica, preconizaram o
quantitativo e/ou auséncia dos principais agentes microbioldgicos causadores de infeccao,
intoxicacdo e toxicoinfecgdo contaminantes dos produtos carneos (BRASIL, 2001). Contudo,
esses microrganismos podem apresentar resisténcia a uma série de antibidticos, dificultando o
tratamento do paciente acometido pela infeccdo por esses microrganismo e para fins de
diagnostico e aplicacdo de um antimicrobiano adequado é importante tracar o perfil desses
microrganismos frente a sua presenca e sua resisténcia a antibioticoterapia. (RAPINI et. al.,
2004; CASTRO et. al., 2002).

Diante disso, a presente pesquisa buscou avaliar a qualidade microbioldgica dos
hamburgueres artesanais comercializados em Mossord, Rio Grande do Norte, bem como
verificar o perfil molecular de producdo de toxinas e de resisténcia antimicrobiana

estafilocdcica.
2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A carne bovina no consumo humano

A carne bovina ¢ um dos produtos alimenticios mais consumidos no mundo, pois
esse alimento exerce uma contribui¢gdo nutricional muito importante na dieta humana, uma
vez que o seu elevado teor de aminoacidos essenciais, alta digestibilidade e presenca de
minerais auxiliardo nos processos fisioldgicos requeridos pelo organismo, fazendo com que
haja um bom funcionamento do mesmo (LAWRIE, 2005; KOBLIZT, 2010).

Além dos aspectos nutricionais, a qualidade da carne também ¢ avaliada pela cor e
maciez. A cor é uma das caracteristicas primordiais na inten¢do de compra do consumidor,
podendo ela valorizar o produto, sendo seu efeito contrario também notavel, ja a maciez pode
ser atribuida a percepcao sensorial que o consumidor tem do produto, nela serd avaliado a
resisténcia a lingua, a presséo do dente, aderéncia e residuo pés mastigatério (MUCHENJE et
al., 2009).
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A diferenciacdo do sabor, aparéncia, origem, durabilidade, estilo ou método de
producdo, torna-se uma estratégia mercadoldgica para agregacdo de valor do produto por
parte da industria, porém o consumo da carne ira variar de acordo com as caracteristicas do
produto (sensorial, nutricional), caracteristicas dos consumidores (conveniéncia da compra,
preco, cultura) e caracteristicas proprias do ambiente (clima, regido, legislacdo), sendo a sua
aceitabilidade feita ap6s 0 consumo, € nessa etapa que o consumidor ira decidir se o produto é

macio e suculento e, consequentemente, se voltara a comprar o produto (MARCHESI, 2013).

2.1.1 Hambarguer

O hamburguer ¢ um produto carneo industrializado, obtido de carne moida dos
animais de acougue, adicionado ou ndo de tecido adiposo e ingredientes, moldado e
submetido a processo tecnologico adequado (BRASIL, 2000). Este alimento se tornou
popular pela praticidade que representa, pois possui nutrientes que alimentam e saciam a fome
rapidamente, o que combina com o estilo de vida de quem se instala em centros urbanos
(PINHEIRO et al., 2008).

O hamburguer artesanal, caracterizado pelo preparo diferenciado das fabricacdes
industriais, por apresentarem um blend e temperos diferenciados, porém originais, tornou-se
mais popular devido & expansdo, principalmente, dos food trucks. Outro aspecto inerente aos
hamburgueres artesanais € o modo de coccdo do hamburguer, ja que ao ser consumido, 0
cliente pode escolher o ponto da carne, tornando-o ainda mais versatil (BURGID, 2018).

Os pontos da carne variam bleu até bem passada, porém os pontos mais pedidos sao
mal passada, ao ponto e bem passada. Na carne mal passada a superficie fica bem
grelhada/opaca e o miolo ainda consegue manter a estrutura original, mantendo grande parte do
seu suco e o vermelho vivo, seu tempo de coccdo varia entre 2 a 3 minutos de cada lado, sendo
sua temperatura torno de 52 a 55°. Apreciadores de carne dizem que o ponto mal passado € o
ideal de quem realmente gosta do sabor. Nas carnes ao ponto, a carne fica macia ao toque,
especialmente no centro, sua temperatura varia entre 60 a 65°c, j& nas carnes bem passadas ndo
existe sucos no interior que encontra-se ressecado e sua temperatura deve ser maior ou igual a
70°C (GONCALVES; LEMOS, 2005)

Porém, este produto esta sujeito aos mesmos problemas presentes na carne moida,
tais como as surtos de toxinfec¢Oes alimentares e perda das caracteristicas de qualidade por
acdo de microrganismos deteriorantes. Isto provavelmente se da por, além de ndo ter outra
protecdo eficiente além do frio, as carnes possuem elevada atividade de agua, pH favoravel ao

crescimento de microrganismos e elevado percentual de proteinas, minerais e vitaminas,
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tornando-as excelentes meios de cultura para o desenvolvimento de patdgenos e
microrganismos deteriorantes (CARDOSO; ARAUJO, 2003)

A carne moida, em particular, apresenta maiores problemas microbioldgicos que 0s
cortes, por sofrer maior manipulagdo e possuir maior relacdo area/ volume (SOUSA et al.,
2012). Sendo a carne moida um alimento muito perecivel, o prolongamento de sua vida util é
um objetivo importante para os produtores e para efeito de controle desses microrganismos
algumas técnicas de conservacdo de alimento vém sendo empregadas, como o0 uso de
atmosfera modificada, conservagdo por calor e frio, controle de umidade, adi¢cdo de solutos
entre outros produtos e processos (GAVA, 2008).

Contudo, a alta manipulacdo e o processo de conservagéo inadequado, fazem com
que esse alimento esteja sujeito a uma contaminacdo microbiol6gica por microrganismos
deteriorantes e/ou patogénicos suficientes para causar problemas na satude do consumidor.
Além disso, com o uso irracional de antimicrobianos, 0s microrganismos veiculados por esse
alimento pode apresentar um perfil de resisténcia microbiano, fazendo com que o tratamento
dos disturbios gastrointestinais causados pela infeccdo, intoxicacdo e/ou toxinfeccdo seja
dificultado (CARDOSO; ARAUJO, 2003; CASTRO et. al., 2002).

2.2 Doengas veiculadas por alimentos

As doengas de origem alimentar ocorrem quando individuos adquirem uma
enfermidade ocasionada pela ingestdo de alimentos contaminados com microrganismo ou
toxinas indesejaveis (FORSYTHE, 2005). Elas possuem uma alta prevaléncia em funcao de
diversos fatores do estilo de vida da populacéo, fatores estes decorrentes das alteracdes nos
habitos alimentares devido ao crescente acesso e consumo de alimentos em via publica, que
por consequéncia gera um grande exposi¢do ao consumo de alimentos inseguros, a producéo e
distribuicdo de alimentos em grandes demandas, o que pode prejudicar a forma de
conservacao desses alimento, a utilizacdo de novas praticas de preparo dos alimentos, tais
como o consumo de alimentos crus ou mal passado, localizacdo de estabelecimentos em areas
sem infraestrutura de saneamento basico, a falta de informagdo sobre higiene basica na
manipulacdo dos alimentos. Além disso, o baixo controle dos 6rgdos publicos e privados no
que se refere a qualidade dos alimentos ofertados as populacdes também influenciardo direta
e/ou indiretamente a ocorréncia dessas doencas (SOUZA, 2017).

A tipologia das doengas veiculadas por alimentos variam de acordo com os agentes e
sintomatologia clinica do paciente, sendo elas classificadas como microbiol6gica

(toxinose/intoxicacdo; infeccdo; toxinfeccdo), quimicas (intoxicacdo) e naturalmente
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presentes nos alimentos (intoxicacdo), sendo a terminologia, doencas veiculadas por
alimentos, mais frequentemente utilizada em doencas causadas por microrganismos presentes
no alimento (MIDIO; MARTINS, 2000).

Nas doencas causadas por microrganismos a denominagdo toxinose/intoxicacao €
dada quando ocorre a ingestdo de alimentos contaminados com toxinas bacterianas pré-
formadas de bactérias toxinogénicas neste alimento, a infeccdo é quando ocorre a
multiplicacdo de microrganismos patogénicos no trato gastrointestinal, onde os mesmos
podem agredir o epitélio do trato gastrointestinal e a toxinfeccdo, quando ocorre a ingestao de
quantidades aumentadas de bactérias que irdo liberar toxinas no trato gastrointestinal
(BRASIL, 2008).

A intoxicacdo causada pela ingestdo de agentes quimicos presente nos alimentos,
como agrotdxicos, pesticidas, raticidas, detergentes, metais pesados, entre outros, bem como a
ingestdo de aminas biogénicas, aminas, vasopressoras acido, glicosideos cianogénicos,
presentes naturalmente em alimentos também caracteriza uma doenca veiculada por alimentos
(MIDIO; MARTINS, 2000).

No tocante do ambiente de processamento dos alimentos, diversos estudos tém
demostrado que a contaminacdo dos alimentos, que por conseguinte ocorréncia de doencas
veiculadas por alimentos, ocorrem por consequéncia, em grande parte, da ndo execucdo de
regras basicas de higiene e de seguranca alimentar durante todo processo de manipulacéo e
conservacao dos alimentos, tais como falhas na cadeia de conservacao a frio dos alimentos, o
descongelamento inadequado, alimentos deixados a temperatura ambiente, o preparo de
alimentos com muita antecipacdo, 0 aquecimento ou cocg¢do insuficiente, a utilizacdo de
matéria prima contaminada ou de ma procedéncia, as deficiéncias no processo de limpeza e
desinfeccdo de utensilios, equipamentos e instalagdes, a contaminacdo intencional ou
acidental de substancias quimicas toxicas aos alimentos e 0 emprego de dgua contaminada
cuja potabilidade ndo é controlada (KOHL et al., 2002; BRASIL, 2010).

J& no que diz respeito a manipulacdo do alimento a higiene pessoal é um dos fatores
mais importantes relacionados a as possiveis causas de contaminacdo microbioldgica do
alimento, pois, muitas vezes, a higiene pessoal dos manipuladores limita-se apenas no
cuidado com a lavagem das méos, porém, qualquer manipulacdo inadequada realizada pelo
manipulador acarreta em fator de risco (SILVA, 2006).

O manipulador de alimentos ¢ um agente muito importante dentro da cadeia de
producdo de alimentos como agente veiculador de microrganismos contaminantes nos

alimentos, por facilmente servir como um agente disseminador de patdgenos (através das
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mé&os, ferimentos, boca, nariz, pele, cabelo, entre outros) contribuindo para contaminagdo dos
produtos manipulados e consumidos pela populacdo, uma vez que, bactérias patogénicas
podem ser encontradas nas méos dos manipuladores ap6s 0 uso de sanitarios, durante a
manipulacéo de alimentos crus (principalmente alimentos de origem animal) e até mesmo ao
tocar superficies e utensilios contaminados. (SOUZA, 2006).

As doencas veiculadas por alimentos pode acometer qualquer individuo, porém a
suscetibilidade de adquirir essas doencas € mais prevalente em grupos de alto risco,
caracterizados por depressdo do sistema imune, como, crian¢as menores de 5 anos, idosos,
gestantes, individuos em uso de terapias medicamentados (quimioterapia, transplantes), ou,
ainda, portador da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (BRASIL, 2010).
Contudo, apesar de notar-se que a mortalidade e letalidade das DVAs sdo baixas, pois
depende das condicBes do paciente, agente etiologico e do acesso aos servigos de saude, elas
causam um consideravel indice de morbidade, associada com perda de trabalho e outras
atividades (SOUZA, 2017).

O quadro clinico do paciente que fez a ingestdo do alimento contaminado varia de
acordo com agente etiologico envolvido e a quantidade de microrganismos e/ou toxinas que 0
individuo ingeriu, contudo, sintomatologia geral vai de um leve desconforto intestinal até
quadros extremamente sérios, como desidratacdo grave, diarreia sanguinolenta, insuficiéncia

renal aguda e insuficiéncia respiratoria (BRASIL, 2010).
2.3 Microrganismos deteriorantes e patogénicos

Os microrganismos deteriorantes, Sao microrganismos que, através de seus
metabolitos, alteram as caracteristicas organolépticas do alimento, tornando-o imprdprio para
0 consumo e a deterioracdo dos produtos carneos é fortemente determinada pelo crescimento
de bactérias na superficie da carne, pois o tecido interno do musculo é considerado estéril até
0 momento do corte e essas bactérias presentes na carne, ao passar pelo processo de moagem,
no caso dos hamburgueres, acabam contaminando toda a matéria-prima (ALCANTARA;
MORAIS; SOUZA, 2012; CARDOSO; ARAUJO, 2003).

Os tipos de microrganismos deterioradores que se desenvolvem em carnes resfriadas
sdo determinados pelas condicdes de estocagem, ou seja, pela atmosfera e temperatura que o
alimento estd submetido. Dentre os microrganismos envolvidos na deterioracdo 0s
microrganismos aerobios mesofilos permite avaliar informacBes sobre a qualidade de

produtos, sendo estas alteradas de acordo com a préaticas de fabricagdo/manipulacdo e a
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qualidade das matérias-primas o que estipula também a validade comercial do produto
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Tais informacdes tornam-se Util na avaliagdo da qualidade do produto, pois altas
contagem dessas bactérias podem estar relacionadas com as deficiéncias e/ou falha nas
condi¢Bes sanitarias do local/manipulador, no controle do processamento da carne, na
qualidade dos ingredientes e no armazenamento inadequado do produto/matéria-prima, uma
vez que, esses microrganismos possuem uma temperatura 6tima de 20 a 40°C, temperatura
essa influenciada diretamente pelos fatores supracitados (SILVA et al., 2007).

Os microrganismos patogénicos em alimentos sdo aqueles que causam infeccéo,
toxinfecgédo ou intoxicagdo ao ingerir o alimento, sendo caracterizada essa agdo de Doencas
Veiculadas por Alimentos (DVA) e dentre esses microrganismos, o Staphylococcus aureus
estd presente em varios casos de intoxicacdo alimentar devido as suas enterotoxinas (JAY,
2005; PRADO et al., 2015)

Os Staphylococcus spp. sdo bactérias com caracteristicas morfoldgicas de cocos e
propriedades tintoriais de gram-positivos, pertencem a familia Staphylococcaceae, quanta ao
tipo de respiracdo microbiana eles sdo categorizados com anaerdbicos facultativos, nao
possuem motilidade, ndo produtores de esporos e sdo comumente divididos em coagulase
negativa e positiva. Os estafilococos coagulase negativos estdo subdivido em mais de dez
espécies e os estafilococos coagulase positivos divididos em quatro espécies: S. aureus, S.
intermedius, S. hycuse e S. delphinie, sendo eles diferenciados com base em provas
bioquimicas e biologia molecular (CARMO et al., 2002; HUYGENS et al., 2006).

Esses microrganismos sdo amplamente distribuidos tanto no meio ambiente, quanto
fazem parte da microbiota dos seres humanos, principalmente na microbiota da pele, mucosas
e cavidade nasal. Porém, os microrganismos que colonizam a cavidade nasal tem uma maior
relevancia, pois essa area oferece condi¢cdes adequadas para crescimento, armazenamento e
disseminacéo de Staphylococcus patogénicos (SANTANA et al., 2010).

Os estafilococos coagulase positiva sdo agentes microbianos responsaveis por surtos
de intoxicacdo alimentar, por serem normalmente transmitidos aos alimentos. Essa
intoxicacdo se da pela ingestdo de enterotoxinas pré-formadas nos alimentos contaminados
por esses microrganismos, a qual pode continuar viavel ou ndo dependendo das condicOes
intrinsecas e extrinsecas do alimento. Dentre as espécies de estafilococos coagulase positiva,
o0 Staphylococcus aureus é a espécie com maior importancia no que diz respeito a doencas
veiculadas por alimentos, sendo responsavel por 98% dos casos de surto de

intoxicacao/infeccdo alimentar (PRADO et al., 2015) e essa contaminagdo por esse agente
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patologico se da, em grande parte, pelos manipuladores de alimentos, seja por defeito na
manipulacdo, méa higienizacdo, bindbmio tempo temperatura, falta de conhecimento e tantos
outros problemas que interferem na producdo, transporte, compartilhamento, ou
comercializacdo do alimento (SOUSA et al., 2018).

Essa intoxicagdo por Staphylococcus aureus, € atrelada a producdo de uma ampla
variedade de exoproteinas, enzimas, citotoxinas, hemolisinas (alfa, beta, gama e delta),
nucleases, proteases, lipases, hialuronidase e colagenase que contribuem para sua capacidade
de colonizar e causar doencas em hospedeiros mamiferos, uma vez que, essas exoproteinas
atuam na conversdo dos tecidos locais dos hospedeiros em nutrientes necessarios para o
crescimento bacteriano (DINGES et al., 2000).

Além disso, essas exoproteinas podem conferir toxinas ao microrganismo, tais como
a toxina-1 da sindrome do choque toxico (TSST-1) e as enterotoxinas estafilocdcicas (SEA,
SEB, SEC-3,, SED, SEE, SEG, SEH e SEI). Sendo que cada uma dessas toxinas pode exibir
pelo menos trés propriedades fisiotoxicolégica no organismo, como por exemplo a capacidade
de induzir a febre no hospedeiro (pirogenicidade), a capacidade de estimulacdo exacerbada de
producdo de anticorpos (superantigenicidade) e capacidade de aumentar a letalidade da
endotoxina (RIVA et al., 2015).

Vérias sdo as condigdes necessarias para que ocorra producdo de enterotoxina nos
alimentos, dentre as principais que o alimento fornegca condi¢cbes para 0 crescimento
bacteriano, como temperatura e teor de agua satisfatorio, e que as cepas presentes tenham
caracteristica enterotoxigénica. A producao de enterotoxinas é influenciada pela temperatura,
pH, aw, tamanho do in6culo, fonte de carbono e nitrogénio, concentracdo de sal e condigdes
do substrato. Em temperaturas étimas, a enterotoxina torna-se detectavel entre 4 a 6 horas
(PRADO et al., 2015)

As enterotoxinas estafilocdcicas sdo proteinas simples de baixo peso molecular
(26.000 -34.000 kDa) resistentes a hidrélise pelas enzimas gastricas e jejunais, pertencem a
uma grande familia de toxinas pirogénicas e sdo produzidas em maior abundancia em
temperaturas de 37°C, contudo ela podem ser produzidas também a temperaturas de 25 a
35°C, porém em quantidades menores. Essas enterotoxinas apresentam carater de
termorresisténcia, tolerando temperaturas de até 100°C por até 30 minutos, resistentes as
enzimas gastricas do homem, se mantem presentes nos alimentos até pds-processamento,
podendo causar uma intoxicagdo alimentar (CARMO et al., 2002).

Estas toxinas podem causar choque toxico e estdo geralmente associadas com

intoxicacOes alimentares e reacOes alergicas e doencas autoimunes, sendo a quantidade
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minima de 200ng capaz de gerar esses sintomatologias em humanos. (BALABAN;
RASOOLY, 2000; JAY, 2005).

Outra preocupacdo decorrente da ingestdo de alimentos contaminados por
estafilococos coagulase positiva é a resisténcia microbiana aos antibidticos de uso clinico
apresentada por eles, através, principalmente, da producdo de genes de resisténcia a
antibioticos, os quais conferirdo enzimas capazes de degradar os antibioticos utilizados,
tornando a antibioticoterapia dificultada (SOUZA; REIS; PIMENTA, 2005).

Os genes mecA e mecC conferem ao microrganismo uma potencial resisténcia a ao
antibidticos B-lactamicos, sendo estes, denominados como meticilinas resistentes (MRSA). A
resisténcia & meticilina é o traco de resisténcia clinica mais importante adquirido por S.
aureus, pois é capaz de conferir resisténcia cruzada a virtualmente todos os antibioticos p-
lactdmicos, os quais representam a classe de antibidticos mais comumente prescrita na clinica
e as infeccdes por MRSA continuam a representar um dos principais desafios para o controle
de doengas infecciosas (KIM et al., 2012; PATERSON et al., 2014).

O gene mecC, homdlogo ao gene mecA e descoberto recentemente (2011), apresenta
problemas de diagndstico, uma vez que ele apresenta divergéncia de sequéncias nucleotidicas
como o gene mecA fazendo com que os ensaios de reacdo de cadeia em polimerase dessem
auséncia do gene mecA e consequentemente auséncia de resisténcia a meticilina gerando
importantes consequéncias o tratamento pacientes e para a vigilancia de MRSA, sendo a

presenca de ambos 0s genes de suma importancia para a clinica (DUPIEUX et al., 2017).
2.4 Resisténcia microbiana

Em termos de salde publica, a resisténcia bacteriana representa um risco a qualidade
de vida humana, comprometendo o or¢camento dos sistemas de salde, sejam eles publicos ou
privados (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017). Tendo em vista tal problema a Agencia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, por meio do Plano Nacional para a Prevencdo e o Controle da
Resisténcia Microbiana nos Servigos de Saude (BRASIL, 2017), relata que o combate a
emergéncia e propagacao de bactérias resistentes aos antimicrobianos e ao desenvolvimento
de novos mecanismos de resisténcia requer uma abordagem conjunta de varios segmentos
governamentais e da sociedade, além de envolver a necessidade de proposi¢cdo de politicas
que resultem em um amplo investimento em pesquisas, na aquisi¢cdo de tecnologias e no

desenvolvimento de recursos humanos.

2.4.1 Mecanismos de acdo dos antibioticos
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Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento
bacteriano (bacteriostatico) ou causar a morte bacteriana (bactericida) através de mecanismos
que irdo atuar na inibicdo da sintese da parede celular; Inibicdo da sintese ou dano da
membrana citoplasmaética; Inibicdo da sintese proteica nos ribossomas; Alteracdes na sintese
dos &cidos nucleicos; Alteragdo de metabolismos celulares (SILVA, 2010).

2.4.2 Mecanismos de resisténcia microbiana

A resisténcia microbiana aos antibiéticos € conferida pela expressdo de genes de
resisténcia, que individualmente ou em conjunto, determinam o funcionamento dos
mecanismos de resisténcia, como as modificagdes bioquimicas efou estruturais dos
antibioticos, bem como modulacao de receptores, da permeabilidade da membrana externa e
aumento do efluxo das drogas promovendo falha no mecanismo de a¢do do antibiotico. Essas
caracteristicas de resisténcia naturais sdo passiveis de transferéncia entre 0s microrganismos
(resisténcia adquirida) por meio do plasmideo e de transposons, 0 que gera maiores problemas
no tratamento com antibioticos (BAPTISTA, 2013).

2.4.2.1 Alteracao de permeabilidade da membrana plasmética

O mecanismo de resisténcia pela alteracdo da permeabilidade da membrana
plasmaética € visto principalmente em bactérias gram-negativas, pois possuem uma membrana
extra na constituicdo de sua parede celular, tornando esse mecanismo quase exclusivo das
bactérias gram-negativas. Além dessa camada extra as bactérias podem modular as porinas,
proteinas de membranas que auxilia a passagem de farmacos hidrofilicos por difusdo passiva,
fazendo com que essas porinas tornem-se mais seletivas ou até mesmo podem bloquear a
producdo dessas porinas. Este mecanismo pode afetar principalmente a entrada de antibidticos
beta-lactamicos e de fluoroquinolonas (PAGES; JAMES; WINTERHALTER, 2008).

2.4.2.2 Mecanismos enzimaticos

Nos mecanismos de acdo enzimaticos das bactérias para resistirem aos antibidticos
produzem substancias que irdo degradar ou alterar a estrutura quimica do antibidtico, essas
enzimas degradadoras de antibidticos inativa-os pela catalise hidrolitica das moléculas dessas
drogas. Essas enzimas pertencem a diversas classes como por exemplo: as penicilinases,
cefalosporinases, cefamicinases, beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) e
carbapenemases cada uma produzidas por microrganismos diferentes, contudo o gene de
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producdo dessas enzimas podem ser compartilhados entre espécies, tornando um
microrganismo sensivel em um resistente. Ja as alteracBes na estrutura quimica dos
antimicrobianos sdo realizadas por enzimas que atuam na transferéncia de grupos quimicos
para a molécula da droga ou atuam inativando aminoglicosideos, fenicois e macrolideos
(RICE, 2012; DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008).

2.4.2.3 Bomba de efluxo

O mecanismo de bomba de efluxo € algo natural da célula bactéria, ela é responsavel
por expulsar substdncias toxicas do seu interior para 0 meio extracelular, contudo a
hiperexpressdo dessas bombas ou a hiperatividade delas fazem com que os farmacos
antimicrobianos sejam um problema clinico, conferindo resisténcia a antibioticoterapia do
pacienta acometido pela infeccdo com um microrganismos com a superproducdo ou
superatividade dessas bombas (LI; PLESIAT; NIKAIDO, 2015).

2.4.2.4 Alteracao do sitio de acéo

Outro mecanismos de resisténcia microbiana ¢ a alteracdo, por mutacao, bloqueio ou
protecdo, dos sitios de acdo dos antibioticos e como os antibidticos sdo dependentes desses
sitios para exercer sua funcdo, a alteracdo desses sitios conferirdo resisténcia antimicrobiana.
Os principais genes mutados descritos na literatura sao: genes gyrA e/ou parC, alteracdo nas
proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), o gene mecA e mecC que codifica uma PBP alterada,
0s genes vanA, vanB ou vanC. J& um exemplo de protecéo desses sitios de acdo € a producao
de enzimas denominadas Qnr, a qual é mediada pelo gene adquirido PMQR, que se ligam e
protegem a DNA topoisomerase tipo Il contra a acdo das quinolonas diminuindo a
sensibilidade destas bactérias aos antibioticos dessa classe (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS,
2008).

2.4.3 Fatores de resisténcia microbiana

Dada a importancia clinica de uma infeccdo e uma possivel resisténcia a antibiético
terapia alguns autores descreveram alguns fatores que podem influenciar a resisténcia das
bactérias ao antimicrobianos, sendo eles divididos em fatores ambientais, tais como a mutagédo
espontanea e/ou recombinacdo génica, criando variantes genéticas resistentes a uma série de
antibioticos e fatores humanos como o uso abusivo, indiscriminado e/ou automedicacdo, bem

como 0 uso incorreto (dose/tempo) de antibidticos selecionardo microrganismos resistentes e
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em casos de reincidéncia desses microrganismos, com um tempo, o antibiético ndo fara mais
efeito e tera que ser substituido por outros mais potentes o que pode influenciar no surgimento
de bactérias super-resistentes (SANTOS, 2002).

Esse grave problema de resisténcia bacteriana deve ser prevenido e para tanto, 0s
Orgéos de satde Publica incluiram os antibidticos na lista dos medicamentos controlados,
sendo necesséria a retencdo da receita ao realizar a compra do medicamento. Outras medidas
tomadas sdo a educacdo em saude referente ao uso irracional de antibidticos e seus risco tanto
para os profissionais em salde quanto para a populacdao, bem como o incentivo a pesquisas de
novos farmacos antimicrobianos (ZIMERMAN, 2010; BRASIL, 2011)

2.5 Boas praticas de manipulacéo

As Boas Préaticas de Manipulacdo sdo normas/procedimentos que visa o controle das
condigdes operacionais destinadas a garantir que a elaboracdo e o produto final sejam seguros
para 0 consumo e essas praticas vao desde a aquisicdo da matéria-prima até a exposi¢do do
produto nos pontos de venda, passando por processos de qualidade durante a produgéo e ndo
mais apenas sobre o produto final (REGO, 2004).

Os pontos avaliados nas Boas Praticas de Manipulacdo geralmente estdo atrelados a
higiene pessoal, do local de processamento, dos utensilios e qualidade da matéria-prima.
Esses pontos sdo avaliados por meio de check-list, avaliagdo fisica-quimica da matéria-prima
e microbioldgica (ARAUJO; MACHADO; MOLIN, 2012).

A contagem microbiana no produto final reflete a qualidade da matéria-prima, a
aplicacdo e cuidados nos métodos de limpeza do local de processamento, se a manipulagdo
esta sendo realizada corretamente, bem como revela se o0 tempo e temperatura usadas durante
a producdo estd adequada e consequentemente se o transporte e/ou estocagem do alimento
serdo afetados (NASCIMENTO; OLIVEIRA; NASCIMENTO, 2005).

Medeiros e colaboradores (2017), em suas pesquisas verificaram que, apesar dos
manipuladores demostrarem conhecimento sobre as boas praticas de manipulagdo/fabricacao,
as analises microbioldgicas dos utensilios, ambiente de trabalho e vestimenta ndo condiziam
com esse conhecimento, pois houve contaminacdo por microrganismos patogénicos nesses
locais, fortalecendo a relevancia de analises microbioldgicas periddicas, juntamente com o
controle mais rigoroso dos indicadores de qualidade na manipulacao/fabricacdo de alimentos,

bem como capacita¢des constantes dos manipuladores.
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CAPITULO 2

RISCO DE INTOXICACAO E RESISTENCIA ESTAFILOCOCICA AO CONSUMO
DE HAMBURGUER ARTESANAL COMERCIALIZADO EM MOSSORO, RN

RISK OF ESTAFILOCOCCAL INTOXICATION TO THE CONSUMPTION OF
HAMBURGER HANDCRAFT IN MOSSORO, RN

Resumo: O presente estudo teve por objetivo avaliar o risco de intoxicacdo e resisténcia
estafilococica a partir do perfil de contaminagdo, da presenca de genes de producdo de
enterotoxinas e de genes de resisténcia microbiana de Staphylococcus aureus em hambdrguer
artesanal comercializados em Mossord, RN, bem como a qualidade microbiol6gica do
alimento. Para tanto, em vinte e sete amostras de hamburguer artesanal de nove
estabelecimentos, foram empregadas as técnicas moleculares, antibiograma e provas
bioquimicas para triagem das col6nias de Staphylococcus aureus e realizada a contagem de
microrganismos aerdébios mesofilos. Apos as andlises, trés estabelecimentos (4, 5 e 7)
apresentaram um quantitativo de colénias acima do permitido pela legislacéo (3,6 log UFC/qg),
contudo quatro estabelecimentos (1, 4, 5 e 7) apresentaram padrdo bioquimico para o
microrganismo pesquisado, desses quatro um estabelecimento (7) apresentou o gene de
resisténcia mecA e enterotoxina A, um estabelecimento (4) o gene de resisténcia mecC e
enterotoxina A, um estabelecimento (5) apresentou ambos 0s genes de resisténcia e
enterotoxinas e um estabelecimento (1) ndo apresentou nenhum gene de resisténcia e
producdo de enterotoxina. Ja o perfil de resisténcia avaliado pelo antibiograma dos quatro
estabelecimentos apresentaram resisténcia a cinco dos nove antibiéticos testados. A presenga
de Staphylococcus aureus com genes de resisténcia a alguns antibidticos de uso clinico e
genes de producdo de enterotoxinas é alarmante, pois tais caracteristicas influenciam
negativamente o quadro clinico do paciente acometido pela intoxicacéo estafilocdcicas.

Palavras-chaves: Staphylococcus aureus. Sadde publica. Resisténcia microbiana.

Abstract: The present study aimed to evaluate the risk of intoxication and staphylococcal
resistance from the contamination profile, the presence of enterotoxin production genes and
microbial resistance genes of Staphylococcus aureus in artisanal hamburgers commercialized
in Mossord, RN, as well as the microbiological quality of the food. For this purpose, twenty-
seven samples of artisanal hamburgers from nine establishments were used, molecular
techniques, antibiogram and biochemical tests were used to screen the colonies of
Staphylococcus aureus and counts of aerobic mesophilic microorganisms. After analysis,
three establishments (4, 5 and 7) had a higher number of colonies than allowed by legislation
(3.6 log CFU [/ g); however, four establishments (1, 4, 5 and 7) had a biochemical (7)
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presented the resistance gene mecA and enterotoxin A, an establishment (4) the resistance
gene mecC and enterotoxin A, an establishment (5) presented both resistance genes and
enterotoxins and an establishment (1) did not show any resistance and enterotoxin production
genes. The resistance profile evaluated by the antibiogram of the four establishments showed
resistance to five of the nine antibiotics tested. The presence of Staphylococcus aureus with
resistance genes to some clinical antibiotics and enterotoxin production genes is alarming,
since these characteristics negatively influence the clinical picture of the patient affected by

staphylococcal intoxication.

Key-words: Staphylococcus aureus, Public health, Microbial resistance.

1 INTRODUCAO

A ocorréncia de doencas transmitidas por alimentos vem aumentando com o passar do
tempo gerando problemas que afeta a sadde publica, o bem-estar, a economia, a sociedade e a
propria industria de alimentos e essa crescente ocorréncia esta ligada diretamente ao
processamento, armazenamento e principalmente a manipulacdo inadequada (SOUSA et al.,
2018).

Dentre os alimentos propicios a veiculacdo de doengas microbianas, o hamburguer,
alimento bastante popular devido a sua praticidade, tanto no preparo quanto na aquisicéo, e
por possuir nutrientes que além de nutrir, saciam a fome, apresenta um cuidado redobrado em
seu processamento e manipulagdo, pois, semelhantes a carne moida, possui elevada atividade
de agua, pH favoravel ao crescimento de microrganismos e elevado percentual de proteinas,
minerais e vitaminas, tornando-os excelentes meios nutricionais para o desenvolvimento de
microrganismos patogénicos e deteriorantes, acarretando o aumento das chances de surtos de
infeccdo, intoxicacdo e toxinfecgdes alimentares, bem como alteragbes das caracteristicas
organolépticas e de qualidade do produto por acdo de microrganismos deteriorantes
(CARDOSO; ARAUJO, 2003; ARISSETO, 2003; COSTA, 2004; SILVA JUNIOR, 2005).

Na microbiologia de alimentos, em termos gerais, as contaminacdes alimentares por
microrganismos diversos sdo indesejados e inclusive nocivos ao consumidor. Tendo em vista
isso, é notavel a importancia que esse aspecto é encarado com rigor que, para se conhecer a
existéncia de possiveis deficiéncias higiénicas, as quais influenciam direta ou indiretamente

em contaminac@es alimentares, os estudos voltados a compreensdo e caracterizacdo de grupos
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de microrganismos, desde aqueles considerados indicadores fecais, como também para 0s
patogénicos até mesmo a liberacdo de substancias toxicas é de suma relevancia (MELO;
COSTA, 2009).

Dentre os microrganismos envolvidos nos surtos alimentares, o Staphylococcus aureus
apresenta uma grande importancia de carater higiénico-sanitario e de salde publica, uma vez
que, esses microrganismos, quando presentes em populacdes elevadas (10° - 10 UFC/mL ou
gl) e sob condigdes adequadas (temperatura, pH, atividade de agua e O2), produzem e liberam
nos alimentos uma ou mais toxinas, as quais depois de ingeridas podem causar intoxicagdo
(BORGES et al., 2008).

Frente a tal importancia, os Orgdos de Satde Publica, preconizaram o quantitativo de
5x10° estafilococos coagulase positiva por grama de alimento (BRASIL, 2001). Contudo, esse
microrganismo pode apresentar resisténcia a uma serie de antibidticos e produzir
enterotoxinas, dificultando o tratamento do paciente acometido por esse microrganismo. E
para fins de diagndstico e aplicagdo de um antimicrobiano adequado é importante tracar o
perfil desses microrganismos frente a sua presenca e sua resisténcia a antibioticoterapia.
(CASTRO et al., 2002; RAPINI et al., 2004).

Diante do exposto, avaliar o risco de intoxicacéo e resisténcia estafilococica a partir do
perfil de contaminacdo, da presenca de genes de producdo de enterotoxinas e de genes de
resisténcia microbiana de Staphylococcus aureus em hamburguer artesanal comercializados

em Mossord, RN é de suma importancia.
2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido nos Laboratorios da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido, Campus Mossoré e no Laboratério da Universidade Estadual de Campinas.
Todas as analises foram realizadas em triplicata e em periodos diferentes. Os dados foram
expressos em tabelas e a unidade representativa foi de log de unidades formadoras de col6nia

por grama (logUFC/g).
2.1 Obtencéo e processamentos das amostras

Foram obtidos hamburguer artesanal mal passado de 9 estabelecimentos distintos,
especializados ou ndo em producdo de hamburguer artesanal, totalizando 27 hambdrguer.
Apos a coleta do material, as amostras foram transportadas para o Laboratdrio de Inspecéo de

Produtos de Origem Animal da Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Campus
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Mossoro, em suas embalagens originais, acondicionadas em uma caixa térmica estéril. No
laboratorio foram realizados os testes microbiologicos para deteccdo e quantificacdo de

microrganismos mesofilos e estafilococos coagulase positiva.

2.2 Analise microbioldgica
2.2.1 Analise de microrganismos mesofilos

Inicialmente, o hamburguer, passou por um processo de homogeneiza¢do em sacos
plasticos estéreis, posteriormente foram pesados 25 gramas da carne e homogeneizadas em
225mL de Agua Peptonada para obtermos a diluicio 10 e a partir desta, foram realizadas
diluices seriadas até a diluicdo 10, Posteriormente, foi adicionado 0,1 mL de cada diluicéo
em placas de Petri contendo cerca de 20 mL de meio Plate Count Agar (PCA), previamente
esterilizado e fundido conforme o método de Spread-plate. Apds esse processo, as placas
foram incubadas em estufa para cultura bacterioldgica, a 36 °C + 1 °C, por 48 horas e feita a
contagem de bactérias aerdbias mesdéfilas, sendo os resultados expressos em logUFC/g
(BRASIL, 2003).

2.2.2 Analise microbioldgica de estafilococos coagulase positiva.

Os hamburguer, apds processo de homogeneizagdo em sacos plasticos estéreis, foram
pesados, 25 gramas, e homogeneizados em 225mL de Agua Peptonada para obtermos a
diluicio 10" e a partir desta, foram realizadas diluicdes seriadas até a diluicio 107,
Posteriormente, foi adicionado 0,1 mL de cada diluicdo em placas de Petri contendo cerca de
20 mL de meio Baird Parker (BP), previamente esterilizado e fundido conforme o método de
Spread-plate. ApoOs esse processo, as placas foram incubadas em estufa para cultura
bacteriologica, a 36 °C + 1 °C, por 48 horas e feita a contagem da colbnias tipicas e atipicas,
sendo os resultados expressos em logUFC/g (SANTANA; AZEREDO, 2005).

2.2.2.1 Provas bioguimicas para estafilococos coagulase positiva

Ap0s a contagem das colbnias tipicas, aquelas circulares, lisas, convexas, 2-3mm de
didametro, negras com textura Umida, bordas esbranquicadas e rodeadas por uma zona opaca e
frequentemente com um halo transparente e das colbnias atipicas, aquelas negras ou
acinzentadas com um, dois ou sem halos, selecionou-se cerca de 5 colbnias tipicas e 5

coldnias atipicas e transferiu-se essas col6nias para tubos contendo caldo BHI (Brain Heart
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Infusion) e incubou-se a 35-37°C/24h (SANTANA; AZEREDO, 2005). Decorrida as 24
horas, foram realizados os teste de Catalase, Coagulase, DNAse, observacdo morfoldgica e
Coloracdo de Gram conforme as metodologias de Zurita, Mejia, Guzman-Blanco (2010) e

Sunita e colaboradores (2015).
2.2.2.2 Analise molecular

As amostras de estafilococos isolados foram encaminhadas para um laboratério da
Universidade Estadual de Campinas, no qual foram realizadas analises moleculares para
identificacdo dos microrganismos enviados, a fim de avaliar a presenca de Staphylococcus
aureus. As amostras contendo Staphylococcus aureus, foram submetidas a uma analise
molecular para identificacdo do gene de resisténcia a antimicrobianos (MecA e MecC), bem
como o gene de producédo de enterotoxinas A, C, D e E conforme metodologia de Candido
(2018).

2.2.2.3 Andlise de resisténcia antimicrobiana

As colbnias positivas para Staphylococcus aureus foram submetidas ao teste de
antibiograma em difusdo de disco (Kirby e Bauer), conforme metodologia de Laborclin
(2011) para detectar a resisténcia microbiana para os antibioticos penicilina, cefoxitina,

oxacilina, eritromicina, clindamicina, cloranfenicol, tobramicina, tetraciclina e gentamicina.
3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Apos a avaliacao e tabulacdo dos dados, obtivemos a Tabela 1 a qual descreve a média
da contagem microbiana das coldnias de microrganismos aerébios mesofilos das amostras de

hamburguer artesanal mal passado comercializados em Mossord, Rio Grande do Norte (RN).

Tabela 1. Média dos dados da contagem de microrganismos meséfilos de hambulrguer artesanal
comercializados em Mossord, RN

Estabelecimentos

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Mesofilos
(log 6,7 6,7 6,7 54 6,7 5,2 6,2 6,7 6,7
UFC/g)
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Ao analisar os dados tabelados, percebe-se que todas as amostras dos nove
estabelecimentos apresentaram elevadas quantidades de coldnias de microrganismos aerobios
mesofilos, contudo a legislagdo ndo preconiza seus valores maximos.

Em contra partida, alguns autores relatam que quantidades a partir de 5 log UFC/g de
bactérias aerdbias mesofilas em alimentos indica estado de deterioracdo desse alimento, o que
torna o alimento inviavel para seu consumo, uma vez, que ha uma alteracdo nas caracteristicas
organolépticas do alimento, sendo ele mais passivel de rejeicdo (SANTANA; VIEIRA;
PINTO, 2015) e como todos os estabelecimentos apresentaram uma média de contaminagéo
microbiana acima de 5 log UFC/g (Tabela 1) a qualidade do produto, possivelmente, esta
bastante depreciada, ja que, mesmo apds a coc¢do, 0 quantitativo de microrganismos
mesofilos apresentam-se elevados.

Na Tabela 2 estdo descritas a contagem microbiana das col6nias de estafilococos e as
provas bioquimicas de triagem para confirmacdo de estafilococos coagulase positiva e
presuntivas para Staphylococcus aureus isolados de amostras de hamburguer artesanal

comercializados em Mossoro, Rio Grande do Norte (RN).

Tabela 2. Contagem e provas bioguimicas de triagem para confirmacio de estafilococos coagulase positiva e
presuntivas para Staphylococcus aureus isolados das amostras de hambdrguer artesanal comercializados em
Mossord, RN

Estabele Estafilococos

cimentos  (log UFC/g) Catalase DNAse Coagulase Morfologia Coloracéo

1 2.9 + + 3+ Cocos em cachos | G' |G
Bacilos

2 2.0 + ) ot Cocos em cachos | G |G
Bacilos

3 5.4 + + o+ Cocos em cachos | G |G
Bacilos

4 3.7 N + 34 Cocos em cachos | G| G
Bacilos

5 5.4 + + 3+ Cocos em cachos | GG
Bacilos

6 2.4 + 3 o4 Cocos em cachos | GG
Bacilos

7 43 + + 3+ Cocos em cachos | G |G
Bacilos

8 14 + ) o+ Cocos em cachos | G |G
Bacilos

9 4.4 + i o4 Cocos em cachos | GG
Bacilos

* G*: Gram positivo; G : Gram negativo.
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A legislacdo brasileira preconiza um quantitativo de 3,6 log UFC/g ou mL de
estafilococos coagulase positiva, e ao verificar os dados dispostos na Tabela 2 dos 9
estabelecimentos, 5 deles (3; 4; 5; 7 e 9) apresentaram-se acima do permitido pela legislacéo,
contudo ao realizarmos as provas bioquimicas de triagem para estafilococos coagulase
positiva, quatro estabelecimentos (1, 4, 5 e 7) apresentaram amostras positivas para o
microrganismo pesquisado.

A amostra 1, apesar de ser presuntiva para estafilococos coagulase positiva, estava
dentro do quantitativo permitido pela legislacdo. As amostras de estafilococos coagulase
positivo (1, 4, 5 e 7) ao serem submetidas a andlise molecular confirmou-se que esses
microrganismos sdo Staphylococcus aureus.

A presenca de Staphylococcus coagulase positivo em algumas amostras podem
representar indicio de condi¢Bes inadequada de processamento e/ou armazenamento do
hamburguer, pois esses microrganismos fazem parte da microbiota normal das mucosas, da
pele e cabelos de humanos e podem ser transmitido aos alimentos por contato direto ou
indireto (GERMANO; GERMANO, 2015), ja& um armazenamento inadequado pode conferir
temperatura e umidade adequadas para o crescimento desse microrganismo (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

Oliveira e colaboradores (2008) justificam que a contaminagdo por esses
microrganismos indicam que higienizacao inadequada das maquinas de moer e das médo dos
manipuladores, estaria sendo responsavel pelo significativo aumento da contagem de
microrganismos deteriorantes e patogénicos na maioria das amostras das carnes apos a
moagem e manipulacdo tornando-os, muitas vezes, improprias para 0 consumo humano.

Ja Silva Junior (2005), em suas pesquisas relatou que sdo diversas as fontes de
contaminacdo microbiana de alimentos, dentre elas ele frisa o dos tocar dos alimentos apds a
coccdo ou alimentos ja desinfetados, higiene pessoal precéria, tossir e espirar sob 0s
alimentos, aquecimento inadequado ou utilizar panos para o contato com os alimentos.

Na Tabela 3 pode-se observar os dados referentes a avaliagdo da presenga das
enterotoxinas produzidas por Staphylococcus aureus das classes A, C, D e E, bem como a

presenca dos genes de resisténcia microbiana mecA e mecC.
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Tabela 3. Avaliacdo da presenca de enterotoxinas A, C, D e E e presenca de gene de resisténcia
microbiana mecA e mecC de Staphylococcus aureus isolados das amostras de hamburguer artesanal
comercializados em Mossoré, RN

) Enterotoxinas Gene de resisténcia
Estabelecimentos
C D E mecA mecC
1 - - - - - -
4 - X - - - X
5 X X - - X X
7 X - - - X -

Dos genes avaliados, as amostras do estabelecimento 1 ndo apresentaram nenhum
gene de resisténcia, tampouco de producéo de enterotoxinas. As amostras do estabelecimento
4 apresentaram genes de producdo da enterotoxinas C e gene de resisténcia mecC, as amostras
do estabelecimento 7 apresentaram genes de producdo de enterotoxinas A e de resisténcia
mecA, j& as amostras do estabelecimento 5 apresentaram dois genes de producdo de
enterotoxinas (A e C) e apresentou dupla resisténcia (mecA e mecC).

Como as amostras do estabelecimento 1 continham poucos microrganismos, quando
comparado aos outros estabelecimentos, possivelmente ndo havia dentre 0s microrganismos
avaliados um produtor de enterotoxina tipo A, ja que ela é a mais comum de ser encontrada
em cepas de Staphylococcus aureus seguida pelo tipo B, D, C e E. Ja a dupla expresséo de
enterotoxinas e de genes de resisténcia MecA e C é mais dificil de encontrar e essa condicdo fazem
com que aumente os efeitos tdxicos do microrganismo, bem como aumenta a resisténcia aos
antibioticos de uso clinico e dificulta o diagndstico de Staphylococcus aureus meticilinas
resistentes (FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004; KIM et al. 2012; DUPIEUX et al., 2017).

Na Tabela 4 os dados descritos demostram o teste antibiograma para avaliagdo do
perfil de resisténcia a antibidticos de Staphylococcus aureus isolados das amostras de

hamburguer artesanal comercializados em Mossord, RN.

Tabela 4. Avaliagdo do perfil de resisténcia a antibidticos de Staphylococcus aureus isolados das
amostras de hambdrguer artesanal comercializados em Mossord, RN. Dados em halos em mm

Resisténcia a antibidticos

Amostra
TET CLO CEF PEN OXA GEN TOB ERI CLI
1 305 30° OR oR oR 14" 165  12R oR
4 325 275 19R  25R oR 235 255  30°% 21°
5 275 285 OR oR oR 185 205 OR oR
7 275 285 15R oR oR 21° 235 OR oR




38

S: Sensivel; R: Resistente; I: Intermediario. TET: Tetraciclina; CLO: Cloranfenicol; CEF: Cefoxitina; PEN: Penicilina; OXA:
Oxacilina; GEN: Gentamicina; TOB: Tobramicina; ERI: Eritromicina; CLI: clindamicina.

Todas as amostras apresentaram perfil de resisténcia ao antibioticos semelhantes,
havendo diferenca s6 na amostra 5, a qual apresentou sensibilidade para eritromicina e
clindamicina, enquanto que as amostras 1, 6 e 8 apresentaram resisténcia a esses antibidticos.

Tais dados vao de encontro com o perfil do gene de resisténcia mecA e mecC descrito
na literatura, porém percebe-se que a amostra 1, embora ndo apresente tais genes também
mostrou-se resistente aos mesmos antibioticos, possivelmente por mecanismos diferentes da
sintese de PBP2a (SOUZA et al., 2006).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Dada a importancia de se ter uma alimento de qualidade, a presenca de
microrganismos patogénicos e deteriorantes nas amostras coletadas refletem que os mesmo
ndo estdo sendo processados e/ou manipulados de forma adequada. Com isso é importante o
emprego de boas préaticas de manipulacdo de alimentos mais rigorosas, bem como a realizagdo
do processo de coccdo mais adequadamente.

Embora a Legislagdo permita uma quantidade minima da presenca de
Staphylococcus, foi visto que os mesmo, além de resisténcia a alguns antibiéticos de uso
clinico, produzem enterotoxinas, podendo gerar problemas na antibioticoterapia do paciente
acometido por doencas veiculadas por alimentos, bem como gerar quadros de intoxicacao

grave.
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