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Resumo Geral

CESAR, Josi Guimardes. Condi¢cdes higienicossanitarias de alimentos
prontos para o consumo, resisténcia antimicrobiana e verificacdo da
presenca de gene de enterotoxinas de isolados de Staphylococcus spp.
2015. 98f. Dissertacdo (mestrado) — Programa de Pos-Graduacdo em Nutricdo
e Alimentos. Universidade Federal de Pelotas.

Estabelecimentos que comercializam alimentos prontos para o consumo devem
atender as normas de seguranca em relacdo as condi¢des higienicossanitarias,
a fim de evitar doencgas transmitidas por alimentos. Salmonella spp.,
Staphylococcus spp. e Escherichia coli sdo os principais agentes causadores
de surtos no Brasil, e o0s restaurantes comerciais estdo entre 0s
estabelecimentos frequentemente envolvidos nesses casos. O objetivo deste
estudo foi avaliar as condicdes higienicossanitarias de preparacfes a base de
carne bovina, salada de alface e sobremesas de restaurantes comerciais, por
meio da quantificagcdo de coliformes termotolerantes, Escherichia coli e
Staphylococcus spp. e da pesquisa de Salmonella spp. Além disso, verificar a
presenca de genes de enterotoxinas classicas e testar a resisténcia
antimicrobiana dos isolados de Staphylococcus spp. O estudo foi realizado em
nove restaurantes tipo buffet da cidade de Pelotas — RS, e as analises
microbioldgicas foram realizadas seguindo a metodologia do Bacteriological
Analytical Manual. Os isolados de Staphylococcus spp., foram submetidas ao
teste de resisténcia antimicrobiana pelo método de disco-difusdo conforme o
Manual Clinical and Laboratory Standards Institute e submetidos a analise
molecular pela técnica de multiplex PCR. A qualidade microbiolégica das
saladas de alface mostrou-se inadequada, pois apesar da auséncia de
Salmonella spp., mais da metade das amostras apresentaram contaminacao
por coliformes termotolerantes acima do permitido pela legislacdo, com
presenca dos micro-organismos E. coli e Staphylococcus spp., o qual
apresentou elevado percentual de resisténcia antimicrobiana e sensibilidade
aos antimicrobianos gentamicina, tetraciclina, sulfametoxazol/trimetoprim e
cloranfenicol. Em relacdo as amostras de preparacfes a base de carne bovina
e sobremesas as condi¢des higienicossanitarias mostraram-se adequadas para
maioria. Os isolados de Staphylococcus spp. apresentaram resisténcia
antimicrobiana aos antibiéticos B-lactamicos e apresentaram confirmacéo para
genes de EE.

Palavras Chave: Micro-organismos indicadores, Restaurantes,
Multirresisténcia, Multiplex PCR.



Abstract

CESAR, Josi Guimarées. Sanitary hygienic conditions of food ready-to-eat,
antimicrobial resistance and verifying the presence of enterotoxin gene of
Staphylococcus spp. isolated. 2015. 98f. Dissertacao (mestrado) — Programa
de Po6s-Graduacao em Nutricdo e Alimentos. Universidade Federal de Pelotas.

Business establishments which commercialize food ready for consumption
should be aware of safety regulations in relation to hygienic and sanitary
conditions, in order to avoid diseases transmitted by food. Salmonella spp.,
Staphylococcus spp. and Escherichia coli are the most important agents which
cause outbreaks in Brazil, and restaurants are among the most frequently
involved establishments in these cases. This study aimed at evaluating hygienic
and sanitary conditions in the preparation of food made out of beef, lettuce
salad and desserts of commercial restaurants, through thermotolerant coliforms
counting, Escherichia coli and Staphylococcus spp. and the Salmonella spp.
research. Besides that, it also aims at verifying the presence of genes of
classical enterotoxins and testing the antimicrobial resistance of isolated of
Staphylococcus spp. This study was carried out in nine buffet restaurants in the
city of Pelotas —RS, and the microbiological analyses were conducted following
the methodology of Bacteriological Analytical Manual. The isolated of
Staphylococcus spp. were submitted to the antimicrobial resistance test through
disc-diffusion method according to Clinical and Laboratory Standards Institute
manual and submitted molecular analyses through multiplex PCR technique.
The microbiologic quality of lettuce salad has shown to be inadequate, because,
besides the absence of Salmonella spp., more than half of the samples have
presented contamination by thermotolerant coliforms above the permitted by
legislation, with the presence of pathogens E. coli and Staphylococcus spp.,
which have presented elevated percentage of antimicrobial resistance and
antimicrobial  susceptibility for gentamicin, tetracycline, trimethoprim/
sulfamethoxazol and chloramphenicol. In relation to samples of preparation
made out of beef and desserts the hygienic and sanitary conditions have shown
to be adequate for most. The isolated of Staphylococcus spp. presented
antimicrobial resistance to antibiotics [(-lactams and have presented
confirmation for genes of SE.

Keywords: Microorganisms indicators, Restaurants, Multidrug resistance,
multiplex PCR.
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1 Introducéao Geral

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) vém aumentando
significativamente em todo o mundo, existem alguns fatores determinantes
para que esse aumento venha ocorrendo, dos quais, destacam-se o
crescimento populacional, os grupos populacionais vulneraveis ou mais
expostos, a crescente necessidade de producdo de alimentos em grande
escala, a qualidade dos alimentos ofertados as populacées e a deficiente
fiscalizacdo dos oOrgdos publicos na producdo de alimentos (BRASIL, 2011;
WELKER et al., 2010).

Nos ultimos anos também houve um grande aumento no numero de
estabelecimentos comerciais destinados a producdo e a comercializacdo de
alimentos, incluindo os restaurantes comerciais com sistema de distribuicdo do
tipo buffet. Este processo de expansdo nem sempre acompanha a qualidade
das refeicdes produzidas, o que aumenta a probabilidade de ocorréncia de
DTA. E os fatores causadores relacionam-se diretamente com 0 processo
produtivo e com os manipuladores de alimentos (CAVALLI & SALAY, 2004,
BRASIL, 2014).

Segundo o Ministério da Saude, entre os anos de 2000 e 2014,
ocorreram 9.719 surtos de DTA no Brasil, 192.803 pessoas ficaram doentes e
ocorreram mais de 112 6bitos, entretanto, mais da metade (5.703) dos surtos
foram ignorados, inconclusivos ou inconsistentes (BRASIL, 2011; BRASIL
2014). Os patdégenos mais frequentemente identificados em surtos foram
Salmonella spp., com 1564 notificacdes, seguido de Staphylococcus aureus,
com guase 800 notificacBes, e Escherichia coli, com 547 notificacdes. Dentre
0s estabelecimentos envolvidos em surtos as residéncias estdo em primeiro
lugar com 39,1% (n=3773) e os restaurantes e padarias em segundo lugar com
15,4% (n= 1492) das notificagBes. Além disso, os alimentos com maiores
notificacdes de surtos foram os alimentos mistos e as preparacdes a base de
ovos e a regido Sul do Brasil apresentou maior notificacdo de surtos, seguida
pela regido Centro-Oeste (BRASIL, 2014).

Coliformes  termotolerantes sdo indicadores das condicoes

7

higienicossanitarias e Escherichia coli € o micro-organismo mais importante
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deste grupo, por ser indicador de contaminacdo fecal. Sao bacilos Gram-
negativos, ndo esporulados, anaerobios facultativos, capazes de fermentar
glicose com producdo de gas e &cido a 45°C, e seu hbitat natural € a
microbiota intestinal de animais de sangue quente (HOLT et al., 1994). Estes
micro-organismos apresenta outra caracteristica importante: quando detectado
em um alimento, pode indicar uma possivel ocorréncia de outros micro-
organismos patogénicos para 0os homens e os animais. Além disso, E. coli tém
sido geralmente associada a doencas diarreicas, mas pode causar também
colite hemorragica, e portanto, € um problema de saude publica mundial, com
mais de dois milhdes de mortes por ano (FRANCO & LANDGRAF, 2008;
SOUSA, 2008).

Salmonella spp. tem como principal reservatério o trato gastrointestinal
de homens é um bacilo Gram-negativo, ndo esporulado, anaerobio facultativo,
e a maioria das espécies sdo moveis, com temperatura de multiplicacdo ideal
de 35-37°C. Esta bactéria causa trés tipos de doencas febre tifoide, febre
entérica e enterocolites (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

O género Staphylococcus spp. apresenta forma de cocos Gram-
positivos, anaerdbios facultativos e algumas espécies podem produzir catalase
e coagulase. Este género estd amplamente distribuido pelo ambiente e
também é encontrado no trato respiratorio superior, especialmente na narina
anterior, bem como na superficie da pele de humanos. Staphylococcus aureus
€ um importante agente patogénico capaz de causar uma ampla gama de
infeccdes, e ainda é responsavel por surtos de intoxicacdo alimentar (SILVA et
al., 2010; FRANCO & LANDGRAF, 2008). A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria  (ANVISA) recomenda somente a analise de Staphylococcus
coagulase positiva em alimentos, e possivelmente, por isso, S0 as espécies
mais estudadas, entretanto, espécies de Staphylococcus coagulase negativa
tém sido envolvidas em uma variedade de infeccdoes humanas e animais
(BRASIL, 2001; CUNHA et al., 2006; JUNQUEIRA et al., 2009).

Staphylococcus spp. pode adquirir resisténcia aos antimicrobianos, por
exemplo, Staphylococcus aureus, pode desenvolver resisténcia a meticilina e a
outros antimicrobianos, e pode levar o individuo a um quadro de infecgéo grave
com dificuldade de tratamento (JUNQUEIRA et al., 2009, PEREIRA et al.,
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2009). Além disso, algumas cepas de Staphylococcus coagulase positiva
podem causar intoxicacdo alimentar pela produgdo de enterotoxinas
estafilococicas (EEs), que ocorrem em 95% dos surtos, e ndo sdo inativadas
pelo calor. Também séo divididas em diferentes tipos soroldgicos, sendo as
EEs classicas (A, B, C, D e E) as mais estudas e as técnicas moleculares,
como a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e multiplex PCR (mPCR), tém
sido uma importante ferramenta na detecgéo destes diferentes genes de EEs
(CUNHA et al., 2006; STAMFORD et al., 2006; Germini et al., 2009; PEREIRA
et al., 2009; RODRIGUEZ et al., 2011).

1.1 Justificativa
Como a procura por alimentos servidos em restaurantes vem

aumentando na Ultima década, pretende-se avaliar 0s micro-organismos que
sao frequentemente associadas a surtos de DTA. Por meio de trés diferentes
tipos de pratos prontos para consumo disponibilizados aos consumidores serao
quantificados coliformes termotolerantes, Escherichia coli, Staphylococcus spp.
e verificada a presenca de Salmonella spp. Para os isolados de
Staphylococcus coagulase positiva e negativa pretende-se avaliar a resisténcia
antimicrobiana e o genétipo de genes produtores de EEs. DTA é um potencial
problema de saude publica em muitos paises, por isso, torna-se importante que
as informacfes obtidas neste estudo possam ser utilizadas por 6rgdos de
Vigilancia Sanitéria, para a elaboracdo de politicas publicas que busquem a
preservacdo da saude dos consumidores. Este estudo pretende contribuir para
a avaliacdo higienicossanitaria de refeicbes servidas em restaurantes
comerciais, tipo buffet, da cidade de Pelotas, além de suprir a falta de

informacdes para o municipio.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

- Quantificar a presenca de coliformes termotolerantes, Escherichia coli e
Staphylococcus spp. e verificar a presenca de Salmonella spp. em pratos
prontos para o consumo de restaurantes comerciais do municipio de Pelotas —
RS, e caracterizar os isolados de Staphylococcus spp. quanto a presenca de

genes de enterotoxinas e resisténcia a antimicrobianos.
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1.2.2 Objetivos especificos
- Quantificar a presenca de coliformes termotolerantes, Escherichia coli e

Staphylococcus spp. em preparacdes a base de carne bovina, saladas cruas e
sobremesas, prontos para 0 consumo.

- Verificar a presenca de Salmonella spp. em saladas cruas prontas para o
consumo.

- Avaliar a resisténcia antimicrobiana nos isolados de Staphylococcus spp. de
preparacdes a base de carne bovina, saladas cruas e sobremesas.

- Verificar a presenca dos genes das EEs A, B, C, D, E nos isolados de

Staphylococcus spp. de preparacfes a base de carne bovina e sobremesas.

1.3 Hipé6teses
- H4 isolados de coliformes termotolerantes, Escherichia coli e Staphylococcus

spp. em preparacfes a base de carne, saladas cruas e sobremesas, servidas

em restaurantes do tipo buffet do municipio de Pelotas.

- Ha presenca de Salmonella spp. em saladas cruas, servidas em restaurantes

tipo buffet do municipio de Pelotas.

- Ha isolados de Staphylococcus spp. com resisténcia a antimicrobianos a

antimicrobianos.

- Ha presenca de gene de EEs classica (A, B, C, D, E) nos isolados de
Staphylococcus spp., provenientes de amostras de preparacdes a base de

carne bovina e sobremesas.
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2 Revisao bibliografica

2.1 Restaurantes comerciais e a seguranca dos alimentos

A maior participacdo da mulher no mercado de trabalho e a alta
concentragdo populacional nos grandes centros geraram um aumento
significativo no numero de estabelecimentos de producdo e comercializacédo de
alimentos (OLIVEIRA et al., 2005). O mercado de alimentacéo fora do lar, que
envolve padarias, restaurantes, bares, empresas de refeicbes coletivas ou
qualquer estabelecimento que elabore alimentos prontos para o consumo,
movimentou aproximadamente R$ 100 bilhdes no Brasil e anualmente cresce
em meédia 15% ao ano desde 2004 (ABRASEL, 2010).

Entre os estabelecimentos voltados para a alimentacdo fora do lar
destaca-se o0 segmento de Unidades Produtoras de Refeicdes (UPR)
comerciais ou restaurantes comerciais, que incluem os restaurantes do tipo
buffet, self-service, fast-foods, pratos prontos para o consumo, restaurantes a
la carte, bares e lanchonetes (SANTOS et al., 2011). Independentemente do
tipo de segmento, todos os estabelecimentos que produzem e comercializam
alimentos prontos para o consumo devem atender as normas de seguranca em
relacdo as condi¢cBes higienicossanitérias, seguindo o conceito de seguranca
dos alimentos (POPOLIM, 2007).

O conceito de alimento seguro € aquele que ndo causa dano a saude do
consumidor sendo importante ndo somente para a saude publica, mas também
pelo seu papel no comércio (BARENDSZ, 1998). A garantia da inocuidade dos
alimentos € hoje uma vantagem competitiva entre as empresas, pois 0
consumidor estd cada vez mais exigente em relacdo a sua expectativa no
momento de adquirir determinado produto. A identificacdo de um alimento de
qualidade duvidosa e que possa comprometer a saude do consumidor, pode ter
grande repercussao negativa para a imagem da empresa produtora. Além
disso, o impacto econémico negativo causado por alimentos contaminados
alcanca niveis cada vez mais preocupantes, acarretando grandes perdas para
as industrias, o turismo e a sociedade (NASCIMENTO, 2000).

O processo de expansao dos restaurantes comerciais se acelera a cada
ano, porém nem sempre este crescimento é acompanhado de cuidados

higiénicos com a qualidade das refeicdes produzidas, o que aumenta a
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probabilidade de ocorréncia de DTA. As DTA sdao originadas pela ingestao de
dgua e/ou de alimentos contaminados por micro-organismos, toxinas e/ou
outros agentes quimicos ou fisicos. A qualidade higienicossanitaria como fator
de seguranca dos alimentos tem sido amplamente estudada e discutida, uma
vez que as DTA podem ter varias causas. Estudos mostram que a maioria dos
surtos apresenta relacéo direta com processos inadequados e/ou manipulacéo
impropria, maus habitos de higiene, além da auséncia de um controle rigoroso
no processamento, armazenamento e distribuicdo dos alimentos (WEINGOLD
et al., 1994; MARTINEZ-TOME et al., 2000; CAVALLI & SALAY, 2004;
CAVALLI & SALAY, 2007; ROSA et al., 2008; PHILLIP & ANITA, 2010).

Os micro-organismos sao 0s principais agentes etioldgicos de infec¢des
e intoxicacbes alimentares, e no Brasil, dados epidemiol6gicos mostram que
Salmonella spp., Staphylococcus spp. e E. coli destacam-se por serem 0s
principais agentes causadores de surtos de DTA (BRASIL, 2014).
Especificamente no estado do Rio Grande do Sul, RS, os principais micro-
organismos identificados em amostras de alimentos provenientes de surtos de
DTA sédo E. coli (41% das contaminacdes), Salmonella spp. (25%) e
Staphylococcus coagulase positiva (21%). Considerando apenas as amostras
com contaminagbes maiores que 1,0x10° Unidades Formadoras de Coldnias
por grama de alimento (UFC/g) ou Numero Mais Provavel por grama de
alimento (NMP/g) ou presenca/25g, no caso de Salmonella spp., 0s principais
micro-organismos identificados séo Salmonella spp. (37%), Staphylococcus
coagulase positiva (28%), e E. coli (22%) (BRASIL, 2011). Além disso, os
alimentos que estavam envolvidos em surtos de DTA entre os anos de 2006 e
2014 foram alimentos mistos, produtos a base de carne, pratos prontos para o
consumo, saladas, doces e sobremesas e produtos lacteos, com o0s
estabelecimentos comerciais em segundo lugar (18%) no ranking de locais de
ocorréncia dos surtos (WELKER et al., 2010; BRASIL, 2014).

A legislagéo brasileira estabelece limites especificos para os diferentes
tipos de alimentos. Para saladas cruas sdo exigidas andlises dos micro-
organismos coliformes termotolerantes, com limite de até 10° NMP/g de
alimento e Salmonella spp. que apresenta como padrdo auséncia em 25

gramas de alimento. Para preparagfes a base de carne sdo exigidos 0os micro-
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organismos coliformes termotolerantes com limites de 2x10 NMP/g de alimento
e Staphylococcus coagulase positiva com limites de até 10° UFC/g de
alimentos. E para sobremesas sao exigidos os micro-organismos coliformes
termotolerantes com limites de 10° NMP/g de alimento e Staphylococcus
coagulase positiva com limites de até 10° UFC/g de alimentos (BRASIL, 2001).

2.2 Micro-organismos relacionados a surtos de DTA

2.2.1 Staphylococcus spp.

Este género pertencente a familia Micrococcaceae com células esféricas
de 0,5 a 1,5um de diametro, sdo cocos Gram-positivos (isolados, aos pares ou
aglomerados) e ao microscépio, apresentam formato de cacho de uva, séo
anaeroébios facultativos e crescem a uma temperatura de 7 a 47,8°C, tendo sua
temperatura 6tima entre 30 a 37°C, e ao produzir catalase apresentam melhor
crescimento sob condicdes aerbbias. Além disso, toleram concentracfes de 7,5
a 15% de cloreto de sédio (NaCl), e sdo os Unicos capazes de crescer em
atividade de agua (Aa) de 0,86, que € considerado um valor minimo para
bactérias ndo halofilicas. Também podem produzir toxinas, sdo iméveis, ndo
formadoras de enddsporo e quimiorganotroficos, ou seja, utilizam substratos de
matéria organica como fonte de energia para o metabolismo fermentativo e
respiratério, atuando sobre carboidratos, com producdo de acido. As espécies
de Staphylococcus podem ser catalase positiva, coagulase positiva, oxidase
negativa e termonuclease (TNase) positiva. Atualmente, existem 49 espécies
de Staphylococcus, sendo S. aureus a mais importante em alimentos (DSMZ,
2013). Entretanto, existem outras espécies que possuem um potencial
interesse em alimentos: S. hyicus, S. chromogens, S. intermedius (FRANCO &
LANDGRAF, 2008; HOLT et al., 1994).

Staphylococcus spp. é associado a manipulacdo de alimentos, pois €
facilmente encontrado na cavidade nasal, pele, maos e feridas infectadas de
manipuladores de alimentos. A intoxicag&o alimentar estafilocécica é atribuida
a ingestéo de toxinas produzidas e liberadas pela micro-organismo durante sua
multiplicacio no alimento (KEROUANTON, 2007). As espécies de

Staphylococcus spp. podem causar intoxicacao alimentar, mas, atualmente, as
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espécies de Staphylococcus coagulase positiva estdo envolvidas em um maior
namero de surtos alimentares, comparadas com as espécies coagulase
negativa. Staphylococcus epidermidis é um exemplo de Staphylococcus
coagulase negativa que foi envolvido em um surto alimentar (DOYLE, 1989).
Os alimentos comumente envolvidos em surtos por S. aureus S&o carnes e
produtos carneos (presunto), produtos lacteos e derivados (queijos), aves,
ovos, saladas mistas com varios ingredientes (ovo, atum, batata, frango),
macarrdo, patés, molhos, tortas de cremes, bombas de chocolates e
sanduiches com recheios (SILVA et al., 2010).

Superantigenos sdo moléculas que tém a capacidade de estimular as
células-T (BHUNIA, 2008). As EEs pertencem a familia de superantigenos que
foram originalmente identificados em S. aureus e durante muito tempo foram
considerados o0s Unicos capazes de produzir EEs (LINA et al., 2004;
PODKOWIK et al., 2013). Os superantigenos produzidos por EE se diferenciam
das toxinas produzidas por outros micro-organismos, porque ndo estimulam
indiscriminadamente as células T, ligando-se apenas em receptor especifico.
As EEs entram na circulacdo sanguinea e sédo apresentadas as células T que
se proliferam e produzem grandes quantidades de interleucina-2 (IL-2) e
interferon-y (IFN-y), provocando danos nas células epiteliais do intestino e
destruindo as vilosidades intestinais (BHUNIA, 2008).

As EEs produzidas pelos Staphylococcus spp. sao proteinas de baixo
peso molecular (26.000 a 34.000 Da) e até o momento sdo conhecidas 21
espécies de toxinas (SEIG-SEIQ, SER-SET, SEIU-SEIV), além das EEs
classicas (A, B, C, D e E) (SCHELIN et al., 2011; PODKOWIK, et al., 2013). As
EEs sdo altamente termoestaveis e resistentes a coc¢ao ou a acdo de enzimas
proteoliticas (BALABAN & RASOOLY, 2000), e sdao produzidas entre 10 e
46°C, com temperatura 6tima de 40 a 45°C (HOLT et al., 1994). A producéo de
toxinas é expressa diferencialmente e dependem da fase de crescimento dos
micro-organismos, da densidade bacteriana, do pH e dos niveis de CO; do
meio. As EEA e EEE sao sintetizadas principalmente durante a fase
exponencial, enquanto a EEB, EEC, e EED s&o produzidas durante a transigéo
da fase exponencial para a fase estacionaria de crescimento (BHUNIA, 2008).
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A EEA é o sorotipo mais comum e sua producdo ndo é regulada por
gene acessorio regulador; a EEB € a toxina mais resistente ao calor (estavel a
60°C por 16h) e a acdo de enzimas proteoliticas gastrointestinais, tais como a
quimotripsina e tripsina; a EEC € uma proteina altamente conservada, seus
antigenos sédo divididos em trés subtipos: EEC1, EEC2 e EEC3; a EED é o
segundo sorotipo mais comum nas intoxicacdes alimentares; enquanto que a
EEE é raramente relatada em alimentos e em animais envolvidos na producao
de alimentos, e seu envolvimento em surtos também €& pouco frequente
(BHUNIA, 2008; ARGUDIN, MENDOZA & RODICIO, 2010).

Os sintomas da intoxicagéo dependem de alguns fatores como o grau de
suscetibilidade da pessoa, da concentracdo da EE no alimento e da quantidade
de alimento consumido. Nauseas, vomitos, cdibras abdominais, diarreia e
sudorese sdo o0s principais sintomas da intoxicacdo. Dores de cabeca,
calafrios, célicas, prostracdo, queda de pressao arterial, queda de temperatura
e febre, também podem ocorrer quando a toxina € ingerida em grande
quantidade (HOLT et al., 1994; FRANCO & LANDGRAF, 2008).

O desenvolvimento de técnicas moleculares tornou-se uma ferramenta
importante para a deteccéo e identificacdo de micro-organismos patdégenos em
diversos alimentos. Por PCR é possivel verificar se o isolado possui os genes
que codificam as toxinas, pois € uma técnica molecular que tem por objetivo
amplificar segmentos de DNA a partir de uma quantidade minima de amostra e
€ simples, rapida, sensivel e com alta especificidade para deteccdo de micro-
organismos patégenos (ZAHA et al., 2012; RALL et al., 2010; NORMANNO et
al., 2007). Mas, a mPCR, que é uma derivacdo da PCR, apresenta vantagens
como melhor sensibilidade, especificidade e velocidade de deteccdo de
organismos patogénicos, sendo capaz de amplificar simultaneamente varios
genes alvos (Park et al., 2007; Germini et al., 2009; Xu et al., 2012).

O estudo de Normanno et al. (2007) avaliou produtos lacteos e carnes
comercializados na lItalia, e foi encontrando 10% (n=100) dos produtos carneos
e 17% (n=109) dos produtos lacteos contaminados com S. aureus, e a EE
prevalente foi a EED (33,6%), seguida pelas EEA (18,4%), EEC (15,2%) e EEB
(6,4%). Cunha Neto, Silva & Stamford (2002), analisaram diferentes produtos a

base de carne de supermercados e restaurantes comerciais, no estado de
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Pernambuco, Brasil, e todas as amostras estavam acima do padrdo
microbiolégico estabelecido pela legislacdo sanitaria brasileira, (RDC n° 12/
2001) para Staphylococcus coagulase positiva, mas nenhum isolado produziu
EE. Em outro estudo que avaliou morcela vendida no Sul do Brasil, foram
encontradas 48,8% (n=40) de EEs produzidas por Staphylococcus spp., sendo
32,9% (n=27) de Staphylococcus coagulase negativa e 15,9% (n=13) de
Staphylococcus coagulase positiva, e 0 gene mais frequente foi o EEA (28,6%),
seguido do EEB (27,5%), EEC (20%), EEE (17,5%) e EED (5%) (MOURA et
al., 2012).

A resisténcia a antimicrobianos é um dos maiores problemas de saude
publica relacionada a presenca de micro-organismos em muitos paises. O uso
indiscriminado de antimicrobianos por produtores, para crescimento e
tratamentos de animais com fins alimenticios, pode ser um dos fatores para a
resisténcia antimicrobiana. Outro fator que interfere na resisténcia
antimicrobiana é a contaminacao de alimentos e da agua, provavelmente pela
grande quantidade de micro-organismos que vivem no ambiente. S. aureus
pode desenvolver resisténcia a varios antimicrobianos, como por exemplo, a
meticilina, o que torna seu combate dificil (PEREIRA et al., 2009; NORMANNO
et al., 2007; BARBER, MILLER e MCNAMARA, 2003; ENRIGHT, 2003).

Os antimicrobianos sao divididos em varias classes que estdo descritas
a seguir juntamente com o0 seu mecanismo de acado e de resisténcia. A classe
dos pB-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenens, monobactans)
inibem a sintese do peptideoglicano e sao resistentes pela producdo de -
lactamases, pelas modificacdes estruturais das proteinas ligadoras de
penicilina (PLP) e pela diminuicdo da permeabilidade bacteriana. As quinolonas
(ciprofloxacina, levofloxacina, gatifloxacina, moxifloxacina e gemifloxacina)
inibem a atividade da enzima DNA girase ou topoisomerase |l e séo resistentes
devido a alteracdo nessa enzima, por alteracéo da permeabilidade a droga pela
membrana celular bacteriana ou por bomba de efluxo. Os
glicopeptideos (vancomicina, teicoplanina) inibem a sintese do peptideoglicano,
alteram a permeabilidade da membrana citoplasmaética e interferem na sintese
de RNA citoplasmatico, por anos nédo houve descricdo de resisténcia para este

antimicrobiano. As oxazolidinonas (linezolida) inibem a sintese proteica e séo
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resistentes devido a mutacdo no gene 23SrRNA. Os aminoglicosideos
(estreptomicina, gentamicina, tobramicina, amicacina, netilmicina,
paramomicina e espectinomicina) inibem a sintese de proteina na fracdo 30S
ou produzem proteinas defeituosas e sao resistentes por alteracdo dos sitios
de ligacdo no ribossomo, alteracdo na permeabilidade e modificacédo
enzimatica da droga. Os macrolideos (azitromicina, claritromicina, eritromicina)
inibem a sintese proteica dependente de RNA e sua resisténcia pode surgir por
diminuicdo da permeabilidade da célula ao antimicrobiano, alteracdo no sitio
receptor da porcdo 50S do ribossoma e inativagcdo enzimatica. As
lincosaminas inibem a sintese proteica nos ribossomos e sua resisténcia esta
associada as alteracbes no sitio receptor do ribossoma e por mudancas
mediadas por plamideos. As estreptograminas (quinopristina e dalfonopristina)
sdo da mesma familia dos macrolideos e lincosaminas, inibem a sintese
proteica bacteriana e sua resisténcia € mediada por plasmidios ou por
mecanismo enzimatico relacionado a bomba de efluxo. Os nitroimidazoélicos
(metronidazol) inativam e impedem a sintese enzimatica dos micro-organismos.
O cloranfenicol inibe a sintese proteica da bactéria e sua resisténcia pode ser
adquirida por plamideos ou por alteracdes de permeabilidade a droga. As
sulfonamidas (sulfanilamida, sulfisoxazol, sulfacetamida, &cido para-
aminobenzadico, sulfadiazina e sulfametoxazol) inibem o metabolismo do acido
félico e os mecanismos de resisténcia sao diferentes para cada antimicrobiano
do grupo. As tetraciclinas impedem a sintese proteica e sua resisténcia ocorre
por diminuicdo da acumulacé@o da droga no interior da célula ou € mediada por
plasmideos ou transposons (BRASIL, 2007).

Para Staphylococcus a resisténcia a antimicrobianos normalmente
ocorre por mutacdes de seus genes, que causam alteragdes no sitio de agéo
do antimicrobiano ou por adquirir genes de resisténcia da mesma espécie ou
de outras, que envolve a inativacdo ou destruicdo a droga, e é transmitida por
plasmideos e transposons (SANTOS, 2007).

O estudo de Pereira et al. (2009) realizado em Portugal, com diversos
tipos de amostras alimenticias, mostrou que 15% (n=22) dos isolados de S.
aureus eram sensiveis a todos os antimicrobianos testados e 51% (n=75)

mostraram-se intermediarios e/ou resistentes no minimo a trés antibioticos.
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Resch, Nagela & Hertelb (2008), na Europa, testaram a resisténcia
antimicrobiana em 330 isolados de Staphylococcus coagulase negativa em
diversos alimentos, e encontraram que os alimentos com mais de 80% de
resisténcia antimicrobiana foram queijos duro e mole, salsicha e carnes
fermentadas e que cinco das seis espécies estudadas eram resistentes a pelo
menos dois antibidticos. No estudo de Junqueira et al. (2009), realizado na
cidade do Rio de Janeiro, RJ, das 31 amostras de saladas analisadas, 32,2%
(n=10) apresentaram contagens de Staphylococcus coagulase positiva
superiores as permitidas pela legislagdo vigente. Trés cepas foram
identificadas como S. aureus, isoladas de diferentes amostras de saladas, e
foram analisadas quanto ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, e todas

foram resistentes a penicilina, ampicilina e canamicina.

2.2.3 Coliformes termotolerantes e Escherichia coli

O grupo dos coliformes termotolerantes pertence a familia
Enterobacteriace, caracterizados como bacilos Gram-negativos, anaerobios
facultativos e ndo formadores de endosporo e sdo capazes de fermentar
lactose com producdo de gas a temperatura de 44 a 45,5°C. O grupo de
Escherichia, pertence ao grupo de coliformes termotolerantes, e € representado
por 90% de E. coli, considerando que as outras espécies presentes no grupo,
Enterobacter e Klesbsiella, sdo menos representativas (FRANCO &
LANDGRAF, 2008).

Escherichia possui 1,1 a 1,5um por 2,6um de tamanho, podendo ocorrer
em pares ou isoladamente, varias cepas possuem cépsulas ou microcapsulas,
sdo moveis pela presenca de flagelos peritricos, anaerdbias facultativas com
temperatura Otima de crescimento a 37°C e quimiorganotroficas, ou seja,
capazes de realizar um metabolismo fermentativo e respiratorio, catabolizando
glicose e outros hidratos de carbono formando acido e gas. Apresentam como
caracteristicas bioquimicas oxidase negativa, catalase positiva, vermelho de
metila positiva, urease negativa e, normalmente citrato negativo. Todas as

espécies fermentam L-arabinose, maltose, D-manitol, D-manose, L-ramnose,
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trealose e D-xilose. Atualmente sdo conhecidas sete espécies de Escherichia
(HOLT et al., 1994; FRANCO & LANDGRAF, 2008; DSMZ, 2013).

O grau de patogenicidade (viruléncia) é a capacidade que um micro-
organismo possui de causar doenca, isso depende de cada micro-organismo,
dose infectante, producdo de toxinas e susceptibilidade do individuo. Os
mecanismos utilizados pelos micro-organismos para causar viruléncia sao
agressividade, toxicidade e hipersensibilidade, as DTA s&do causadas,
principalmente, pelos dois primeiros tipos (SILVA-JUNIOR, 2012; FRANCO &
LANDGRAF, 2008; HOLT et al., 1994). E. coli apresenta antigenos somaticos
O associados com polissacarideos da membrana externa; antigenos flagelares
H, relacionados com proteinas dos flagelos e antigenos K, relacionados com
polissacarideos capsulares, sendo descritos 173 antigenos O, 56 H e 100 K. As
linhagens de E. coli patogénicas séo: E. coli enteropatogénica classica (EPEC),
E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterotoxigenica (ETEC), E. coli enterro-
hemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli difusamente
aderida (DAEC), a diferenciacéo das linhagens estao nos fatores de viruléncia,
manifestacdes clinicas e epidemioldgicos.

EPEC causa gastroenterite em criancas, recém-nascidos e lactantes
jovens que sdo mais susceptiveis a infeccdo, provoca diarreia com dores
abdominais, vémitos e febre e tem duracdo de até 24 horas. EIEC causa
manifestacbes clinicas semelhantes as infec¢cdes causadas por Shigella: a
incapacidade de descarboxilar lisina, ndo fermentar ou fermentar tardiamente
lactose e auséncia de flagelos, normalmente, causa disenteria, colicas
abdominais, febre e mal-estar geral, com eliminacdo de sangue e muco nas
fezes, e tem duracdo de sete a 12 dias. ETEC, também conhecida como
diarreia do viajante, possui cepas capazes de produzir EE, e podem causar
diarreia aquosa, acompanhada de febre baixa, dores abdominais e nauseas.
Se for a forma mais leve da doenca é autoeliminada, mas se apresentar a
doenca na forma mais grave, semelhante a colera, pode durar varias semanas.
EHEC apresenta algumas caracteristicas diferenciais: ndo € capaz de utilizar o
sorbitol, € B-glucuronidase negativas e tem dificuldades ou ndo se multiplicam
em temperaturas de 44-45,4°C. O sorotipo mais conhecido & O157:H7 e causa

colite hemorragica (dores abdominais severas, diarreia aguda, seguida de
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diarreia sanguinolenta - a diarreia ocorre em grandes volumes de sangue e ha
auséncia de febre), e dura em média quatro dias. EAEC causa diarreia
persistente em adultos e criancas, € semelhante a ETEC e a lesdo que causa
na mucosa € mais significativa, a diarreia dura mais de 14 dias. Além disso,
possui ilhas de patogenicidade que carregam 0s genes para EE e atividade
mucinase. DAEC provoca diarreia infantil, sem sangue ou leucdcitos nas fezes
e produz uma aderéncia difusa nas células, a diarreia esté relacionada a idade
da crianca e quanto mais velha maior o volume (BHUNIA, 2008; FRANCO &
LANDGRAF, 2008).

E. coli indica a contaminacdo microbiana de origem fecal, quando
detectada nos alimentos, 0s quais sdo insatisfatorios para o consumo. Além
disso, tem como habitat primario o trato gastrointestinal de humanos e animais,
podendo ser patogénica e por isso em alimentos como vegetais frescos é a
Unica, dentre as Escherchia, indicadora de contaminacao fecal, uma vez que os
outros indicadores sdo encontrados naturalmente nestes alimentos. A
importancia de se pesquisar o grupo de coliformes termotolerantes e E. coli
estd diretamente relacionada as condi¢ces higienicossanitarias dos alimentos,
além de indicar uma possivel presenca de outros enteropatégenos importantes
em alimentos (FRANCO & LANDGRAF, 2008; HOLT et al., 1994).

Alves e Ueno (2010), na cidade de Taubaté, SP, Brasil, avaliaram a
qualidade sanitaria de alimentos em restaurantes self-service, encontraram E.
coli em 70,4% (n=19) dos alimentos frios e 29,6% (n=8) dos alimentos quentes
pesquisados. Outro estudo que analisou micro-organismos envolvidos em
surtos de DTA no Rio Grande do Sul encontrou E. coli em 41% (n=52) dos
alimentos analisados (WELKER et al., 2010).

2.2.4 Salmonella spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriacea, e ¢é
caracterizado como bacilo Gram-negativo, ndo produtor de esporos, anaerobio
facultativo, capaz de produzir gas a partir da glicose, com excecao de S. Typhi,
capaz de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono, e a maioria das

espécies sdo moveis por possuirem flagelos peritriquios, com excecao de S.
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Pullorum e S. Gallinarum. Além disso, sua temperatura de multiplicagdo varia
de 5°C a 47°C, mas a temperatura ideal é de 35-37°C, enquanto que o pH
otimo de multiplicacéo € proximo a sete (7) e pode tolerar concentragées de sal
de até 9% (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

O principal reservatorio de Salmonella é no trato gastrointestinal de
homens e animais e pode causar doencas como febre tifoide (S. Typhi), febre
entérica (S. Paratyphi) e enterocolites ou salmoneloses, causadas pelas
demais espécies de Salmonella. A febre tifoide € a forma mais invasiva da
doenca, sO acomete a espécie humana, e apresenta sintomas graves
(septicemia, febre alta, diarreia e vémitos), enquanto que a febre entérica
apresenta sintomas semelhantes a febre tifoide, mas mais brandos. Ja as
entecolites apresentam sintomas de diarreia, febre, dores abdominais e
vomitos, duram de um a quatro dias, e normalmente, ndo precisam de
tratamento com antimicrobiano (BHUNIA, 2008; FRANCO e LANDGRAF,
2008).

No Brasil, Salmonella € o micro-organismo mais envolvido em surtos
alimentares e S. Typhimutium € o sorotipo mais frequente encontrado em
alimentos. Diversos alimentos estdo envolvidos em surtos alimentares como a
base de carnes, queijo, laticinios, ovos, saladas a base de ovos, sorvetes e
outras sobremesas caseiras. No entanto, alimentos como frutas e legumes,
alface, tomate, coentro, alfafa-brotos e améndoas também foram implicados
em surtos recentes (BRASIL, 2001; BHUNIA, 2008; FRANCO e LANDGRAF,
2008).

Um estudo que avaliou 126 hortalicas minimamente processadas
comercializadas na cidade de Fortaleza, CE, encontrou 12,7% (n=16) de
contaminagdo por Salmonella, sendo uma amostra (0,8%) de alface
(TRESSELER et al., 2009). E outro estudo que avaliou nove saladas cruas em
restaurante tipo self-service em Teresina, Pl, e encontrou 11,1% (n=1) de
contaminacdo por Salmonella (ROCHA, SOARES E BESERRA, 2014).
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RESUMO

Estabelecimentos que produzem e comercializam alimentos prontos para o
consumo devem atender as normas de seguranca em relacdo as condicdes
higienicossanitarias, a fim de evitar surtos de doencas transmitidas por
alimentos. Dados epidemiolégicos mostram que Salmonella spp.,
Staphylococcus coagulase positiva e Escherichia coli destacam-se por serem
0s principais agentes causadores de surtos no Brasil, e 0s restaurantes figuram
entre os estabelecimentos frequentemente envolvidos nestes surtos. O objetivo
deste estudo é verificar e quantificar a presenca de coliformes termotolerantes,
Escherichia coli e isolar Staphylococcus spp. em pratos prontos para o
consumo a base de carne, saladas cruas e sobremesas de restaurantes
comerciais. Além disso, verificar a presenca dos genes das enterotoxinas A, B,
C, D e E e a resisténcia antimicrobiana dos isolados de Staphylococcus spp. O
estudo sera realizado em nove restaurantes tipo buffet da cidade de Pelotas —
RS, onde sera realizada a coleta de uma amostra de cada tipo de prato (a base
de carne, salada crua e sobremesa), uma vez por semana, em um periodo de
quatro semanas, totalizando 12 amostras de alimentos por restaurante, e ao

final do estudo 108 amostras de alimentos.

Palavras chave: unidades produtoras de refeicdes, qualidade

higienicossanitaria, caracterizagdo molecular, resisténcia antimicrobiana.
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1 Materiais e Métodos

1.1 Delineamento experimental e amostragem

Este sera um estudo transversal a ser realizado em restaurantes do tipo

buffet, da cidade de Pelotas/RS.

Para realizar o delineamento experimental, as informagcdes sobre o
namero e a localizagdo dos estabelecimentos foram coletadas na Secretaria
Municipal de Saude do municipio de Pelotas — Geréncia de Vigilancia Sanitéria,
Setor de Alimentos. A populagdo amostral foi estabelecida a partir de uma
probabilidade de confianca de 95%, sendo seu calculo realizado a partir do
namero total de restaurantes que possuem sistema de distribuicdo do tipo
buffet, existentes no municipio (95), e utilizou-se dados de prevaléncia de
contaminacgao de pratos prontos para o consumo por Staphylococcus spp., que
foi de 30%, utilizando-se como referéncia alguns estudos semelhantes
(SORIANO et al., 2002, JUNQUEIRA et al, 2009, BRICIO, LEITE & VIANA,
2005). Com base no calculo realizado no programa Epilnfo 6.0, a
representatividade numérica indicou o nimero de nove restaurantes como
amostra, a escolha dos restaurantes participantes sera feita através de sorteio
aleatério. Apos o sorteio e a definicdo dos restaurantes, sera realizada uma
visita aos mesmos, para conhecer os tipos de pratos que sao ofertados.
Posteriormente, sera definido um padrdo para os trés tipos de pratos (carnes,
saladas e sobremesas) que serdo coletados. As coletas serédo realizadas em
um tergo do tempo total do término da distribui¢cdo, variando de acordo com o

horario de funcionamento de cada restaurante.
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1.1.1 Coleta das amostras

Em cada restaurante sera coletada uma amostra de cada tipo de prato
(a base de carne, salada crua e sobremesa), uma vez por semana, em um
periodo de quatro semanas, totalizando 12 amostras de alimentos por
restaurante. Ao final do estudo serédo nove restaurantes com 108 amostras dos
trés tipos de pratos. As amostras serdao adquiridas simulando uma situacéo real
de compra, onde os pesquisadores fardo a coleta no balcéo de distribuicdo em
embalagens descartaveis disponibilizadas pelos proprios estabelecimentos,
identificando-se o tipo de preparacdo, a hora de coleta e a data. Cada
embalagem sera devidamente fechada, identificada, transportada e
armazenada de forma asséptica até o momento das analises. O tempo
decorrido entre a coleta das amostras e o inicio das analises ndo ultrapassara

duas horas.

1.2 Anélises microbioldgicas

As analises microbiolédgicas e a verificacdo de resisténcia antimicrobiana
serdo realizadas no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Nutricdo da
Universidade Federal de Pelotas. A metodologia utilizada para as analises
microbiolégicas sera a recomendada pelo Bacteriological Analytical Manual

(FDA, 2001).

Para a contagem de coliformes termotolerantes sera pesada 25g da
amostra e adicionada a 225mL de agua peptonada 0,85% (Merck®). A partir
desta diluicdo inicial, outras diluicbes decimais serdo preparadas para a
contagem de coliformes pelo método do NUumero Mais Provavel (NMP - 3

tubos). Um mililitro de cada diluicdo sera transferido para tubos contendo 10mL
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de caldo Lauril Sulfato de Sdodio (LST, Merck®) com tubos de Duhram
invertidos, sendo incubados a 35°C por 48h. Uma alcada de material de cada
tubo positivo (turvacdo e formacdo de gés) serd transferida para tubos
contendo 10mL de caldo Escherichia coli (EC, Merck®) e tubos de Duhram
invertidos, incubados a 45°C por 48h. Os resultados de tubos positivos do
caldo EC serdao utilizados para estimar as contagens de coliformes

termotolerantes com o auxilio da tabela do NMP.

Para analise de E. coli, de cada tubo positivo do caldo EC sera
transferida uma alcada da cultura estriada por esgotamento em placas de Agar
Levine Eosina Azul de Metileno (L-EMB, Merck®), incubadas a 36°C por 24h.
Serdo consideradas colbnias tipicas as nucleadas com centro preto, com ou
sem brilho metalico. Serdo transferidas duas coldnias tipicas para placas de
Agar Padréo para Contagem (PCA, Merck®) e incubadas a 36°C por 24h. As
colénias serdo submetidas a coloracdo de Gram e culturas puras serdo
submetidas as provas bioquimicas: teste de citrato, teste de indol, teste de

Voges-Proskauer e vermelho de metila.

Para andlise de Samonella spp., inicialmente sera realizado um pré-
enriguecimento, adicionando-se 225mL de caldo Lactosado (Merck®) a 25g
amostra, incubando-se a 37°C por 24h. Apos a incubacao, sera transferido 1mL
para o caldo Tetrationato (TT, Merck®), adicionado de 0,1mL de verde brilhante
e 0,2mL de iodo, e 0,1mL para o caldo Rappaport-Vassiliadis (RV, Merck®),
seguido de incubacédo a 42°C por 24h. A partir desses meios de enriquecimento

seletivo, sera semeado em agar Hektoen (HE, Merck®) e agar Xilose-lisina-
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desoxicolato (XLD, Merck®), seguido de incubacao a 37°C por 24h. Colbnias

consideradas caracteristicas, pretas, serdo submetidas a testes bioquimicos.

Para o isolamento de Staphylococcus spp. sera utilizada a
metodologia de Staphylococcus coagulase positiva. Serd pesado 25g da
amostra e adicionada a 225mL de &gua peptonada 0,85% (Merck®),
preparando-se, a partir desta diluicdo inicial, outras diluicbes decimais. Sera
inoculado 1mL de cada diluicdo, dividido em trés placas de Agar Baird Parker
(BP, Merck®) enriquecido com emulsdo gema de ovo e telurito de potassio,
pela técnica do espalhamento em superficie. As placas serdo incubadas a 37°C
por 48h e, apés esse periodo, as colbnias presuntivas tipicas e atipicas serdo
contadas e expressas em Unidades Formadoras de Colbnias por grama de
alimento (UFC/g). Serdo consideradas colbnias tipicas aquelas circulares, lisas,
convexas, de 2-3mm de diametro, negras com textura Umida, bordas
esbranquicadas e rodeadas por uma zona opaca e frequentemente com um
halo transparente. Para as colbnias atipicas, serdo consideradas, aquelas
negras ou acinzentadas com um ou dois halos e também aquelas sem halos.
As colbnias isoladas serdo submetidas a coloracdo de Gram e serdo
selecionadas aquelas puras e caracteristicas. Em seguida, sera inoculada uma
alcada de cada col6nia selecionada em Caldo Infusédo Cérebro Coracéo (BHI,
Merck®) que serdo incubadas a 37°C por 24h. Posteriormente, sera realizado o
teste da coagulase, onde sera transferido 0,2mL do cultivo em BHI para um
tubo contendo Coagulase Plasma EDTA 0,5mL, e incubado a 37°C por 6h.

Aqueles que formaram codgulo serdo considerados positivos, 0os demais

negativos.
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1.3 Verificacdo da presenca de genes codificadores de enterotoxinas
estafilococicas

As analises moleculares seréo realizadas no Laboratério de Imunologia
Aplicada do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas. A
partir dos isolados de Staphylococcus coagulase positiva e negativa, sera
extraido o DNA cromossomal utilizando um kit comercial (PureLink Genomic
DNA — K1820-01, Invitrogen®). Posteriormente, os DNAs serdo submetidas a
técnica de mPCR a fim de verificar a presenca dos genes das EEs A, B, C,D e
E (EEA, EEB, EEC, EED e EEE). Os primers para identificacdo dos genes das

EEs foram os definidos por Mehrotra, Wang, Johnson (2000).

Os produtos da PCR serao visualizados em eletroforese com gel de
agarose 1,5% (Invitrogen) corado com brometo de etideo (Promega), em
tampdo TBE 0,5X, sob luz ultravioleta, e fotografados (Kodak Digital
ScienceTM DC120). O Tampéo de corrida utilizado foi 6x DNA Loading (Ludwig
Biotec®) e o marcador de massa molecular utilizado foi o 100pb DNA Ladder
(Ludwig Biotec®). O controle negativo das reacgdes consistirA da mesma
composicdo da reacdo de PCR, porém com agua Milli-Q estéril substituindo o
DNA. Serdo utilizados DNAs de S.aureus ATCCs 13565 (EEA), 14458 (EEB),

19095 (EEC), 23235 (EED) e 21664 (EEE) como controles positivos.

1.4 Verificacdo da resisténcia antimicrobiana

A partir dos isolados de Staphylococcus coagulase positiva e negativa
serdo realizada a verificacdo da resisténcia antimicrobiana por meio da técnica
de difusédo em disco, seguindo as recomendacoes da Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). Primeiramente, os isolados serdo cultivadas em

caldo BHI (Merck®) a 36°C, e posteriormente inoculadas em solucédo salina
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0,85% (Merck®) até obter a escala 0,5 de Mac Farland. Com um suabe umido
na solucado salina sera feito o espalhamento na placa com Agar Muller Hinton
(MH, Merck®). Uma pinca estéril e seca serd utilizada para pegar e dispor 0s
discos de antibioticos (Invitrogen®) na placa que sera incubada a 37°C por 24h.
A leitura sera realizada com auxilio de uma régua, medindo os centimetros do
halo de uma extremidade a outra e comparando o resultado com a tabela de
padréo de resisténcia CLSI. Os 12 antimicrobianos testados ser&o: ampicilina
(10ug), penicilina (10 unidades), oxacilina (1pg), clindamicina (2ug),
sulfametoxazol e trimetoprim (23,75/1,25ug), cloranfenicol (30ug), eritromicina
(15ug), gentamicina (10ug), tetraciclina (30ug), vancomicina (30ug),
ciprofloxacina (5ug), cefepima (30ug), rifampicina (5ug) (CLSI, 2007).
1.5 Aspectos éticos

Em relacdo aos aspectos éticos € compromisso dos pesquisadores
envolvidos a total preservacdo da identificacdo dos locais de coleta das
amostras. O projeto ndo envolve experimentagdo em animais ou em humanos,
e, além disso, ndo sera realizada aplicacdo de questionarios e/ou entrevistas
nos estabelecimentos.

1.6 Anéalise estatistica

As andlises estatisticas descritivas serdo realizadas utilizando-se o

pacote estatistico SPSS® (Chicago, version 17.0, 2008).
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Materiais

Valor total (R$)

Meios de cultura para isolamento das bactérias 1.850,00
Plasticos (eppendorfs, ponteiras, placas de Petri) 990,00
Material para PCR e eletroforese 1.000,00
Alimentos prontos para 0 consumo 540,00
Total 4.380,00




42

4 Producao esperada

- Dois artigos cientificos, no minimo, publicados ou aceitos para publicacdo em

periodicos de impacto técnico cientifico.

- Apresentacdo de quatro trabalhos, no minimo, em congressos da éarea.
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3 Relatorio de Campo

As analises ocorreram conforme o planejado, totalizando a coleta de 108
amostras (saladas de alface, preparacbes a base de carne bovina e
sobremesas), realizadas nos restaurantes selecionados, nos meses de
fevereiro a maio de 2013. As amostras coletadas foram levadas diretamente ao
laboratorio para realizagdo das analises microbioldgicas de Staphylococcus
spp., coliformes fecais, Escherichia coli e Salmonella spp. Posteriormente, 0s
isolados de Staphylococcus spp. foram testadas para resisténcia a
antimicrobianos, e foram testadas quanto a presenca de gene de EE classicas

(A, B, C, D, e E).

Optou-se pela mudanca na metodologia de escolha dos restaurantes
porque houve a andlise de outras bactérias indicadoras da qualidade
higienicossanitaria em alimentos, além de Staphylococcus spp. De todos os
restaurantes (n= 95) tipo buffet do municipio, quatro foram excluidos por nao
conseguir sua localizacdo, de acordo com os dados fornecidos, entdo
considerou-se que fecharam ou mudaram de endereco, ficando o namero final
de 91 restaurantes, e escolheu-se 10% (n=9) para serem analisados. Contudo
a mudanca na metodologia manteve o numero de restaurantes (n=9)
selecionados no inicio do estudo.

A andlise de Salmonella spp. ndo estava prevista no projeto de
pesquisa, mas devido as condi¢cbes financeiras favoraveis conseguiu-se
realiza-la. Entretanto, o orcamento permitiu realizar esta analise em 36
amostras e optou-se pela andlise de preparacdes a base de verduras e
legumes crus (salada de alface), por ser uma exigéncia da legislacéo brasileira
(RDC-12) e com isso contemplar todas as andlises microbiolégicas previstas
para estes alimentos. Outra divergéncia do projeto foi a realizacdo da técnica
de multiplex PCR em todas as amostras, que substituiu a técnica de uniplex
PCR por apresentar melhor sensibilidade, eficiéncia, especificidade e
velocidade de deteccdo de micro-organismos patogénicos, amplificando
simultaneamente varios genes alvos.

Apdés a aprovacdo da dissertacdo pela banca examinadora, os dados
obtidos serdo enviados para Vigilancia Sanitaria, Setor de Alimentos a fim de
contribuir para a fiscalizagdo do municipio.
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4 Artigo 1

Avaliacdo microbioldgica de saladas de alface e perfil de resisténcia
antimicrobiana de Staphylococcus spp.

Microbiological evaluation of lettuce salad and profile of antimicrobial of
Staphylococcus spp.

JOSI GUIMARAES CESARY; ANDRIELE MADRUGA PERES?; CAROLINE
PEREIRA DAS NEVES?; ERICA TUPINIQUIM FREITAS DE ABREU?; JOZI
FAGUNDES DE MELLO® ANGELA NUNES MOREIRA®; KELLY LAMEIRO
RODRIGUES?®

'Universidade Federal de Pelotas, Faculdade de Nutricido Programa de P6s-Graduacio
em Nutricdo e Alimentos,— josigcesar@gmail.com

Universidade Federal de Pelotas, Faculdade de Nutricdo, Curso de Nutricdo —
neves_caroline@ymail.com; andriiiele@hotmail.com

Universidade Federal de Pelotas, Faculdade de Nutricdo, Departamento de Nutricdo —
jozimello@gmail.com; angelamoreira@yahoo.com; lameiro_78@hotmail.com

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbioldgica de saladas de alface e
verificar a resisténcia antimicrobiana dos isolados de Staphylococcus spp. Foram
coletadas 36 amostras de saladas de alface em nove restaurantes e realizada a
quantificacdo de coliformes termotolerantes, Escherichia coli e Staphylococcus spp. e
pesquisa de Salmonella spp., seguindo a metodologia do Bacteriological Analytical
Manual. Os isolados de Staphylococcus spp. foram submetidos ao teste de resisténcia a
antimicrobianos pelo método de disco-difusdo. Das 36 amostras de salada de alface,

61,1% apresentaram quantificacdo de coliformes termotolerantes acima do permitido
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pela legislacdo brasileira, e houve confirmagéo de E. coli em 5,6% das amostras. A
quantificacdo de Staphylococcus coagulase positiva representou 5,6% dos isolados e
Staphylococcus coagulase negativa representou 77,8%. Todas as amostras apresentaram
auséncia de Salmonella spp. Dos 30 isolados de Staphylococcus spp. testados, 56,7%
foram resistentes a penicilina, 46,7% a oxacilina, 26,7% a eritromicina e 23,3% foram
multirresistentes. A qualidade microbiolégica das saladas de alface mostrou-se
inadequada, devido a presenca de micro-organismos patogénicos, além disso, 0s
isolados de Staphylococcus spp. apresentaram elevado percentual de resisténcia

antimicrobiana.

Palavras Chave: Micro-organismos indicadores, Restaurantes, Antibiéticos.

Abstract

It aimed at evaluating the microbiological quality of lettuce salads and verifying the
antimicrobial resistance of isolated of Staphylococcus spp. 36 samples of lettuce salad
were collected in nine restaurants and carried out countings of thermotolerant coliforms,
Escherichia coli and Staphylococcus spp. and Salmonella spp. research, following the
Bacteriological Analytical Manual methodology. Isolated of Staphylococcus spp. were
submitted to antimicrobial resistance test through disc-diffusion. From the 36 samples
of lettuce salad, 61,1% have presented counting of thermotolerant coliforms above the
permitted by legislation, and confirmation of E. coli at 5,6% of samples. The counting
of positive coagulase Staphylococcus has represented 5,6% and the negative coagulase
Staphylococcus, 77,8% of samples. All samples have represented absence of Salmonella
spp. From isolated 30 of Staphylococcus spp. tested, 56,7% were resistant to penicillin,

46,7% to oxacillin, 26,7% to erythromycin and 23,3% were multiresistant. The
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microbiological quality of lettuce salad has shown to be inadequate and the isolated of

Staphylococcus spp. have shown elevated percentage of antimicrobial resistance.
Keywords: Microorganisms Indicators, Restaurants, Antibiotics.

Introdugéo

A procura por estabelecimentos que oferecem alimentos prontos para 0 consumo
aumentou, contudo, os alimentos disponibilizados nestes locais podem estar
contaminados com micro-organismos patogénicos podendo causar doengas transmitidas
por alimentos (DTA)'3. Coliformes termotolerantes, Escherichia coli sdo micro-
organismos indicadores de contaminagdo fecal, Staphylococcus spp. é indicador das
condicdes sanitarias inadequadas durante o processamento dos alimentos e Salmonella
spp. € um micro-organismo importante por ter potencial para causar infeccao alimentar”.
No Brasil, dados epidemiol6gicos mostram que Salmonella spp., Staphylococcus
coagulase positiva (SCP) e Escherichia coli sdo os principais agentes causadores de
surtos de DTA®.

O consumo de hortalicas aumentou nos ultimos anos, por proporcionar
beneficios & sadde, facilidades no preparo e economia de tempo®’. Entretanto, as
hortalicas se deterioram com facilidade e o risco de contaminacdo aumenta quando
fragmentadas, pela exposicdo do interior da célula vegetal, facilitando o acesso dos
micro-organismos aos nutrientes e propiciando sua reprodugdo, o que leva a uma
crescente preocupacdo com a qualidade microbioldgica destes alimentos®®, Além disso,
0 risco de consumir alimentos crus esta relacionado ao fato de ndo passarem por
tratamento térmico, que elimina os micro-organismos patogénico, como Staphylococcus
spp., aumentando o risco de contaminacdo dos mesmos, caso ndo sejam higienizados

adequadamente®*°,
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A alface (Lactuca sativa) é consumida em todo o mundo e é muito importante
no mercado brasileiro*®!!. Dentre os vegetais folhosos é a mais consumida, e possui
propriedades benéficas para a salde, como o alto teor de fibras e propriedades
antioxidantes?®. Entretanto, a alface tem sido associada & contaminacéo por alguns
micro-organismos patogénicos, como Salmonella spp., Escherichia coli e Listeria
monocytogenes2*,

Staphylococcus spp. pode estar envolvido em surtos de intoxicagdo alimentar,
mas SCP é mais frequente®®!°. S. aureus é a principal causa de infeccdes sistémicas
bacterianas em diversos paises e sua origem ndo é alimentar. Além disso, tem a
capacidade de adiquirir resisténcia a antimicrobianos, sendo esse o principal problema
no tratamento das infeccdes, estando ainda associado & multirressisténcia bacteriana™®.

A resisténcia a antimicrobianos é um problema crescente, devido ao uso
inadequado de antimicrobiano na criacdo de animais e na salde publica. Diversas
bactérias circulantes no ambiente sdo resistentes e podem contaminar agua e alimentos

causando  doengas™®.

Devido a sua capacidade de adquiri resisténcia a
antimicrobianos, o numero de infeccBes estafilococicas aumentou, tendo como
consequéncia um nimero maior de cepas multirresistentes, dificultando e prolongando o
tratamento de infeccdes' .

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbioldgica pela quantificagdo
de coliformes termotolerantes, E. coli, Staphylococcus spp. e pela pesquisa de
Salmonella spp. de saladas de alface comercializadas em restaurantes de Pelotas, e

tambem objetivou-se verificar a resisténcia antimicrobiana dos isolados de

Staphylococcus spp.
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Métodos
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E AMOSTRAGEM

Foi realizado um estudo transversal em restaurantes do tipo buffet, da cidade de
Pelotas/RS. Para o delineamento experimental foram utilizadas as informacg6es sobre o
namero e a localizacdo dos estabelecimentos disponiveis na Secretaria Municipal de
Saude do municipio de Pelotas — Geréncia de Vigilancia Sanitaria, Setor de Alimentos.
A populagdo amostral foi estabelecida a partir do numero total de restaurantes que
possuem sistema de distribuicdo do tipo buffet, existentes no municipio (91), e foram

escolhidos, por sorteio aleatdrio, nove restaurantes, representando 10% do total.
COLETA DAS AMOSTRAS

Em cada restaurante (n=9) foi coletada uma amostra de salada de alface, uma
vez por semana, em um periodo de quatro semanas, totalizando 36 amostras. As
amostras foram adquiridas simulando uma situacdo real de compra, com a coleta
realizada no balcdo de distribuicdo, em embalagens térmicas descartaveis
disponibilizadas pelos proprios estabelecimentos. Cada embalagem foi devidamente
fechada, identificada e transportada imediatamente ao laboratério para a realizacdo das

analises.
ANALISES MICROBIOLOGICAS

Foram realizadas quantificacGes de coliformes termotolerantes e pesquisa de
Salmonella spp. de acordo com a exigéncia da legislac&o brasileira®. Além disso, foram
realizadas quantificacdes de Escherichia coli e Staphylococcus spp. que nédo séo

exigidos pela legislacao.
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A metodologia utilizada para as analises microbioldgicas foi a recomendada pelo
Bacteriological Analytical Manual®’. A quantificacéo de coliformes termotolerantes foi
realizada pelo método do NUimero Mais Provavel (NMP), onde foi realizado um teste
presuntivo em caldo Lauril Sulfato de Sodio (LST, Merck®) e um teste confirmativo
em caldo Escherichia coli (EC, Merck®). Apdés a quantificacdo de coliformes
termotolerantes, a analise continuou para confirmacdo de E. coli, onde a cultura
confirmada foi estriada por esgotamento em placas de Agar Levine Eosina Azul de
Metileno (L-BEM, Merck®), incubadas a 36°C por 24h. E aquelas consideradas
colbnias tipicas foram transferidas para placas de Agar Padrdo para Contagem (PCA,
Merck®) e incubadas a 36°C por 24h. As coldnias foram submetidas a coloracdo de

Gram e as culturas puras foram submetidas as provas bioguimicas.

Para andlise de Samonellaspp., inicialmente foi realizado um pre-
enriquecimento em Agua Peptonada Tamponada (Merck®), incubando-se a 37°C por
24h. Apo6s a incubacdo, transferiu-se 1mL para o caldo Tetrationato (Merck®),
adicionado de 0,1mL de verde brilhante e 0,2mL de iodo, e 0,imL para o caldo
Rappaport-Vassiliadis (Merck®), seguido de incubacéo a 42°C por 24h. A partir desses
meios de enriguecimento seletivo, semeou-se em agar Hektoen (HE, Merck®) e agar
Xilose-lisina-desoxicolato (XLD, Merck®), seguido de incubacdo a 37°C por 24h.
Colbnias consideradas caracteristicas foram submetidas a testes bioquimicos e

soroldgicos.

Para o isolamento de Staphylococcus spp. foram realizadas trés dilui¢des
decimais e 1mL de cada dilui¢do foi dividido em trés placas de Agar Baird Parker (BP,
Merck®) enriquecido com emulséo de gema de ovo e telurito de potassio 1%, pela

técnica do espalhamento em superficie, incubadas por 37°C por 48h. Apos esse periodo,
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as colbnias presuntivas tipicas e atipicas foram contadas e expressas em Unidades
Formadoras de Colonias por grama de alimento (UFC/g). As colbnias isoladas foram
submetidas a coloracdo de Gram e entdo selecionadas aquelas puras e caracteristicas.
Em seguida, foi inoculada uma algada de cada colonia selecionada em Caldo Infusao
Cérebro Coracdo (BHI, Merck®) que foram incubadas a 37°C por 24h. Posteriormente,
foi realizado o teste da coagulase, aqueles que formaram coagulo foram considerados

positivos, 0s demais negativos.

VERIFICACAO DA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

A partir dos isolados de SCP e Staphylococcus coagulase negativa (SCN) foi
realizada a verificacdo da resisténcia a antimicrobianos por meio da técnica de difusdo
em disco, seguindo as recomendac¢fes da Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)®. Primeiramente, os isolados foram cultivados em caldo BHI (Merck®) a 36°C,
e inoculados em solucdo salina 0,85% (Merck®) até a obtencdo da escala 0,5 de Mac
Farland. Apos foi realizado o espalhamento do cultivo na placa com Agar Muller
Hinton (MH, Merck®) e os discos de antimicrobianos (Invitrogen®), para bactérias
Gram positivo, foram dispostos na mesma, que foi incubada a 37°C por 24h. A leitura
foi realizada medindo os centimetros do halo de uma extremidade & outra e o resultado
foi obtido por comparacdo com a tabela de padrdo de resisténcia da CLSI?®. Os 12
antimicrobianos testados compunham o disco de antimicrobianos: ampicilina (10ug),
penicilina (10 unidades), oxacilina (1pg), clindamicina (2p0),
sulfametoxazol/trimetoprim (23,75/1,25uQ), cloranfenicol (30ug), eritromicina (15ug),
gentamicina (10ug), tetraciclina (30upg), vancomicina (30ug), ciprofloxacina (5ug),

cefepima (30pg), rifampicina (5pg)=.
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ANALISE ESTATISTICA
As anélises estatisticas descritivas foram realizadas utilizando o pacote
estatistico SPSS® (Chicago, version 17.0, 2008), para o teste de resisténcia a

antimicrobianos.

Resultados e Discussdo

Das 36 amostras de salada de alface analisadas, 61,1% (n=22) apresentaram
quantificagdo de coliformes termotolerantes acima do permitido pela legislagio

brasileira, que estabelece contagens de até 10° NMP/g** (Tabela 1).

Tabela 1. Quantificacdo de coliformes termotolerantes em amostras de salada de
alface. Pelotas, 2015. (n=36)

Amostras
n (%) Contagens (NMP/qg)
Coliformes termotolerantes 15 (41,7) 1,1x10°a > 1,1x10°
7 (19,4) 1,6x10° a 4,6x10°
10 (27,8) 3,6 293
4 (11,1) <3

NMP/g — Numero Mais Provavel por grama de alimento.
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Um estudo realizado no Rio de Janeiro, RJ, Brasil, avaliou 30 amostras de
saladas de alface em restaurantes self-service e encontrou 73,3% (n=22) de
contaminagdo por coliformes termotolerantes e 19,9% (n=6) estavam acima do
permitido pela legislacdo®. Outro estudo realizado em Gurupi, TO, Brasil, também
avaliou a qualidade microbioldgica de saladas de alface, em 10 restaurantes self-service
e encontrou 60% (n=12) de contaminacdo por coliformes termotolerantes acima do

permitido pela legislacdo?®.

Das 36 amostras de salada de alface analisadas, 5,6% (n=2) tiveram confirmacéo
para E. coli, com contagens de 3,6 NMP/g em cada amostra. Outros estudos
confirmaram a presenca de E. coli em alfaces prontas para 0 consumo com percentuais

variando entre 3,5 a 30% de contaminagdo®**°%,

Quando had uma alta quantificacdo de coliformes termotolerantes em alimentos
prontos para o0 consumo, indica uma inadequacdo em relacdo a qualidade da matéria-
prima ou com as condi¢cfes de processamento do alimento e indica que pode existir a
presenca de outros enteropatdgenos importantes em alimentos. A contaminagdo por
coliformes termotolerantes pode ocorrer pelo meio ambiente ou pelas fezes de homens e
animais e E. coli € um importante coliforme termotolerante por ser o Unico com habitat
em animais de sangue quente e humanos e ser indicador de contaminacdo fecal em
produtos frescos, embora a legislagdo brasileira ndo determine padrdo deste micro-
organismo para saladas cruas?*?**!. Com isso, considera-se que os alimentos prontos
contaminados por coliformes termotolerantes e com confirmagdo de E. coli refletem
condi¢Bes higienicossanitarias insatisfatorias, devido a isso, atribui-se que a
contaminacgédo das saladas de alface esta relacionada ao fato de serem servidas cruas e

que possivelmente houve uma inadequacdo nos procedimentos de higienizagdo e
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sanitizacdo durante a manipulacdo destes alimentos ou houve contaminagdo no poés-

processamento®?*27%,

Todas as amostras analisadas neste estudo apresentaram auséncia de Salmonella
spp. em 25 gramas de alimento, estando de acordo com a legislacdo nacional®’. Estes
resultados foram semelhantes a outros estudos que avaliaram Salmonella spp. em salada

de alface?*26-28:32

Das 36 amostras analisadas de salada de alface, 5,6% (n=2) foram quantificadas

para SCP, enquanto, 77,8% (n=28) foram quantificadas para SCN (Tabela 2).

Tabela 2. Quantificacdo de Staphylococcus spp. em amostras de salada de
alface. Pelotas, 2015. (n=36).

Amostras
n (%) Contagens (UFC/g)
Staphylococcus coagulase positiva 1(2,8) 2x10°
1(2,8) 2x10° (est.)
34 (94,4) <10
Staphylococcus coagulase negativa 13 (36,1) 1x10°a 5x10°
9 (25,0) 1x10*a 7,0x10*
5 (13,9) 3x10°a 9x10°
1(2,8) 9x10°
8 (22,2) <10

UFC/g - Unidade Formadora de Col6nia por grama de alimento.
Contagem estimada — (est.).

Um estudo realizado em S&o Bernardo do Campo, SP, Brasil, avaliou 30
amostras de saladas verdes cruas, em restaurantes do tipo self-service e encontrou 3,3%
(n=1) das amostras com quantificacdo para SCP*. Outro estudo realizado em Porto
Alegre, RS, Brasil, avaliou 26 amostras de varios alimentos, incluindo saladas cruas e

saladas processadas ou cozidas, e encontrou 57,7% (n=15) de contaminagdo por SCN.
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Este mesmo estudo também avaliou as méos de 21 manipuladores de alimentos e
encontrou nove portadores de Staphylococcus spp.*“.

Staphylococcus spp. pode ser responsavel por intoxicacdo alimentar e infeccgdes.
A contaminacgédo dos alimentos, normalmente ocorre pela inadequada higienizagdo das
mé&os dos manipuladores, portanto uma manipulagéo inapropriada dos alimentos permite
a multiplicacdo deste micro-organismo, que acima de 10° UFC/g pode produzir 1ng/g

5,18,30,31,35,36,37

de toxinas nos alimentos e causar surtos alimentares . Além disso,

Staphylococcus spp. também é capaz de adquirir resisténcia a varias classes de

antimicrobianos, e pode causar morbidade e mortalidade por infeccdes®®*.

A partir dos isolados de Staphylococcus spp. foi realizado o teste de resisténcia
antimicrobiana (n=30). Os isolados analisados apresentaram maior percentual de
resisténcia para penicilina (56,7%), oxacilina (46,7%) e eritromicina (26,7%). Apenas
um isolado (3,3%) apresentou resisténcia intermediaria a um antimicrobiano, a
eritromicina. Além disso, todos os isolados de Staphylococcus spp. analisados

apresentaram sensibilidade ao antimicrobiano gentamicina (Tabela 3).
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Tabela 3. Teste de resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus spp. isolados de salada
de alface. Pelotas, 2015. (n=30).

Antimicrobianos Sensivel (%)  Intermediario (%) Resistente (%)
Vancomicina 96,7 0 3,3
Eritromicina 70 3,3 26,7
Cloranfenicol 93,3 0 6,7
Rifampicina 96,7 0 3,3
Cefepima 93,3 0 6,7
Oxacilina 53,3 0 46,7
Penicilina 43,3 0 56,7
Ciprofloxacina 90 0 10
Gentamicina 100 0 0
Tetraciclina 96,7 0 3,3
Sulfametoxazol/Trimetoprim 96,7 0 3,3

Outros estudos que avaliaram a resisténcia antimicrobiana de S. aureus isolado
de alimentos e humanos encontram 58,5% (n=31) das amostras resistentes a
penicilina®, 47,6% (n=133) resistentes a oxacilina®, 22,7% (n=29) resistentes a

eritromicina® e 100% (n=8) das amostras sensiveis a gentamicina*.

A resisténcia antimicrobiana é um indicativo da patogenicidade de
Staphylococcus spp. que pode ser fonte de contaminagdo nos alimentos prontos para o

consumo* 444,

Tanto a penicilina quanto a oxacilina pertencem a classe de
antimicrobianos B-lactdmicos, e a resisténcia antimicrobiana ocorre por interferirem na
sintese e remodelacdo dos peptidoglicanos bacterianos. No entanto, a eritromicina
pertencente a classe dos macrolidios e a resisténcia antimicrobiana ocorre por inibigdo
da sintese proteica das celulas bacterianas suscetiveis na subunidade ribossomal 50S.
Em bactérias Gram positivas, a resisténcia B-lactamica ocorre principalmente como
resultado da alteracdo da proteina alvo, com a degradacéo enzimatica. Staphylococcus

Spp. possui resisténcia natural aos B-lactamicos quando expostos & penicilina® *¢2,
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Dentre os 30 isolados de Staphylococcus spp. avaliados para resisténcia
antimicrobiana 23,3% (n=7) foram multirresistentes. Sendo que um dos isolados
apresentou resisténcia a seis antimicrobianos (clindamicina, vancomicina, eritromicina,
rifampicina, oxacilina e penicilina). Estudos semelhantes que testaram resisténcia
antimicrobiana de isolados de Staphylococcus também encontraram multirresisténcia

a0s mesmos antimicrobianos**#%*,

Véarios mecanismos podem levar a multirresisténcia bacteriana, como a
diminuicdo intracelular do antimicrobiano, por uma alteracdo na permeabilidade da
membrana externa, diminuindo o transporte através da membrana interna, ou efluxo
ativo, através da mutacdo ou modificacéo enzimatica e do desvio do farmaco ao alvo™.
A presenca de isolados multirresistentes pode aumentar do numero de infeccdes de
dificil tratamento, limitar o uso de antimicrobianos disponiveis e consequentemente
dificultar o tratamento clinico, aumentar a proliferacdo de infeccBes, 0s custos

hospitalares e o0 nimero de 6bitos™**2.

Conclusao

A qualidade microbioldgica das saladas de alface mostrou-se inadequada, pois
apesar da auséncia de Salmonella spp., mais da metade das amostras foram
quantificadas com coliformes termotolerantes acima do permitido pela legislagdo. Além
disso, verificou-se a presenca de patdgenos importantes em alimentos como E. coli e
Staphylococcus spp., 0 qual apresentou elevado percentual de resisténcia antimicrobiana

dos micro-organismos isolados.
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Resumo

A procura por estabelecimentos que oferecem alimentos prontos para o
consumo aumentou, contudo, os alimentos disponibilizados nestes locais
podem estar contaminados com micro-organismos patogénicos. O objetivo
deste estudo foi avaliar as condi¢des higienicossanitarias de alimentos prontos
para o consumo, por meio de quantificacdo de coliformes termotolerantes,
Escherichia coli e Staphylococcus coagulase positiva, além de verificar

resisténcia antimicrobiana e presenca de gene de enterotoxinas classicas nos
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isolados de Staphylococcus spp. Foram coletadas 36 amostras de preparacdes
alimentares a base de carne bovina e 36 amostras de sobremesa em nove
restaurantes da cidade de Pelotas-RS. As quantificacbes dos micro-organismos
foram realizadas seguindo a metodologia do Bacteriological Analytical Manual.
Os isolados de Staphylococcus spp., foram submetidos ao teste de resisténcia
antimicrobiana pelo método de disco-difusdo conforme o Manual Clinical and
Laboratory Standards Institute e submetidos a multiplex PCR para verificacao
de genes de enterotoxinas. Das 36 amostras a base de carne bovina, 2,8%
(n=1) apresentaram quantificacdes de coliformes termotolerantes acima do
permitido pela legislagdo, assim como para a confirmacdo de E. coli.
Staphylococcus coagulase positiva estava presente em 2,8% (n=1) das
amostras e este resultado estava de acordo com a legislagdo e para
Staphylococcus coagulase negativa 41,6% (n=15) das amostras estavam
contaminadas. Das 36 amostras de sobremesas, 2,8% (n=1) apresentaram
quantificacdo de coliformes termotolerantes acima do permitido pela legislacéo,
sem confirmacdo para E. coli. Todas as amostras de sobremesa que
apresentaram quantificacdo para Staphylococcus coagulase positiva estavam
dentro dos valores permitidos pela legislacao e 50% (n=18) das amostras foram
quantificadas com Staphylococcus coagulase negativa. Das 38 isolados de
Staphylococcus spp. testados para resisténcia antimicrobiana 39,5% foram
resistentes a penicilina, 34,2% a oxacilina e 5,3% (n=2) foram multirresistentes
e 0 gene mais frequentemente encontrado foi o de enterotoxina E (n=3).
Obteve-se um percentual de quantificacdo de coliformes termotolerantes, E.
coli e Staphylococcus spp., além de um percentual de multirresisténcia e da

presenca de genes de enterotoxinas de Staphylococcus spp.
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Palavras Chave: Micro-organismos indicadores, Micro-organismos patdgenos,
Restaurantes, Antimicrobianos, multiplex PCR.

Highlights:

Avaliagcdo de alimentos prontos para 0 consumo comercializados em
restaurantes. Coliformes termotolerantes, Escherichia coli e Staphylococcus
spp. Condi¢des higienicossanitarias de alimentos prontos para 0 consumo.
Resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus spp. de alimentos prontos para
o consumo. Presenca de gene de enterotoxina de Staphylococcus spp. em

alimentos prontos para o consumo.

Introducao

Nos ultimos anos, os habitos alimentares da populagcdo mudaram e a
alimentacdo fora do lar tornou-se uma alternativa em crescimento (Pereira,
Rodrigues e Ramalhosa, 2013). Entretanto, os alimentos prontos para o
consumo podem apresentar risco de contaminacdo microbiana que pode
ocorrer durante o seu processamento, principalmente devido a manipulacao
inadequada. A ocorréncia de doencas transmitidas por alimentos (DTA) pode
ser considerada uma consequéncia dessa contaminagdo o que torna o
fornecimento de alimentos seguros um desafio (Ghosh, Wahi, Kumar, & Ganguli,
2007; Cambero et al., 2012; Nyenje et al., 2012; Odwar Kikuvi, Kariuki, & Kariuki,

2014).

Coliformes termotolerantes, Escherichia coli sdo micro-organismos

indicadores de contaminacao fecal e Staphylococcus spp. das condi¢des
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sanitarias durante o processamento dos alimentos (Franco & Landgraf, 2008).
Além disso, Staphylococcus coagulase positiva (SCP) e Escherichia coli sdo
bactérias patogénicas, associadas a alimentos a base de carnes e

sobremesas, que podem causar DTA (BRASIL, 2014).

Devido a uma inadequada manipulacdo, SCP pode estar presente nos
alimentos e pode produzir toxinas, dependendo da sua concentracdo no
alimento, e ocasionar surtos de intoxicagcdo alimentar. Staphylcococcus
coagulase negativa (SCN) é frequentemente isolado em alimentos e também
apresentam a capacidade de produzir enterotoxinas (Zell et al., 2008; Brasil,
2014). Quando os alimentos sdo submetidos a um insuficiente processo
térmico na sua elaboracéo, sdo passiveis de sofrer proliferacéo estafilococica e
producdo de enterotoxinas estafilocécicas (EES), que sdo altamente resistentes
ao calor e resistentes a maioria das enzimas proteoliticas que permitem a
preservacdo de sua atividade no trato gastrointestinal (Lina et al., 2004;
Hennekinne, Buyser e Dragacci, 2012; Bennett, Walsh e Gould, 2013,
Podkowik et al., 2013; Ho, Boost e O'Donoghue, 2014). As principais EEs
produzidas por Staphylococcus spp. séo as classicas (EEA, EEB, EEC, EED e
EEE) podendo ter seus genes detectados por técnicas como multiplex PCR
(mPCR) que tem por objetivo amplificar simultaneamente varios genes alvos na
deteccdo de micro-organismos patogénicos (Park et al., 2007; Germini, Masola,

Carnevali, & Marchelli, 2009; Xu et al., 2012).

Staphylococcus spp. é capaz de adquirir resisténcia a varias classes de
antimicrobianos e causar inumeras infeccdes (Rizek et al., 2011; Spanu et al.,

2012; Gucukoglu el al., 2013; Sousa et al., 2014). Normalmente, a resisténcia
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de Staphylococcus spp. € mais comum aos antimicrobianos B-lactamicos, como

penicilina e oxacilina (Rizek et al., 2011; Sousa et al., 2014; Regecova et al.,
2014). Nos Ultimos anos, vem aumentando o numero de infecgBes

estafilococicas e consequentemente o numero de cepas multirresistentes,
dificultando e prolongando o tratamento das infec¢cbes (Gorwitz, 2008;
Chambers e DelLeo, 2009; Montoya, 2009; Rinsky, 2013).

O objetivo deste estudo foi avaliar as condi¢des higienicossanitarias de
alimentos prontos para o consumo, por meio da quantificacdo de coliformes
termotolerantes, Escherichia coli e Staphylococcus spp. Além disso, verificar o
perfil de resisténcia antimicrobiana e a presenca de genes de EEs classicas (A,

B, C, D e E) nos isolados de Staphylococcus spp.

Materiais e Métodos

Delineamento experimental e amostragem

Foi realizado um estudo transversal com restaurantes do tipo buffet, da
cidade de Pelotas/RS/Brasil. Para o delineamento experimental foram
considerados o numero e a localizacdo dos estabelecimentos, informacdes
disponiveis na Secretaria Municipal de Saude do municipio de Pelotas —
Geréncia de Vigilancia Sanitaria, Setor de Alimentos. A populacdo amostral foi
estabelecida a partir do nimero total de restaurantes que possuem sistema de
distribuicdo do tipo buffet, existentes no municipio (91), e foram escolhidos, por

sorteio aleatdrio, nove restaurantes, representando 10% do total.
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Coleta das amostras

Em cada restaurante (n=9) foram coletadas duas amostras: uma
preparacao a base de carne bovina (n=36) e uma sobremesa (n=36), uma vez
por semana, em um periodo de quatro semanas, totalizando 72 amostras. As
amostras foram adquiridas simulando uma situacdo real de compra, com a
coleta realizada no balcdo de distribuicdo, em embalagens térmicas
descartaveis disponibilizadas pelos proprios estabelecimentos. Cada
embalagem foi devidamente fechada, identificada e transportada

imediatamente ao laboratdrio para a realizacdo das analises.

Analises microbiolbgicas

Para a avaliacdo das condicdes higienicossanitarias das preparacoes
foram realizadas quantificagbes de coliformes termotolerantes, Escherichia coli
e Staphylococcus spp. sendo classificados em SCP e SCN. A metodologia
utiizada para as analises microbiolégicas foi a recomendada pelo

Bacteriological Analytical Manual (FDA, 2001).

A quantificac@o de coliformes termotolerantes foi realizada pelo método
do Numero Mais Provavel (NMP), onde foi realizado um teste presuntivo em
caldo Lauril Sulfato de Sédio (LST, Merck®) e um teste confirmativo em caldo
Escherichia coli (EC, Merck®). Apd6s a quantificacdo de coliformes
termotolerantes, a andlise continuou para confirmacéo de E. coli, onde a cultura
confirmada foi estriada por esgotamento em placas de Agar Levine Eosina Azul
de Metileno (L-BEM, Merck®), incubadas a 36°C por 24h. E aquelas
consideradas colonias tipicas foram transferidas para placas de Agar Padréo

para Contagem (PCA, Merck®) e incubadas a 36°C por 24h. As colonias foram
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submetidas a coloracdo de Gram e as culturas puras foram submetidas as

provas bioguimicas.

Para o isolamento de Staphylococcus spp. foram realizadas trés
diluicdes decimais e 1mL de cada diluicédo foi dividido em trés placas de Agar
Baird Parker (BP, Merck®) enriquecido com emulsdo de gema de ovo e telurito
de potassio 1%, pela técnica do espalhamento em superficie, incubadas por
37°C por 48h. Apds esse periodo, as colbnias presuntivas tipicas e atipicas
foram contadas e expressas em Unidades Formadoras de Colbnias por grama
de alimento (UFC/g). As colbnias isoladas foram submetidas a coloracdo de
Gram e entdo selecionadas aquelas puras e caracteristicas. Em seguida, foi
inoculada uma alcada de cada col6nia selecionada em Caldo Infusdo Cérebro
Coracao (BHI, Merck®) que foram incubadas a 37°C por 24h. Posteriormente,
foi realizado o teste da coagulase, aqueles que formaram coagulo foram

considerados positivos, os demais negativos.

Verificagéo da resisténcia a antimicrobianos

A partir dos isolados de SCP e Staphylococcus coagulase negativa
(SCN) foi realizada a verificagdo da resisténcia a antimicrobianos por meio da
técnica de difusdo em disco, seguindo as recomendacdes da Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2007). Primeiramente, os isolados
foram cultivados em caldo BHI (Merck®) a 36°C, e inoculados em solucéo
salina 0,85% (Merck®) até a obtencdo da escala 0,5 de Mac Farland. Apos foi
realizado o espalhamento do cultivo na placa com Agar Muller Hinton (MH,
Merck®) e os discos de antimicrobianos (Invitrogen®), para bactérias Gram

positivo, foram dispostos na mesma, que foi incubada a 37°C por 24h. A leitura
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foi realizada medindo os centimetros do halo de uma extremidade a outra e 0
resultado foi obtido por comparagdo com a tabela de padréo de resisténcia da
CLSI®. Os 12 antimicrobianos testados compunham o disco de
antimicrobianos: ampicilina (10ug), penicilina (10 unidades), oxacilina (1pg),
clindamicina (2upg), sulfametoxazol/trimetoprim (23,75/1,25ug), cloranfenicol
(30ug), eritromicina (15ug), gentamicina (10ug), tetraciclina (30ug),
vancomicina (30ug), ciprofloxacina (5ug), cefepima (30ug), rifampicina (5ug)

(CLSI, 2007).

Verificacdo da presenca de genes de enterotoxinas estafilococicas

A partir dos isolados de SCP e SCN, foi extraido o DNA cromossomal
utilizando um kit comercial (PureLink Genomic DNA — K1820-01, Invitrogen®).
O DNA extraido foi submetido a técnica de mPCR pela qual buscou-se verificar
a presenca de genes de EEs A, B, C, D e E (EEA, EEB, EEC, EED e EEE). Os
primers para identificacdo dos genes das EEs foram os definidos por Mehrotra,

Wang, & Johnson (2000) (Tabela 1).

Tabela 1. Primers utilizados na deteccdo de gene de enterotoxinas de Staphylococcus spp.

Gene Primer Sequéncia oligonucleotidica (5 — 3’) Localizacdo do Produto de
gene amplificacéo (pb)

EEA GSEAR-1 GGTTATCAATGTGCGGGTGG 349-368 102
GSEAR-2 CGGCACTTTTTTCTCTTCGG 431-450

EEB GSEBR-1 GTATGGTGGTGTAACTGAGC 666—685 164
GSEBR-2 CCAAATAGTGACGAGTTAGG 810-829

EEC GSECR-1 AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 432-455 451
GSECR-2 CACACTTTTAGAATCAACCG 863-882

EED GSEDR-1 CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG 492-514 278
GSEDR-2 ATTGGTATTTTTTTTCGTTC 750-769

EEE GSEER-1 AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 237-250 209
GSEER-2 CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC 425-445

pb: pares de base (Mehrotra, Wang, & Johnson, 2000).
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No primeiro bloco da mPCR foi utilizado 1ul de cada um dos primers
GSEAR-1/ GSEAR-2, GSECR-1/ GSECR-2, GSEDR-1/ GSEDR-2; 2,5l
solugéao tampéao para PCR (10x), 1,5ul de cloreto de magnésio (MgCl,) (5U/ul),
0,5ul de mix dNTPs (100nM), 0,3ul de Taqg DNA polimerase (500U) e 1ul do
DNA alvo em 25ul de volume final. No segundo bloco de reacdo, foram
utilizados os mesmos constituintes, porém com os primers GSEBR-1/ GSEBR-
2, GSEER-1/ GSEER-2. As mPCR foram realizadas em termociclador (MJ
Research, PTC-100, Peltier Thermal Cycler), nas seguintes condi¢des: 95°C
por 5min, 30 ciclos (95°C — 30”; 55°C — 1’ e 72°C — 1), e extensao final a 72°C

por 7min.

Os produtos da mPCR foram visualizados em eletroforese com gel de
agarose 1,5% (Invitrogen) corado em brometo de etideo (Promega®), em
tampdo TBE 0,5X, sob luz ultravioleta, e fotografados (Kodak Digital
ScienceTM DC120). O Tampao de corrida utilizado foi 6X DNA Loading
(Ludwig Biotec®) e o marcador de massa molecular utilizado foi o 100pb DNA
Ladder (Ludwig Biotec®). O controle negativo das reagfes consistiu-se da
mesma composicdo da mPCR, porém com agua Milli-Q estéril substituindo o
DNA. Como controles positivos foram utilizados DNAs de S.aureus ATCCs

13565 (EEA), 14458 (EEB), 19095 (EEC), 23235 (EED) e 21664 (EEE).

Analise estatistica

As analises estatisticas descritivas foram realizadas utilizando o pacote
estatistico SPSS® (Chicago, version 17.0, 2008) para o teste de resisténcia

antimicrobiana.
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Resultados e Discussao

Os resultados das quantificagbes dos micro-organismos pesquisados
nas amostras a base de carne bovina e de sobremesa estdo expressos na

Tabela 2.

Tabela 2. Quantificagéo de coliformes termotolerantes, Escherichia coli e Staphylococcus spp., em
preparacfes a base de carne bovina e sobremesas. Pelotas, 2015.

Preparacdes a base de carne Sobremesa (n=36)
Bactérias bovina (n=36)
n (%) Contagens (') n (%) Contagens ()
Coliformes Termotolerantes (NMP/q) 1(2,8) > 1100 1(2,8) 460
9 (25) 6,9 10 (27,8) 71,7
26 (72,2) <3 25 (69,4) <3
Escherichia coli (NMP/g) 1(2,8) 3,6 36 (100) <3
35(97,2) <3
SCP (UFC/g) 1(2,8) 70 est. 4(11,1) 25 est.
35 (97,2) <10 est. 32 (88,9) <10 est.
SCN (UFCIg) 15 (41,6) 4x10* 18 (50) 2,2x10*
21 (58,4) <10 est 18 (50) <10 est

Legenda: (est) - Contagem estimada; NMP/g — NUmero mais provavel por grama de alimento; UFC/g — Unidade formadora
de coldnia por grama de alimento. SPC - Staphylococcus coagulase positiva. SPN - Staphylococcus coagulase negativa. I
- média das contagens.

Das 36 amostras de preparacbes a base de carne bovina, uma (>
1,1x10°® NMP/g) apresentou quantificacdo para coliformes termotolerantes
acima do permitido pela legislacdo, que estabelece um limite de 2x10 NMP/g, e
em uma amostra (3,6 NMP/qg) foi confirmada com E. coli. Apenas uma amostra
apresentou quantificacdo para SCP (7x10* (est.) UFC/g) estando dentro dos
padrdes da legislacdo, que determina um limite de até 10° UFC/g (Brasil, 2001).

Foram obtidas quantificagcbes de SCN em 41,6% das amostras (n=15).

Das 36 amostras de sobremesa, uma (4,6x10° NMP/g) apresentou
quantificacdo de coliformes termotolerantes acima do permitido pela legislacéo,
que estabelece um limite de 10° NMP/g e n&o houve confirmacao para E. coli.

Quatro amostras foram quantificadas com SCP (de 1x10* a 7x10*(est.) UFC/g)
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e estavam de acordo com a legislacdo, que estabelece um limite de até 10°
UFC/g (Brasil, 2001). A metade das amostras apresentaram quantificagcoes

para SCN (Tabela 2).

Um estudo realizado em Porto Alegre, RS, Brasil, avaliou 26 amostras
de diversos alimentos, incluindo carnes cozidas e sobremesas, e encontrou 15
amostras com SCN e nenhuma amostra com SCP. Este mesmo estudo avaliou
a adequacao de carnes cozidas e sobremesas para coliformes termotolerantes,
de acordo com a legislacdo brasileira, e encontrou inadequacdo em

aproximadamente 50% de ambas as amostras (Mello, 2014).

Alves e Ueno (2010) avaliaram diferentes tipos de carnes cozidas em
restaurantes do tipo self-service na cidade de Taubaté, SP, Brasil e
encontraram 3,1% (n=1) das amostras com quantificacdes acima do permitido
pela legislacdo para SCP. Todas as quantificacbes de coliformes
termotolerantes estavam dentro do limite permitido pela legislacdo, embora

29,8% (n=8) das amostras foram confirmadas para E. coli.

Dois estudos avaliaram sobremesas, o primeiro foi realizado na Grécia,
em cantinas universitarias, e avaliou 82 amostras, das quais 76,8% (n=63)
estavam contaminadas por Staphylococcus spp. (Kotzekidou, 2013). O
segundo foi realizado no México, em restaurantes publicos, e avaliou 98
amostras, das quais 58,2% (n=57) estavam contaminadas por coliformes

termotolerantes e 6,1% (n=6) por E. coli (Vigil et al., 2009).

No presente estudo, foram poucas as amostras que apresentaram

contaminagao por micro-organismos indicadores. Se tratando de alimentos
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cozidos, acredita-se que o tempo de coccédo foi suficiente para reduzir a
contaminag¢do microbiana e que possivelmente ndo houve contaminacgéo poés-
coccao (Franco & Landgraf, 2008; Silva-junior, 2012; Silva, 2010). A legislagéo
brasileira determina apenas a investigacdo de SCP em alimentos, por serem
produtores de toxinas e considerados de risco para a saude humana (Brasil,
2001). Provavelmente porque SCN, por muitos anos ndo foi considerado
patogénico, mas as pesquisas sugerem gque este micro-organismo pode ser
patogénico a humanos e animais (Gillespie, Headrick, Boonyayatra, & Oliver,

2009; Chajecka-Wierzchowska, 2015).

Das 72 amostras de alimentos analisadas foram obtidos 38 isolados de
Staphylococcus spp., sendo cinco de SCP e 33 de SCN. Destes 38 isolados,
16 foram provenientes das preparacfes a base de carne bovina, sendo uma
amostra SCP e 22 de sobremesas, sendo quatro amostras SCP.

Foi testada a resisténcia antimicrobiana dos 38 isolados de
Staphylococcus spp. Estes apresentaram maior resisténcia a penicilina (39,5%)
e a oxacilina (34,2%) e resisténcia intermediaria a eritromicina (5,3%) e a
rifampicina (2,6%). Além disso, todos os isolados apresentaram sensibilidade
aos antimicrobianos cloranfenicol, gentamicina, tetraciclina e
sulfametoxazol/trimetoprim (Tabela 3) e 5,3% (n=2) dos isolados foram

multirresistentes.
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Tabela 3. Teste de resisténcia a antimicrobianos de Staphylococcus spp. isolados de
preparacfes a base de carne bovina e sobremesas. Pelotas, 2015. (n=38)

Antimicrobiano Sensivel (%) Intermediario (%) Resistente (%)
Clindamicina 94,7 0 53
Vancomicina 94,7 0 5,3
Eritromicina 84,2 5,3 10,5
Cloranfenicol 100 0 0
Rifampicina 94,8 2,6 2,6
Cefepima 94,7 0 53
Oxacilina 65,8 0 34,2
Penicilina 60,5 0 39,5
Ciprofloxacina 97,4 0 2,6
Gentamicina 100 0 0
Tetraciclina 100 0 0
Sulfametoxazol/Trimetoprim 100 0 0

Estudos semelhantes que avaliaram a resisténcia antimicrobiana de
isolados de Staphylococcus spp. encontraram 53,8% (n=80) resistentes a
penicilina (Gundogan, Citak, Yucel, & Devren, 2005), 23,1% (n=78) resistentes
a oxacilina (Xu et al., 2014) e aproximadamente 100% (n=16) sensiveis a
cloranfenicol, gentamicina, tetraciclina e sulfametoxazol/ trimetoprim (Aydin et
al., 2011).

A penicilina e a oxacilina interferem na sintese e remodelagdo dos
peptidoglicanos bacterianos. As proteinas de ligacdo a penicilina (PLP) 2a tém
baixa afinidade por estes antimicrobianos e ao substituir outras PLP permitem
que a bactéria sobreviva em altas concentragbes. A penicilina foi o primeiro
antibiético utilizado para combater infeccbes causadas por S. aureus, mas
devido ao uso excessivo e inadequado, a bactéria adquiriu a capacidade de
resisténcia a estes antimicrobianos (Podkowik, 2013. Sousa et al., 2014; Spanu

et al., 2014; Tang, Apisarnthanarak e Hsu, 2014; Xu et al., 2014).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0169409X14001690
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0169409X14001690
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0169409X14001690

79

Dos 38 isolados de Staphylococcus spp. testados para verificagdo da
presenca de gene de EEs classicas, a EEE foi a mais frequente. Dos cinco
isolados de SCP, um isolado continha o gene para EEE, sendo proveniente de
uma amostra de sobremesa. Dos 33 isolados SCN, dois continham o gene para

EEE, dois para EEB, dois para EEC e um para EED.

Xing et al. (2014) avaliaram 128 isolados de S. aureus de alimentos
prontos para o consumo, e encontraram 2,3% (n=3) de EEE. Mello et al. (2014)
avaliaram isolados de Staphyloccocus spp. em 26 amostras de alimentos
prontos para o consumo e encontraram 3,8% (n=1) de EEB e 3,8% (n=1) de

EEC.

A ingestdo de EE pode causar intoxicacdo alimentar estafilococica, e
esta diretamente relaciona a quantificacdo de Staphylococcus (acima de 10°
UFC/g) no alimento estudado. Além disso, a intoxicacdo alimentar apresenta
como sintomas vomitos, contracbes gastrointestinais, diarreia, fraqueza e
tonturas (Bhumias, 2008; Podkowik, 2013). No Brasil, S. aureus aparece em
segundo lugar como responsavel por surtos alimentares (BRASIL, 2014). No
entanto, estudos brasileiros ja demostraram a presenca de gene de EEs em
espécies de SCN oriundos de diferentes tipos de alimentos (Oliveira, Miya,
Sant'Ana, & Pereira 2010; Lyra et al., 2013; Rall et al., 2014). A EEE raramente
é relatada em alimentos e seu envolvimento em surtos alimentares também é
pouco frequente, enquanto que a EEA é considerada a mais comum nos casos
de intoxicagdo alimentar estafilocécica, seguida pela EED. (Oliveira, 2011;
Argudin, Mendoza & Rodicio, 2010; Alibayov, Zdenkova, Sykorova &

Demnerova 2014).
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Concluséo

A maioria dos micro-organismos indicadores das condicdes
higienicossanitarias encontrado estavam de acordo com a legislacdo sanitéria
brasileira. Além disso, os isolados de Staphylococcus spp., apresentaram alto
percentual de resisténcia antimicrobiana a penicilina e oxicilina. E o gene de

SEE foi 0 mais frequente entre os isolados de Staphylococcus spp.
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6 Considerac0des finais

- Foram isolados coliformes termotolerantes, Escherichia coli e Staphylococcus
spp. nas saladas de alface, nas preparacdes a base de carne bovina e nas
sobremesas, conforme o esperado. Todas as amostras de salada de alface
apresentaram auséncia de Salmonella spp. As saladas de alface apresentaram
um alto percentual de micro-organismos indicadores da qualidade
higienicossanitaria dos alimentos quando comparadas as preparacfes a base
de carne bovina e as sobremesas. Acredita-se que estes resultados ocorreram
devido a inadequada ou insuficiente higienizacéo das saladas de alface, ja que
sdo servidas cruas, enquanto que as preparacdes a base de carne bovina e as
sobremesas possivelmente passaram por algum processamento térmico que
foi suficiente para diminuir o crescimento dos micro-organismos estudados.

- Houve resisténcia a antimicrobianos nos isolados de Staphylococcus spp.
para as amostras de salada de alface, preparacdes a base de carne bovina e
sobremesa. Entretanto, o0 percentual de resisténcia e multirresisténcia
antimicrobiana foram maiores para salada de alface do que para as
preparacdes a base de carne bovina e sobremesa.

- Houve a confirmacao da presenca de gene de EEs classicas (B, C, D, E) nos
isolados de Staphylococcus spp. para as preparacdes a base de carne bovina
e sobremesas.

De uma maneira geral pode-se concluir que a maioria das amostras a
base de carne bovina e sobremesas apresentaram resultados satisfatorios,
enquanto que a maioria das saladas de alface apresentaram resultados
insatisfatorios, em relacdo aos parametros exigidos pela legislacdo sanitaria

brasileira.
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