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a meticilina em sashimi. 67f. 2017. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) -
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RESUMO

Sashimi é um produto da culinaria japonesa elaborado com peixe cru geralmente das
espécies salmdo e atum. Por ser preparado com matérias primas que nao sofrem cocgédo
ou outro tratamento térmico, o sashimi, produto muito popular em varios paises do
mundo, inclusive no Brasil, é susceptivel a contaminagdo bacteriana durante o preparo,
armazenamento e distribuicdo. Entretanto, dados sobre a ocorréncia de patdgenos nesse
tipo de produto sdo escassos. A espécie Staphylococcus aureus comumente associada as
infeccdes hospitalares € um problema de salde publica e recentemente tem sido relatada
a presenca de cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) em
pessoas ndo internadas em redes hospitalares, bem como o seu isolamento em varios
alimentos de origem animal. Com base nesses relatos e diante da importancia que o
pescado representa na dieta do brasileiro, o objetivo desse estudo foi investigar a
ocorréncia de Staphylococcus coagulase-positiva, incluindo Staphylococcus resistente a
meticilina (MRSA) em sashimi. Para tal, um total de 127 amostras de sashimi foram
adquiridas em 16 restaurantes da culinéria japonesa localizados na regido metropolitana
de Salvador, BA. As amostras foram pré-enriquecidas em caldo Mueller-Hinton com
6,5% de NaCl e enriquecidas em caldo vermelho de fenol manitol contendo ceftizoxima
e aztreonam. O isolamento do microrganismo foi conduzido em agar manitol
hipertbnico e colbdnias caracteristicas foram caracterizadas pela coloracdo de Gram e
testes de catalase e coagulase. Para confirmacdo da presenca de MRSA, os isolados de
Staphylococcus ~ coagulase-positiva  foram  submetidos as  andlises  de
susceptibilidade/resisténcia a antimicrobianos pela técnica de disco-difusdo, utilizando-
se como marcadores a cefoxitina e a oxacilina. Analise estatistica descritiva foi
conduzida para verificar associacdo entre o tipo de peixe utilizado no preparo do
sashimi (atum ou salmé&o) e a presenca de MRSA. Verificou-se que 93 (73,2%) das
amostras estavam contaminadas com Staphylococcus coagulase-positiva e dessas 35
(74,5%) foram provenientes de sashimi preparados com atum e 58 (72,5%) de sashimi
preparados com salmdo. Um total de 163 isolados foi obtido e MRSA foi detectado em
32 (65,3%) das amostras de sashimi de salméo e em 17 (34,7%) das amostras de
sashimi de atum. A andlise estatistica demonstrou ndo existir associacao entre o tipo de
pescado usado na preparacdo do sashimi e a presenca de MRSA. Esses resultados
demonstraram uma alta ocorréncia de Staphylococcus coagulase-positiva em sashimi
comercializados em Salvador, indicando risco potencial de toxinfec¢do alimentar por
Staphylococcus. Em adicdo, foi verificado que mais de 79% dos isolados de
Staphylococcus coagulase-positiva apresentaram resisténcia a Penicilina G, antibidtico
comumente utilizado na medicina veterindria e humana. Por outro lado, 98,8% dos
isolados demonstraram sensibilidade & vancomicina, confirmando esse antibidtico como
um farmaco adequado para uso no controle da infeccdo por MRSA. Em relacdo a
presenca de MRSA nas amostras, observou-se alta ocorréncia de isolados resistentes aos
marcadores cefoxitina e oxacilina. Esses resultados enfatizam a necessidade de
melhorar o controle e monitoramento das préaticas higiénicossanitarias no preparo do



sashimi, assim como no uso de antibidticos na aquicultura e na medicina humana,
evitando a propagacao do microrganismo e seus genes de resisténcia.

Palavras-chave: MRSA, Culinéria japonesa, Higiene, Peixe
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ABSTRACT

Sashimi is a product of Japanese cuisine made with raw fish usually of the species
salmon and tuna. Being prepared with raw materials that do not undergo cooking or
other heat treatment, sashimi, a very popular product in several countries in the world,
including Brazil, is susceptible to bacterial contamination during preparation, storage
and distribution. However, data on the occurrence of pathogens in this type of product
are scarce. The Staphylococcus aureus species commonly associated with hospital
infections is a public health problem, and the presence of methicillin-resistant strains of
Staphylococcus aureus (MRSA) in non-hospitalized patients has been reported recently,
as well as its isolation in various foods of animal origin. Based on these reports and the
importance of fish in the Brazilian diet, the objective of this study was to investigate the
occurrence of coagulase-positive Staphylococcus, including methicillin-resistant
Staphylococcus (MRSA) in sashimi. To this end, a total of 127 sashimi samples were
purchased from 16 Japanese cuisine restaurants located in the metropolitan region of
Salvador, Bahia. The samples were pre-enriched in Mueller-Hinton broth with 6.5%
NaCl and enriched in red phenol mannitol broth containing ceftizoxime and aztreonam.
Isolation of the microorganism was conducted on hypertonic mannitol agar and
characteristic colonies were characterized by Gram staining and catalase and coagulase
tests. To confirm the presence of MRSA, the isolates of coagulase-positive
Staphylococcus were subjected to antimicrobial susceptibility / resistance analyzes by
disc diffusion technique using cefoxitin and oxacillin as markers. Descriptive statistical
analysis was conducted to verify the association between the type of fish used to prepare
sashimi (tuna or salmon) and the presence of MRSA. It was verified that 93 (73.2%) of
the samples were contaminated with coagulase-positive Staphylococcus and of these 35
(74.5%) were from sashimi prepared with tuna and 58 (72.5%) of sashimi prepared with
salmon. A total of 163 isolates were obtained and MRSA was detected in 32 (65.3%) of
the salmon sashimi samples and in 17 (34.7%) of the tuna sashimi samples. Statistical
analysis showed no association between the type of fish used in the preparation of
sashimi and the presence of MRSA. These results showed a high occurrence of
coagulase-positive Staphylococcus sashimi marketed in Salvador, indicating potential
risk of food toxinfection by Staphylococcus. In addition, over 79% of the coagulase-
positive Staphylococcus isolates showed resistance to Penicillin G, an antibiotic
commonly used in veterinary and human medicine. In other side, 98.8% of the isolates
demonstrated sensitivity to vancomycin, confirming this antibiotic as an adequate drug
for use in the control of MRSA infection. Regarding the presence of MRSA in the
samples, we observed a high occurrence of isolates resistant to the markers cefoxitin
and oxacillin. These results emphasize the need to improve the control and monitoring
of hygienic sanitary practices in the preparation of sashimi, as well as the use of
antibiotics in aquaculture and human medicine, avoiding the propagation of the
microorganism and its resistance genes.

Key words: MRSA, Japanese cuisine, Hygiene, Fish
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INTRODUGCAO GERAL

A carne de peixe € uma excelente fonte de proteina animal, além de possuir
outros nutrientes essenciais, 0 que contribui para uma alimentacdo saudavel em diversas
regibes do mundo, sobretudo, nos paises em desenvolvimento, onde muitos dependem
do peixe como principal fonte de proteina (FAO, 2006). Estima-se que das 160 milhdes
de toneladas produzidas mundialmente do alimento, cerca de 136 milhdes séo utilizadas
para consumo humano direto (FAO, 2014a).

O Brasil, pais que apresenta faixa litoranea com dimensdes continentais, possui
um grande potencial para aproveitar a fonte de pescado proveniente do oceano para
consumo da sua populacdo. De acordo com o Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento, os brasileiros consomem em torno de 14,4 Kg de pescado per
capita/ano, nimero que esta acima do recomendado pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) que é de 12 Kg, por habitante, a cada ano (BRASIL, 2017). Associadas
ao grande consumo de pescado por parte dos brasileiros, estdo a ascensdo e
popularizacéo da culinaria japonesa em restaurantes, em especial o consumo de sushi e
sashimi, fato que pode ter contribuido para 0 aumento no consumo per capita/ano de
pescado em todo o pais.

Sashimi é um produto oriundo da culinaria japonesa, elaborado utilizando peixes
crus como salmdo e atum. Esse produto que é muito popular em varios paises do
mundo, inclusive no Brasil, é susceptivel a contaminacdo bacteriana durante o seu
preparo, armazenamento e distribuicao.

De acordo com Amson et al. (2006), microrganismos presentes no organismo de
peixes, podem ser encontrados ap0s a captura na carne crua e ainda causar
contaminacdo cruzada em outros produtos. Além disso, é de conhecimento que a
presenca de patdgenos esta ligada a muitos fatores como a contaminagdo do habitat
onde esses peixes foram pescados ou criados, contaminacdo do ambiente de producéo,
falta de higiene na manipulagdo, processamento, armazenamento e venda desses
produtos (FRANCO e LANDGRAF, 2008; ARAUJO e NASCIMENTO, 2013).

Entre os patdgenos mais envolvidos em doencas veiculadas por alimentos se
destaca Staphylococcus aureus, considerado a terceira causa mais importante de
doencgas veiculadas por alimentos no mundo (NORMANNO et al., 2005; COSTA,
2013b). Existem dois agravantes para a sua presenca: a producdo de toxinas e a

resisténcia a antimicrobianos (COSTA, 2013b). A producdo de enterotoxinas
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geralmente estd associada ao Staphylococcus coagulase e termonuclease (TNase)
positivas, porém algumas especies de estafilococos que ndo produzem nenhuma dessas
enzimas também podem produzir enterotoxinas (JAY, 2005).

Em se tratando das infec¢bes causadas pelo S. aureus verifica-se que a
incidéncia vem aumentando consideravelmente nas Gltimas décadas em todas as faixas
etarias, de acordo com estudos epidemioldgicos (ANDRADE, 2008), sendo que nos
ultimos anos, tem-se observado o surgimento de cepas de S. aureus resistentes a
antimicrobianos, devido ao seu genoma extremamente adaptavel (RIZEK, 2010;
COSTA, 2013b).

A elevada prevaléncia de resisténcia de microrganismos patogénicos a
antimicrobianos verificada em alguns estudos, possivelmente estd relacionada ao uso
indiscriminado e cada vez mais elevado de antibi6ticos com finalidade profilatica e/ou
promotora de crescimento na medicina veterindria e no tratamento de doencas na
medicina humana (SOUFI et al., 2011; JIANG et al., 2014).

Agentes antimicrobianos como as penicilinas sdo rotineiramente misturados a
racdo animal para aumentar o peso e melhorar a satude animal. Segundo a Food and
Drug Administration (FDA), varios pesquisadores tem se preocupado com o fato de que
0 uso indiscriminado dos antimicrobianos possa levar ao aumento de genes de
resisténcia que podem ser disseminados entre humanos (FDA, 2015).

A resisténcia a meticilina em estafilococos esta associada com a aquisi¢do de um
grande fragmento de DNA no cassete cromossomico estafilococico mec (SCCmec), que
¢ considerado um elemento genético movel. Esse evento foi observado em
Staphylococcus aureus antes mesmo do isolamento da primeira cepa de S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) em 1961 (MEDIAVILLA et al., 2012).

Por mais da metade do século, apds esta constatacdo, MRSA foi considerado um
patégeno nosocomial, com um ndmero limitado de clones, causando infecgdes graves
em individuos com fatores de risco, que se encontravam sob cuidados hospitalares.
Durante a década de 90, no entanto, relatérios de um novo clone de MRSA associado a
infeccbes em individuos saudaveis em comunidades (CA-MRSA) comecaram a
aparecer na literatura e foram associados com linhagens geneticamente distintas,
aparentemente sem relacdo com as cepas de MRSA (HA-MRSA) associadas a hospitais.
Posteriormente, cepas de MRSA associadas a comunidades emergiram em varios
continentes e foi constatado o aumento da resisténcia aos antimicrobianos de varias

dessas cepas implicadas em doencas infecciosas. Devido a multiplicidade de cepas de
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CA-MRSA existentes atualmente e o uso indiscriminado de antimicrobianos na
promocao da saude animal, estudos que avaliem a ocorréncia de MRSA em alimentos
sdo de suma importancia para que se possa propor medidas de seguranga adequadas na
cadeia produtiva de alimentos, considerando os riscos inerentes a sua producdo ou
preparo, com a finalidade de elaborar estratégias efetivas e aplicaveis a prevencao e
controle da infeccéo.

Esse estudo organiza-se em dois capitulos: o primeiro deles apresenta uma
Revisdo de Literatura com abordagem de temas relacionados a caracterizacdo de
MRSA, a sua ocorréncia em alimentos de origem animal e resisténcia a
antimicrobianos. O segundo capitulo, em forma de artigo, avalia a ocorréncia de
Staphylococcus coagulase-positiva e Staphylococcus resistente a meticilina (MRSA) em
sashimi comercializado em restaurantes da culinaria japonesa em Salvador, BA. Ambos
obedecem ao disposto na Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) para

redacéo de Dissertagéo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia de Staphylococcus coagulase-positiva, incluindo
Staphylococcus resistente a meticilina (MRSA) em sashimi comercializados em
restaurantes da culinaria japonesa de Salvador, BA e a sensibilidade dos isolados a

antimicrobianos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar a ocorréncia de Staphylococcus coagulase-positiva em sashimi;

Determinar a fregéncia de Staphylococcus coagulase-positiva resistente a meticilina
(MRSA) nos isolados de Staphylococcus coagulase-positiva;

Investigar a sensibilidade dos isolados de Staphylococcus a antimicrobianos;

Investigar a ocorréncia de associacdo entre os tipos de peixes utilizados no preparo do

sashimi (atum ou salmao) e a presenca de MRSA.
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CAPITULO 1
REVISAO DE LITERATURA
1. APRODUCAO DO PESCADO

A pesca e aquicultura continuam sendo fontes importantes de alimentos,
nutricdo, renda e subsisténcia para centenas de milhdes de pessoas em todo o0 mundo. A
oferta mundial de pescado per capita atingiu um novo recorde de 20 kg em 2014, gracas
ao forte crescimento da aquicultura, que agora fornece metade de todo o peixe para
consumo humano (FAO, 2016).

Nas Ultimas décadas, a expansdao da producdo aquicola contribuiu
significativamente para 0 aumento do consumo e comercializacdo de espécies que eram
capturadas principalmente como selvagens, com produtos de cria¢do representando uma
parcela crescente do comércio internacional de peixe (FAO, 2016) (Figura 1).

PRODUGAO MUNDIAL DE PESCA DE CAPTURA E DE AQUICULTURA

180
160
140
120

80

MILHOES DE TONELADAS
8

40
20

1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 20102014

I Produgiio de aquicultura
I Produgiio da pesca de captura

Figura 1. Expansdo da producdo mundial da pesca de captura e da aquicultura no
mundo.
Fonte: Adaptado da FAO (2016)

Em 2014, a producéo oriunda das atividades de pesca e aquicultura atingiu cerca
de 168 milhdes de toneladas, contra 163 milhdes no ano de 2013 (Tabela 1), e a China

continua sendo a maior produtora mundial de pescado, além do pais com maiores
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consumidores desse alimento (FAO, 2016). O Brasil ocupa apenas a 192 posi¢do no
ranking mundial, entretanto, como outros paises em desenvolvimento, o Brasil
desempenha um papel de grande relevancia no suprimento dos mercados de alimentos
do mundo, representando 61% do total das exportacdes de peixe no ano de 2012. Esse
papel é tdo importante que o percentual de exportacGes do pescado foi superior a outros
produtos da agricultura, como leite, agUcar, arroz, carne e banana, totalizando uma
receita liquida de cerca de 35 bilhdes de dolares (FAO, 2014b).

Tabela 1. Producdo mundial da pesca e da aquicultura.

2009 2010 201 2012 2013 2014
(Milhdes de toneladas)

Continental 10.5 11.3 11.1 11.6 11.7 11.9
Marinha 797 77.9 82.6 797 81.0 81.5
Total de captura 90.2 89.1 93.7 91.3 92.7 93.4
.
Continental 34.3 36.9 38.6 42.0 44.8 47 .1
Marinha 21.4 22.1 23.2 24.4 25.5 26.7
Total da aquicultura 55.7 59.0 61.8 66.5 70.3 73.8
TOTAL 145.9 148.1 155.5 157.8 162.9 167.2

Fonte: Adaptado da FAO (2016)

Ainda, em se tratando de Brasil, um balanco realizado pelo Ministério da Pesca e
Aquicultura (MPA) estimou que a producédo de pescado no pais no ano de 2013 seria de
mais de 2,5 milhdes de toneladas (BRASIL, 2013). Dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2015) apontaram que, em 2015, foram produzidas 483
mil toneladas de peixe, com incremento de 1,5% em relacdo a 2014. O Relatério da
Organizacdo das Nacbes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO), de 2016,
estimou que o pais devera registrar crescimento de 104% na pesca e aquicultura até
2025 (BRASIL, 2017). Alem disso, dados do boletim estatistico do MPA demonstram
que, dentre todas as regides da Federacédo, a regido Nordeste ocupava o primeiro lugar

em producéo de pescado, seguida da regido Sul (BRASIL, 2011).

1.1. Salméo (Salmon salar L.)

Salméo, Salmdo Negro ou Salmédo do Atlantico (Salmon salar L.), sdo nomes

populares dados ao principal representante da Familia Salmonidae, tendo como
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caracteristicas principais, o corpo alongado e a presenca de um delgado peddnculo
caudal. Além disso, possui coloracdo marrom no dorso, podendo ser verde ou azul, 0s
flancos prateados e o abdome em coloragéo branca (IUCN, 1996; FAO, 2014c).

A espécie é indigena da costa europeia do Atlantico Norte e dos rios que nela
desaguam, portanto anddroma que se reproduz em agua doce, onde passa 0S primeiros
anos (2-3 anos), até sofrerem o processo de “salmonificagdo”, através do qual a sua
fisiologia se adapta a agua do mar, permitindo viver em aguas salgadas. A criagdo foi
inicialmente desenvolvida no Reino Unido, no século XIX, para efeitos de
repovoamento, para fins de pesca desportiva. Mas foi na Noruega, em 1960, que as
primeiras exploracdes aquicolas comecaram a instalar jaulas flutuantes, com o objetivo
de comercializar salm@es adultos (2 a 5 kg) (COMISSAO EUROPEIA, 2012).

As técnicas de producdo de salmédo seguem trés fases do ciclo, sendo as duas
primeiras realizadas em agua doce e a Ultima, a de engorda, ocorre no mar. O salmao é
um peixe carnivoro, em cativeiro, sdo alimentados com granulados a base de farinha e
6leo de peixe, que contém tambem outros ingredientes, como farinhas e extratos
vegetais (cereais, fava, soja, etc.), vitaminas e sais minerais, bem como o pigmento
carotenoide (natural ou sintético), astaxantina, que lhe confere a cor caracteristica
(COMISSAO EUROPEIA, 2012; FAO, 2014c).

Em nivel mundial, a aquicultura responde por dois tercos da producéo total de
salmdo. A espécie mais cultivada é o salmdo do Atlantico (Salmon salar L.), que
representa 93% da producdo total da aquicultura. Entre os principais paises produtores
encontram-se: Noruega, Chile, Canad4, Estados Unidos, Austrélia, RUssia, Espanha,
Franca, Irlanda, Islandia, Finlandia e Dinamarca (IUCN, 1996; COMISSAO
EUROPEIA, 2012; FAO, 2014c).

As principais enfermidades que afetam o salmdo variam com a localizacdo
geogréfica e, em alguns casos, se utilizam antibidticos e outros produtos farmacéuticos
para o tratamento, dependendo do pais produtor e dos requisitos estabelecidos por eles
para o controle das doengas (FAO, 2014c).

O salmdo é um alimento nutricionalmente saudavel em termos de composicado
centesimal e de 4cidos graxos, podendo ser consumido em uma dieta com alto teor
protéico e elevado teor de &cidos graxos essenciais (TONIAL et al., 2010).

A Tabela 2 apresenta a composic¢ao do salmao in natura com base nos teores de

umidade, valor energético, proteina e lipidios, minerais e vitaminas.
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Tabela 2. Composi¢do do salmdo (Salmon salar L.) in natura por 100 gramas de parte

comestivel.
Nutriente Quantidade
Valor energético 170 kecal = 710 kJ
Umidade 69 %
Proteinas 19,3¢g
Lipideos 9,79
Gorduras saturadas 259
Gorduras monoinsaturadas 299
Gorduras poliinsaturadas 319
Acido linoleico (18:2n-6) 1,73¢
Acido alfa-linolénico (18:3 n-3) 0,03¢g
Acido docosahexan6ico (22:6) 0,46 g
Acido eicosapentandico (20:5) 0,43 g
Colesterol 53,0 mg
Célcio 9mg
Magnésio 27,4 mg
Fosforo 259 mg
Ferro 0,2mg
Potassio 376 mg
Niacina 3,21 mg
Saédio 64 mg

Fonte: Adaptado da Tabela TACO (NEPA, 2011)

Juntamente com outras espécies de salmonideos, o peixe apresenta altos niveis

de acidos graxos essenciais, tais como acidos alfa-linolénico (LNA, 18:3n-3), linoleico

(LA, 18:2n-6) e também niveis elevados de &cidos graxos poli-insaturados émega-3
(AGPI n-3), resultado de sua dieta alimentar (GREENE e SELIVONCHICK, 1990;

YANG e DICK, 1994; TONIAL et al., 2010).

O 4cido LNA é metabolizado em outros &cidos, entre eles os &cidos

docosahexanoico (DHA) e eicosapentandico (EPA). A esses acidos graxos tém sido

atribuidos uma grande importancia nutricional, pois sua ingestdo reduz o nivel de

colesterol do organismo e o consumo de Oleos de peixe reduz fatores bioquimicos de

risco associados as doengas cardiovasculares, psoriase, artrite e cancer (MAYSER et al.,
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1998; HUNTER e ROBERTS, 2000; VISENTAINER et al., 2000; YEHUDA et al.,
2002; BRANDAO, 2005; ELVEVOLL et al., 2006; CASTRO et al., 2007; TONIAL et
al., 2010).

1.2. Atum (Thunnus thynnus)

O atum (Thunnus thynnus) pertence a familia Scombridae e tem como
caracteristica viver a maior parte do tempo em alto mar, aproximando-se da costa
apenas em algumas épocas do ano. Essa espécie, com dorso azul-escuro, quase
enegrecido, e flancos e abdome na coloragéo branca, tem a habilidade de suportar uma
ampla faixa de temperatura e podem alcancar trés metros de comprimento (IUCN, 2011;
FAO, 2014d; COMISSAO EUROPEIA, 2017).

A espécie é encontrada em todo o Oceano Atlantico, bem como no Mediterraneo
e Mar Negro (COMISSAO EUROPEIA, 2017). As principais espécies comercializadas
séo a albacora, patudo, atum-rabilho (Thunnus maccoyii, Thunnus orientalis e Thunnus
thynnus), gaiado e atum-amarelo (Katsuwonus pelanis, Thunnus albacares), e
totalizaram uma producdo de 5,1 milhGes de toneladas em 2013, representando um
aumento de meio milhdo de toneladas. Em 2014, a totalidade das capturas de atum e
espécies afins ascendeu a quase 7,7 milhdes de toneladas (FAO, 2016). Os principais
paises na pesca de atum sdo o Japdo, Estados Unidos e Canada (IUCN, 2011; FAQO,
2014d).

O atum é alvo de uma vasta gama de métodos de pesca, desde as tradicionais
empregando armadilhas, vara e linha até a pesca de palangre no alto mar, a de arrasto, e
a pesca com rede de cerco (COSTA, 2013a; FAO, 2014d; COMISSAO EUROPEIA,
2017), sendo que 60% das capturas em todo 0 mundo séo feitas através da rede de cerco
(COSTA, 2013a; COMISSAO EUROPEIA, 2017).

Segundo a FAO (2016), em 2013, as principais espécies de atum foram
exploradas em um nivel biologicamente insustentavel. Em alguns casos, a situagao
dessas principais espécies de atum € desconhecida ou ndo é suficientemente conhecida,
pois a demanda do mercado continua a ser elevada e a frota de pesca do atum continua a
ter excesso de capacidade substancial, sendo necessario realizar uma gestdo eficaz dos
estoques subexploradas (FAO, 2016).

Nas Gltimas décadas, foram criadas varias organizagdes, como a Comisséo

Internacional para a Conservagdo dos Tunideos do Atlantico (ICCAT), com o fim de
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evitar cenarios indesejaveis e/ou inaceitaveis. Em uma das reunides anuais da ICCAT,
em 2006, foi acordado um plano de recuperacdo de 15 anos baseado numa reducdo do
total admissivel de captura (TAC), e em um tamanho maior de desembarque minimo
(COSTA, 2013a; COMISSAO EUROPEIA, 2017).

O atum, como outros géneros de peixes de aguas oceanicas e frias com alto teor
de gordura, proporciona maior contetdo de &cidos graxos poli-insaturados 6mega-3
basicamente na forma de &cido docosahexandico (DHA) e eicosapentandico (EPA).
Sendo seu consumo fundamental para a saude em funcdo da reducdo do risco de
doencas cardiovasculares, de ter acdo anti-inflamatdria, auxiliar na regeneracdo dos
neurbnios e atuar no desenvolvimento cerebral e também na coagulacdo sanguinea,
reduzindo a agregacao plaquetaria (ANDRADE, 2006; TONIAL et al., 2010).

A Tabela 3 apresenta a composi¢do do atum in natura com base nos teores de

umidade, valor energético, proteina e lipidios, minerais e vitaminas.

Tabela 3. Composi¢do do atum (Thunnus thynnus) in natura por 100 gramas de parte

comestivel.
Nutriente Quantidade
Valor energético 118 kcal = 492 kJ
Umidade 73,1 %
Proteinas 25,7 ¢
Lipideos 099
Gorduras saturadas 059
Gorduras monoinsaturadas 0,29
Colesterol 48,0 mg
Célcio 7mg
Magnésio 32,0 mg
Fésforo 254 mg
Ferro 1,3 mg
Potassio 308 mg
Cobre 0,09 mg
Zinco 0,4 mg
Vitamina A 20 pug
Niacina 5,94 mg
Saédio 30 mg

Fonte: Adaptado da Tabela TACO (NEPA, 2011)
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O Fe e o0 Cu sdo elementos que desempenham papel de destaque na carne do
peixe por serem componentes de pigmentos protéicos respiratorios (hemoglobina,
mioglobina, hemocianina, entre outros), portanto, peixes de carne vermelha e escura

contém mais Fe e Cu do que os de carne branca (OLIVEIRA, 2003).

2. DOENCAS VEICULADAS POR ALIMENTOS

As Doencas Veiculadas por Alimentos (DVA) abrangem uma ampla variedade
de doengas que se manifestam apds a ingestdo de alimentos contaminados,
representando grande impacto na saude da populacdo mundial e, consequentemente,
grande preocupacao nos orgaos de vigilancia sanitaria e epidemiolégica (HANSON et
al., 2012; ANSELMO et al., 2015).

Entre os patdgenos mais implicados em surtos originados da ingestdo de
alimentos se destaca Staphylococcus aureus, a terceira maior causa de doencas
veiculadas por alimentos, sendo precedido apenas pela Salmonella spp. e Escherichia
coli. O microrganismo é considerado como uma das principais preocupacdes em salde
publica devido a resisténcia apresentada a multiplos medicamentos. Ao longo dos anos,
frequentemente vem sendo feitos relatos consideraveis de surtos de alimentos causados
pelo microrganismo, que habitualmente é encontrado em seres humanos e animais
(NORMANNO et al., 2007; CONTRERAS et al., 2015; MIAO et al., 2017). E
considerado um excelente indicador da ineficiéncia do processamento térmico,
condigcdes higiénicas inadequadas durante a producgdo/preparo, ou refrigeragdo
inadequada ap6s o preparo de alimentos (JAY, 2005; CONTRERAS et al., 2015). No
Japdo, os microrganismos veiculados por peixes, incluindo S. aureus, sdo uma das
principais causas de doencas veiculadas por alimentos (CATO, 1998; HAMMAD et al.,
2012), tanto pelo elevado consumo de peixe, como pela pratica comum de comer peixe
cru (HAMMAD et al., 2012).

2.1. Staphylococcus aureus

2.1.1. Caracterizagao

O género Staphylococcus (do grego “staphyle” = cacho de uvas e “coccus” =

semente ou grdo) pertence a familia Staphylococcaceae. Apresenta-se em forma de
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cocos Gram positivos, com 0,5 a 1,5 um de didmetro, imdveis, ocorre na forma de
células isoladas, em pares, tétrades e cadeias curtas, porém € encontrado
predominantemente formando grupos semelhantes a cachos de uva, devido a sua divisdo
ocorrer de maneira aleatoria e em varios planos. Os estafilococos ndo esporulam e sdo
aerobios ou anaerobios facultativos, exceto as espécies Staphylococcus aureus
subespécie anaerobius e Staphylococcus saccharolyticus, que sdo anaerdbios estritos,
catalase negativos e ndo fermentam carboidratos. Formam colGnias relativamente
grandes, com 1 a 2 mm de diametro, opacas, convexas, cremosas e suas cores variam do
branco a varios tons de amarelo, dependendo da espécie e do meio de cultivo
(KONEMAN et al., 2012; ANDRADE, 2013; COSTA, 2013b; MURRAY et al., 2014).

Os estafilococos sdao microrganismos mesofilos, apresentando temperatura de
crescimento na faixa de 4°C a 46°C, sendo a temperatura 6tima de 35°C a 37°C
(FRAZIER e WESHOFF, 2000; ANDRADE, 2013). Apresentam capacidade de crescer
dentro de uma escala compreendida entre os valores de pH 4,0 e 9,8, sendo o pH étimo
para crescimento compreendido entre 6,0 e 7,0 (FRANCO e LANDGRAF, 2008;
COSTA, 2013b). As espécies Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius e
Staphylococcus hyicus sdo coagulase positiva (KONEMAN et al., 2012) e produtoras de
enterotoxinas (FERREIRA, 2012). Staphylococcus é ainda, reconhecido como patdgeno
capaz de sobreviver em alimentos refrigerados (FREITAS et al., 2004; COSTA, 2013b),
capaz de crescer em atividade de dgua de 0,85 e em concentracdo de 25% de cloreto de
sodio, com facilidade de se disseminar e produzir biofilmes sobre superficies
inanimadas (JAY, 2005; SOARES, 2011).

O género Staphylococcus abrange cerca de 53 espécies diferentes (NCBI, 2017),
sendo 21 associadas a uma ampla variedade de infeccBes em seres humanos e animais,
(KONEMAN et al., 2012). Em patologias humanas, apesar de fazer parte da microbiota
normal, as principais espécies envolvidas sdo: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis,  Staphylococcus  haemolyticus,  Staphylococcus  lugdunensis e
Staphylococcus saprophyticus (MURRAY et al., 2014), produzindo infeccdes
oportunistas em condicdes apropriadas, sendo o microrganismo veiculado por outros
doentes ou por portadores sadios, por contato direto ou indireto (TRABULSI e
ALTERTHUM, 2008; KONEMAN et al., 2012).

No homem, o principal habitat do microrganismo s&o as fossas nasais, embora
diferentes regides do corpo possam ser colonizadas como boca e diversas areas da pele,

podendo atingir qualquer superficie ou objeto que entre em contato com essas regides, 0
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que leva a contaminacdo de alimentos direta ou indiretamente, perpetuando a cadeia
epidemioldgica da intoxicagdo alimentar estafilocdcica (CARVALHO e SERAFINI,
1996; FRANCO e LANDGRAF, 2008; FERREIRA, 2012). Geralmente, é possivel
encontrar estafilococos, até mesmo em quantidades pequenas, em quase todos o0s
alimentos de origem animal ou manipulados, a menos que tenha sido aplicado algum
tratamento térmico nos alimentos para a destrui¢do desses microrganismos (JAY, 2005).

A pele humana apresenta uma populagdo diferenciada de microrganismos,
classificados em dois grupos: microbiota residente e microbiota transitoria. A
microbiota residente é constituida por estafilococos coagulase negativo, Staphylococcus
epidermidis (85%) e por Staphylococcus aureus (coagulase positiva) e outros
microrganismos como Corynebacterium, Propionibacterium, Acinetobacter (5-25%). A
microbiota transitoria € representada pelos microrganismos que o individuo teve
contato, os quais ndo se multiplicam na pele, mas permanecem nela, podendo
contaminar outras superficies e alimentos; entre eles estdo as enterobactérias
Escherichia coli e Salmonella spp., os virus, fungos e parasitos. Os microrganismos
residentes sdo encontrados nas camadas mais profundas da pele, ndo sendo facilmente
removidos por friccdo mecanica durante simples lavagem das mdos com agua e sabao
ou detergente (RADDI et al., 1988; AYCICEK, 2004; FERREIRA, 2012), sendo a
utilizacdo de antissépticos na lavagem das mdos mais uma acdo para o controle de
microrganismos patogénicos (FERREIRA, 2012).

S. aureus é um dos principais patdgenos em infeccdes humanas, tanto de origem
comunitaria quanto hospitalar. Também esta envolvido em intoxicagdes alimentares,
pela sua capacidade toxigénica e termorresisténcia da toxina produzida em diferentes
tipos de alimentos (MOURA et al., 2006; DE BOER, et al., 2009; ANDRADE, 2013).
Apesar da célula microbiana ser sensivel ao calor, sendo destruida em uma temperatura
de 65°C, a eliminacdo da toxina se da apenas em temperatura de 121°C por um periodo
de 3 a 8 minutos (SILVA et al., 2007; FERREIRA, 2012). Ainda, Borges et al. (2008) e
Ferreira (2012) afirmam que as enterotoxinas estafilococicas (EE) s&o resistentes a agdo
de enzimas proteoliticas do sistema digestivo, permanecendo ativas apos a ingestdo. As
principais exotoxinas produzidas pelos estafilococos (EE), responsaveis por
gastrenterite, enterocolite, diarréia, intoxicacdo alimentar estafilocdcica e outras
doencas no homem, séo identificadas como SEA, SEB, SEC, SED e SEE, e as novas
SEG, SEH, SEI, SER, SES, SET e SE/s (SE/J, SE/K, SE/L, SE/M, SE/N, SE/O, SE/P,
SE/Q, SE/U, SE/U2, e SE/V) e a SEF antes designada como a toxina-1 da Sindrome do
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Choque Toxico (TSST-1), mas que perdeu atividade emética (BERGDOLL, 1989;
ARGUDIN et al., 2010; PERILLO et al., 2012; ANDRADE, 2013; COSTA, 2013b). Ha
também as Toxinas Esfoliativas dos tipos A (ETA) e B (ETB), responsaveis pela
Sindrome Estafiloctcica da Pele Escaldada (BERGDOLL et al., 1981; LEE et al., 1987;
SATO et al., 1994; YAMAGUCHI et al., 2002; TRABULSI e ALTERTHUM, 2008;
ANDRADE, 2013, COSTA, 2013b).

S. aureus também tem sido encontrado como colonizador de quase todos 0s
animais domésticos como gatos, cdes e cavalos, e domesticados como porcos, gado e
aves de capoeira. Além de mamiferos, passaros selvagens (por exemplo, urubus,
pombos, patos, faisdes, gaivotas e gralhas) também foram encontrados colonizados com
o microrganismo (MEYER, 1967; HAJEK e HORAK, 1984; CUNYA et al., 2013).

2.1.2. Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Staphylococcus multirresistentes aos antimicrobianos representa um risco sério
para pacientes hospitalizados, podendo causar uma variedade de problemas que variam
de uma infeccdo de pele a pneumonia, de uma infeccdo na corrente sanguinea a uma
sepse e morte (UNAKAL e KALIWAL, 2012; CDC, 2016). Atualmente, representa
preocupacdo ainda maior para a saude publica, com o aparecimento de infeccGes
adquiridas em comunidades sadias afetando adultos e criancas (UNAKAL e
KALIWAL, 2012).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) tem sido definido como
cepas ou linhagens de Staphylococcus aureus contendo 0 gene mecA ou apresentando
uma Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) a oxacilina mais alta que 4 mg/L
(HOSOSAKA et al., 2007). Entretanto, alguns isolados sdo mecA positivos e sensiveis a
oxacilina. O gene mecA faz parte do cassete cromossdmico estafilocdcio mec
(SCCmec), que é um grande fragmento de DNA e considerado um elemento genético
movel, cuja especulacdo é que foi adquirido por S. aureus a partir de Staphylococcus
sciuri (WU et al., 1996; MALACHOWA e DELEO, 2010; ANDRADE, 2013).

Os isolados MRSA responsaveis por infeccbes no ambiente hospitalar sdo
denominados de HA-MRSA (hospital-associated MRSA), surgidos logo apos o inicio
da penicilinoterapia, na decada de 40 (TAVARES, 2000; FERREIRA, 2012; STEFANI
et al., 2012; ANDRADE, 2013). Até a década de 90, essas infecgdes foram consideradas

um problema predominantemente hospitalar, quando entdo foram registrados o0s



31

primeiros casos oriundos de isolados de origem comunitaria ou CA-MRSA
(community-associated MRSA) (BASSETTI et al., 2009; FERREIRA, 2012;
EVANGELISTA e OLIVEIRA, 2015). A partir de entdo, cepas com caracteristicas
genéticas e fenotipicas diferentes das apresentadas pelas cepas hospitalares passaram a
ser identificadas na comunidade, causando infeccbes em pessoas saudaveis que ndo
estavam expostas aos habituais fatores de risco (BASSETTI et al., 2009;
EVANGELISTA e OLIVEIRA, 2015).

Isto se explica ndo apenas pela propagacdo de HA-MRSA em comunidade, mas
também pela disseminacdo clonal de estirpes de MRSA que parecem ter surgido como
resultado da migragdo do gene que codifica a resisténcia a meticilina (mecA) (CALFEE,
2011; FERREIRA, 2012).

O HA-MRSA caracteriza-se principalmente pela presenca de SCCmec tipos I, II,
I11, VI e VIII, auséncia da citotoxina Panton Valentine Leucocidina (PVL) na maioria
dos casos, e pela pouca ou nenhuma susceptibilidade a outros agentes antimicrobianos.
Ja 0 CA-MRSA pode ser caracterizado principalmente pela presenga de SCCmec tipos
IV, V, VII e pela presenca da citotoxina PVL, a qual é capaz de destruir leucécitos
humanos sendo, portanto, associada a necrose tecidual, especialmente pulmonar
(MILLAR et al.,, 2007; REMONATTO et al., 2007; STEFANI e GOGLIO, 2010;
MARIMON et al., 2012; STEFANI, 2012; FERREIRA, 2012; ANDRADE, 2013).

As infeccbes por MRSA tém sido causadas por clones internacionalmente
disseminados e todos identificados através de técnicas moleculares. As técnicas
moleculares mais comumente utilizados séo a tipagem do SCCmec, eletroforese em gel
de campo pulsado (PFGE), sequenciamento do gene spa e tipagem de sequéncias
multilocus (MLST) (GORDON e LOWY, 2008; MEHNDIRATTA e BAHLLA, 2012;
ANDRADE, 2013; COSTA, 2013b; LUZ, 2015).

Os principais clones pandémicos de MRSA descritos na literatura séo: Clone
Epidémico Brasileiro (BEC, ST239-MRSA-I11A), USA100 (clone Nova lorque/Japéo,
NY/J, HA-MRSA, ST5-MRSA-II), USA400 (CA-MRSA), USA500 (clone Ibérico, HA-
MRSA, ST247-MRSA-1A), USA600 (clone Berlim, BC, HA-MRSA), Hungaro
(ST239-MRSA-I11), USA800 (clone Pediatrico, PC, CA- e HA-MRSA, ST5-MRSAIV)
e USA1100 (clone Oceania Sudoeste do Pacifico, OSPC, CA-MRSA) (ENRIGHT et al.,
2002; McDOUGAL et al.,, 2003; DEURENBERG e STOBBERINGH, 2008;
RODRIGUEZ-NORIEGA et al., 2010; FERREIRA, 2012; ANDRADE, 2013).
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Nas ultimas décadas, a emergéncia e alta disseminagdo do microrganismo tem
trazido importantes mudangas nos mecanismos de prevencéo da infeccdo e nos servigos
de controle de infeccdo hospitalar e clinicas de assisténcia a satde. Por outro lado, os
recentes isolamentos de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) de varios alimentos de origem animal (como suinos, bovinos e aves de
capoeira) tem se constituido em um grande desafio no ambiente agricola e pecuario
(WULF e VOSS, 2008; CUNY et al., 2010; KOCK et al., 2013; VAN CLEEF et al.,
2011; BALLHAUSEN et al., 2014).

Isolados de MRSA associados a animais criados em fazenda (LA-MRSA,
livestock-associated MRSA) pertencem ao complexo clonal CC398 (HUIJSDENS et al.,
2006; VERKADEA e KLUYTMANSA, 2014). Esse clone foi relatado pela primeira
vez em seres humanos na Holanda em 2003 (VOSS et al., 2005; DE NEELING et al.,
2007; VERKADEA e KLUYTMANSA, 2014) e até o final de 2008, 42% de todas as
novas estirpes de MRSA identificadas nos seres humanos nos Paises Baixos pertenciam
a este clone (VERKADEA e KLUYTMANSA, 2014). Os principais grupos de risco
para o transporte de LA-MRSA CC398 sdo seres humanos com exposicao profissional
na criacdo de suinos e bezerros (VAN DEN BROEK et al., 2008; GRAVELAND et al.,
2010; VERKADEA e KLUYTMANSA, 2014).

Sabe-se que as bactérias patogénicas que apresentam resisténcia simples ou
maultipla aos antimicrobianos podem ser transferidas de animais ou produtos animais
para 0 homem (COSTA, 2013b). Assim, De Boer et al. (2009) investigando amostras de
varios tipos de carne crua do comércio varejista da Holandadetectaram uma significante
contaminacdo de MRSA nos produtos analisados. Mais recentemente, em Salvador, BA,
Brasil, Contreras et al. (2015) também detectaram o microrganismo em amostras de
hambdrgueres crus congelados e sanduiches prontos para o consumo, vendidos em
supermercados e lojas de fast food respectivamente, sendo a maior frequéncia verificada
em amostras que continham carne de frango. Costa et al. (2015) realizando investigagédo
de MRSA em alimentos carneos crus e em preparacdes a base de carne prontas para o
consumo, inclusive filés de tilapia, em hospitais publicos de Salvador-BA, encontraram
contaminagdo por MRSA tanto em filés de tilapia crus como nos pratos preparados com
esse tipo de peixe, Os autores ndo isolaram o patdgeno na carne bovina pronta para
consumo, destacando a importancia do controle de qualidade na selecao de fornecedores
de produtos de origem animal e alertando sobre o uso indiscriminado de

antimicrobianos na pecuaria e aquacultura.
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2.1.3. Terapias utilizadas no tratamento da infeccdo por MRSA

Os antibidticos sdo definidos como substancias “produzidas por diversas
espécies de microrganismos (bactérias, fungos, actinomicetos), que suprimem o
crescimento de outros microrganismos”. Em anos mais recentes, estendeu-se essa
definicdo para incluir agentes antimicrobianos sintéticos, como sulfonamidas e
quinolonas (CHAMBERS, 2002; FERREIRA, 2012).

Os primeiros antibioticos foram elaborados a partir dos fungos Penicilium
notatum, descoberto em 1928 por Fleming, denominados entdo como penicilina
(KONEMAN et al., 2012). A partir de 1942, a penicilina, um antibiotico B-lactamico,
passou a ser utilizada para o tratamento de infecgdes em seres humanos, reduzindo a
mortalidade por sepse de 80% para 35% (STURMER, 2008; MURRAY et al., 2014),
sendo um dos primeiros antibidticos a ter sucesso no tratamento das infeccdes
estafilocdcicas (LOWY, 2003; STURMER, 2008).

Poucos anos, apds o inicio da penicilinoterapia, em 1942, o primeiro isolado de
S. aureus resistente a penicilina foi detectado em um hospital e pouco depois foi
observada resisténcia ao antibidtico na comunidade. As estirpes da bactéria tornaram-se
resistentes a benzilpenicilina através da producdo da enzima B-lactamase (penicilinases)
(DEURENBERG e STOBBERINGH, 2008; RIZEK, 2010; FERREIRA, 2012;
ANDRADE, 2013).

Em 1960, devido aos problemas com estafilococos resistentes a penicilina, foi
desenvolvida uma penicilina semissintética, a meticilina, resistente a hidrélise por -
lactamases. Porém, apds um ano também surgiram relatos de casos de resisténcia a
meticilina, sendo as cepas identificadas como Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) (STURMER, 2008; RIZEK, 2010; ANDRADE, 2013; MURRAY et
al., 2014). Novas moléculas surgiram, tais como as isoxazolilpenicilinas (oxacilina,
cloxacilina, dicloxacilina, flucloxacilina), e entdo a oxacilina passou a ser utilizada,
inclusive no Brasil; contudo, a expressdo “meticilina resistente” ou a sigla MRSA (do
inglés Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) ainda € utilizada para designar as
linhagens de S. aureus que ndo respondem ao tratamento com oxacilina ou as demais
isoxazolipenicilinas (VAZ, 1995; FERREIRA, 2012).

Até recentemente, a vancomicina permanecia como o Unico antibidtico eficaz, a
escolha terapéutica para o tratamento de infec¢Bes estafilocOccicas graves,
especialmente as causadas por MRSA (MURRAY et al., 2014; FRANCHI, 2016),
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entretanto, ja existem casos de resisténcia ou susceptibilidade reduzida de S. aureus
(Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus — VRSA,; Vancomycin-intermediate
Staphylococcus aureus — VISA) a esse antimicrobiano em vérios paises (REHM e
TICE, 2010; GARCIA et al., 2010; KELLEY et al., 2011; ANDRADE, 2013;
FRANCHI, 2016). Em 2015, foram descritas 14 cepas de VRSA causando infeccGes em
pacientes nos Estados Unidos (WALTERS et al., 2015; FRANCHI, 2016). No Brasil,
ocorreu um caso recentemente em um paciente com infecgdo causada por MRSA
susceptivel a vancomicina, mas que adquiriu 0 gene vanA durante a terapia antibiotica e
tornou-se resistentes a vancomicina (ROSSI et al., 2014; FRANCHI, 2016).

A resisténcia antimicrobiana é definida como a capacidade de alguns
microrganismos resistirem a acdo de agentes antimicrobianos, que pode ocorrer por
mecanismos especificos presentes nas bactérias ou pelo fato das concentrac6es da droga
correspondente, normalmente alcancada no sangue ou tecido, ndo serem capazes de
inibirem os microrganismos envolvidos na infeccdo (MOTA et al., 2005; WHO, 2012,
COSTA, 2013b).

Embora este fendmeno seja considerado um fator natural e inevitavel
(ANTONIO et al., 2009; COSTA, 2013b), a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
é atualmente um dos problemas de saude publica mundial mais relevantes, uma vez que
muitas bactérias anteriormente suscetiveis aos antibiéticos usualmente utilizados nos
tratamentos deixaram de responder a esses mesmos agentes. Essa utilizacdo inadequada
destes farmacos demonstra uma correlagdo muito clara entre um maior consumo de
antibioticos e niveis mais elevados de resisténcia microbiana (WHO, 2005; CDC, 2013;
LOUREIRO et al., 2016).

A inativacdo enzimatica, a alteracdo de transporte do farmaco por mudancas na
bomba de efluxo na permeabilidade externa da membrana e alteracdo de receptores, sdo
os principais mecanismos de resisténcia conhecidos (SOUZA JUNIOR et al., 2004;
COSTA, 2013b).

Os antibioticos p-lactdmicos, como as penicilinas e cefalosporinas atuam sobre a
bactéria inativando as proteinas chamadas proteinas ligadoras de penicilina (Penicillin
Binding Protein - PBP), enzimas que sdo essenciais na biossintese da parede celular,
impedindo a formacgdo completa da camada de peptideoglicano da parede celular. As
bactérias atingidas se tornam frageis osmoticamente e sdo facilmente lisadas
desencadeando a morte celular (CHAMBERS et al., 1988; BOYLE-VAVRA et al.,,
2003; KATAYAMA et al., 2004; COSTA, 2013b; FRANCHI, 2016).
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E importante ressaltar que a enzima P-lactamase que cliva a estrutura
betalactamica (anel) dos antibidticos, confere resisténcia a penicilina, mas ndo as
penicilinas semissintéticas como as meticilinas, oxacilinas e cloxacilina (PINHO et al.,
2001; COSTA, 2013b). Porém, na presenca do gene mecA ocorrem alteracdes das
proteinas de ligacdo através da codificacdo de uma nova proteina alvo, denominada
PBP2a, que funcionard como PBP substituta na parede celular do microrganismo,
conferindo completa resisténcia a todos os antibidtico B-lactamicos, inclusive as
penicilinas semissintéticas, ndo ocorrendo inibicdo da sintese da parede bacteriana, o
que torna o isolado resistente a oxacilina (MRSA) (CHAMBERS et al., 1988; PINHO et
al., 2001; BOYLE-VAVRA et al., 2003; KATAYAMA et al., 2004; WEESE et al.,
2005; COSTA, 2013b; FRANCHI, 2016).

A utilizacdo excessiva e indevida de antibioticos € mundialmente reconhecida,
entretanto, é particularmente maior em paises em desenvolvimento. Outros fatores
também contribuem para a existéncia de cepas resistentes, tais como recursos limitados
para a aquisicdo de antibidticos, higiene precaria e procedimentos de prevencao e
controle de infeccBes pouco eficientes nas instituicbes de saude (CHUA et al. 2011;
ROSSI 2011; SADER et al. 2016; VELOSO, 2016). No caso de paises europeus
destaca-se a incidéncia de infec¢bes adquiridas na comunidade atrelada a determinantes
culturais e sociais, organizacdo das estruturas prestadoras de salde, recursos humanos e
financeiros, mercado farmacéutico e préaticas de regulamentacdo (FERECH et al., 2006;
LOUREIRO et al., 2016).

2.1.4. Epidemiologia do MRSA

A disseminacdo de microrganismos multirresistentes € um problema mundial de
salde publica, principalmente 0 MRSA que representa uma grave ameaca, devido a sua
rapida propagacédo e diversificacdo de clones pandémicos com viruléncia e resisténcia
antimicrobianas cada vez maiores (RIBEIRO, 2013; VELOSO, 2016).

A informacdo da prevaléncia de MRSA em inimeros paises revela uma grande
variacdo, desde cerca de 1,0% em paises como a Holanda até niveis de 25,0-50,0% em
muitos paises do continente americano, na Australia e em alguns paises do sul da
Europa. (GRUNDMANN et al., 2006; HAWKEY, 2008; GOULD, 2008; LOUREIRO
etal., 2016).
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Em estudos recentes foram observados que os indices de mortalidade séo
significantemente mais altos em pacientes que desenvolvem bacteremia por MRSA, do
que por Staphylococcus sensivel a meticilina (MSSA). Os indices de mortalidade
chegam a ser 2,5 vezes maiores nos casos de infeccdo por MRSA (21,0%) do que por
MSSA (8,0%) (LIU et al., 2008; D’AGATA et al., 2009; VELOSO, 2016). Nos Estados
Unidos da América (EUA), desde 1999, a propor¢do de MRSA ultrapassa 50% entre 0s
pacientes em UTI, segundo os dados do National Nosocomical Infections Surveillance
(NNIS), do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (SENNA et al. 2003;
CHAMBERS e DELEO 2009; VELOSO, 2016).

De acordo com a CDC (2013), cada ano nos Estados Unidos, pelo menos 2
milhdes de pessoas adquirem infeccGes graves com bactérias que sdo resistentes a um
ou mais dos antibidticos projetados para tratar essas infec¢bes e que pelo menos 23.000
pessoas morrem todos os anos como resultado direto dessas infeccdes resistentes aos
antibidticos. Em se tratando do MRSA, estima-se anualmente 80.000 casos de infecgdes
causadas pelo microrganismo, destes 11.000 casos sdo de Obitos; nesses casos sao
incluidas as infec¢des invasivas e excluidas os cuidados com a salde como as infeccdes
ndo invasivas associadas a comunidade, feridas e infeccdes da pele e dos tecidos moles.

A vigilancia das infeccbes por MRSA é importante, tanto no cenario hospitalar
como na comunidade, por causa do perfil epidemiol6gico continuamente variavel do
MRSA (MEJIA et al., 2010). Na América Latina, o Estudo de Avaliacdo e Vigilancia de
Tigeciclina (Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial) e 0 Programa SENTRY de
Vigilancia Antimicrobiana na América Latina, avaliaram a prevaléncia de MRSA
(inclusive cepas HA-MRSA e CA-MRSA). No primeiro estudo, a prevaléncia foi de
48,3% entre os isolados de S. aureus no periodo de 2004 a 2007; dados coletados de 33
centros de 11 paises (Argentina, Brasil, Chile, Colémbia, Guatemala, Honduras,
Jamaica, México, Panama4, Porto Rico e Venezuela). No segundo estudo, revelou-se um
aumento na prevaléncia de 33,8% em 1997 para 40,2% em 2006, chamando a atengéo
para a procedéncia da cepa, ou seja, 41% das cepas de MRSA isoladas eram
procedentes do Brasil (ROSSI et al., 2008; PICAO et al., 2008; MEJIA et al., 2010).

Assim, observa-se que no Brasil os indices de isolamento de MRSA entre 0s
pacientes em UTI sdo bastante elevados (40% a 80%). Nos hospitais brasileiros o
chamado clone endémico brasileiro (BEC-Brazilian Endemic Clone) tem sido bastante
disseminado, sendo relatado também em outros paises da Europa e América do Sul
(SENNA et al. 2003; CHAMBERS e DELEO 2009; VELOSO, 2016).
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Evangelista e Oliveira (2015) em seu estudo identificaram 21 casos de CA-
MRSA, principalmente em criancas, adolescentes e adultos com quadro de infeccdo de
pele e tecidos moles, evoluindo para infecgdes graves relacionados ao clone Oceania
Southwest Pacific Clone (OSPC), que resultaram em hospitalizacdo. Os autores, porem,
concluiram que, apesar do CA-MRSA ser considerado um microrganismo de relevancia
mundial, existe escassez de dados publicados sobre sua epidemiologia no Brasil, o que
dificulta o delineamento da realidade do pais frente ao CA-MRSA.

Considerando os relatos de diversos estudos, Franchi (2016) conclui que € de
grande importancia a realizacdo de estudos epidemioldgicos para conhecimento do
perfil predominante de resisténcia dos clones circulantes, permitindo maior eficicia no

controle, prevencao e tratamento de infecgdes causadas por MRSA.
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ABSTRACT

Sashimi, a very popular product in Japanese cuisine, is prepared without cooking, using
tuna or salmon fish. The present study evaluated the occurrence of coagulase-positive
Staphylococcus, including methicillin-resistant Staphylococcus (MRSA) in sashimi.
One hundred and twenty-seven samples, with 47 sashimi prepared with tuna and 80
with salmon, were purchased from 16 restaurants in Salvador, BA, for the
microorganism detection. It was verified that 93 (73,2%) samples were contaminated
with coagulase-positive Staphylococcus and out of these 35 (74,5%) came from sashimi
prepared with tuna and 58 (72,5%) from sashimi prepared with salmon, indicating
potential risk of food poisoning by Staphylococcus. A total of 163 isolates were
obtained and MRSA was detected in 32 (65,3%) samples of sashimi prepared with
salmon and in 17 (34,7%) samples of sashimi prepared with tuna, indicating a high level
of isolates showing resistance to cefoxitin and oxacillin markers. Statistical analysis
showed no association between the type of fish used in the preparation of sashimi and
the presence of MRSA. In addition, 79% of the coagulase-positive Staphylococcus
isolates showed resistance to penicillin G, an antibiotic commonly used in veterinary
and human medicine. Also, 98,8% of the isolates demonstrated sensitivity to
vancomycin, confirmed as a drug used in the MRSA infection control. According to the
results, the high occurrence of coagulase-positive Staphylococcus in sashimi marketed
in Eastern cuisine restaurants in Salvador, indicates a potential risk of food poisoning by
Staphylococcus. These results emphasize the need to improve the control and hygiene
practices monitoring in the sashimi elaboration, as well as the use of antimicrobials in
aquaculture and human medicine, to avoid the dissemination of resistant
microorganisms and genes.

Keywords: MRSA, Food safety, Fish, Japanese cuisine
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RESUMO

Sashimi, um produto muito popular na culinaria japonesa, é preparado sem coccao,
utilizando peixe das espécies atum e salmdo. O presente estudo avaliou a ocorréncia de
Staphylococcus coagulase-positiva, Staphylococcus resistente a meticilina (MRSA) em
sashimi. Cento e vinte e sete amostras, sendo 47 de sashimi preparados com atum e 80
com salmao, foram adquiridas em 16 restaurantes de Salvador, BA, para deteccdo de
MRSA. Verificou-se que 93 (73,2%) amostras estavam contaminadas com
Staphylococcus coagulase-positiva e dessas 35 (74,5%) foram provenientes de sashimi
preparados com atum e 58 (72,5%) de sashimi preparados com salmao, indicando risco
potencial de intoxicacdo alimentar por Staphylococcus. Um total de 163 isolados foram
obtidos e MRSA foi detectado em 32 (65,3%) amostras de sashimi preparadas com
salméo e em 17 (34,7%) amostras de sashimi preparadas com atum, indicando um alto
indice de isolados resistentes aos marcadores cefoxitina e oxacilina. A andlise estatistica
demonstrou ndo existir associacao entre o tipo de peixe usado na preparacdo do sashimi
e a presenca de MRSA. Em adicdo, mais de 79% dos isolados de Staphylococcus
coagulase-positiva apresentaram resisténcia a Penicilina G, um antibiético comumente
utilizado na medicina veterinaria e humana. Além disso, 98,8% dos isolados
demonstraram sensibilidade a vancomicina, confirmando o antibidtico como um
farmaco adequado no controle da infecgdo por MRSA. De acordo com os resultados, a
alta ocorréncia de Staphylococcus coagulase-positiva em sashimi comercializado em
restaurantes da cozinha oriental em Salvador, indica um risco potencial de intoxicacao
alimentar por Staphylococcus. Estes resultados enfatizam a necessidade de melhorar o
monitoramento das praticas de controle e higiene na elaboracdo do sashimi, bem como o
uso de antimicrobianos na aquicultura e medicina humana, para evitar a disseminagéo
de microorganismos e genes resistentes.

Palavras-chave: MRSA, Alimento seguro, Peixe, Cozinha japonesa
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um pais que apresenta faixa litoranea com dimensdes continentais,
com grande potencial para aproveitar as fontes de pescado, o que reflete no consumo do
brasileiro que é em torno de 14,4 Kg de pescado per capita/ano, nUmero que esta acima
da média recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) que é de 12 Kg, por
habitante, a cada ano (BRASIL, 2017).

Associadas ao grande consumo de pescado por parte dos brasileiros estdo a
ascensdo e popularizacdo da culinaria japonesa em restaurantes, em especial o consumo
do sushi e sashimi, fato que pode ter contribuido para 0 aumento no consumo per
capita/ano de pescado em todo o pais. Sashimi € elaborado utilizando peixes crus,
geralmente salmdo e atum, portanto, sendo susceptivel a contaminacdo bacteriana
durante o preparo, armazenamento e distribuicao.

Nesse contexto, emergem as questdes de seguranca alimentar aliadas a presenca
de patogenos responsaveis por doencas veiculadas por alimentos (LIU et al., 2016;
MIAO et al., 2017), que reflete na salde de toda populacdo mundial (MIAO et al.,
2017). Em se tratando de pescado, Amson et al. (2006) relatam que os microrganismos
presentes no organismo dos animais, podem ser encontrados ap0s a captura na carne
crua e causar contaminacdo cruzada em outros produtos. A presenca desses patdgenos
esta ligada a muitos fatores como a contaminacdo pelo habitat onde esses peixes foram
capturados ou criados, contaminacdo do ambiente de producdo, falta de higiene na
manipulacdo, processamento, armazenamento e venda dos produtos (ARAUJO e
NASCIMENTO, 2013).

Entre os patdégenos mais envolvidos em doencgas veiculadas por alimentos se
destaca Staphylococcus aureus, considerado a terceira causa mais importante dos surtos
relatados no mundo (CONTRERAS et al., 2015). A presen¢a do microrganismo em
alimentos geralmente tem como causa 0 processamento térmico ineficiente, condigdes
higiénicas inadequadas, e/ou refrigeracdo inadequada ap6s o preparo ou processamento
(CONTRERAS et al. 2015). Destaca-se que no Japdo, os microrganismos veiculados
por peixes, incluindo S. aureus, s&o uma das principais causas de doencgas veiculadas
por alimentos, tanto pelo elevado consumo de peixe, como pela pratica comum de
consumir peixe cru pela populagdo (HAMMAD et al., 2012).

Os surtos de origem alimentar causados por S. aureus vem sendo relatados ao

longo dos anos e de 1998 a 2008, 87% dos pacientes dos Estados Unidos que
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apresentaram vOmito como sintoma, foram diagnosticados como infectados por S.
aureus (MIAO et al., 2017).

Considerando a alta taxa de isolamento de S. aureus de alimentos e a ampla
gama de casos de intoxicacdo alimentar pelo microrganismo, a espécie Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) vem sendo considerada como um importante
microrganismo veiculado também pelos alimentos (LIU et al., 2016).

MRSA foi inicialmente reconhecido como importante causa de infecgdes em
seres humanos associadas a area hospitalar (HA-MRSA), porém no final de 1990, as
infeccdes comecgaram a surgir em comunidades com individuos saudaveis (CA-MRSA)
(CALFEE, 2011). Mais recentemente, 0 microrganismo vem sendo isolado de alimentos
de origem animal, inclusive de peixes (COSTA et al., 2015).

Vaérios paises relatam problemas no cuidado a saude humana causados por S.
aureus e MRSA. Na América Latina, por exemplo, estudo da Avaliacéo e Vigilancia de
Tigeciclina (Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial) relata uma ocorréncia de
48,3% de MRSA entre os isolados de S. aureus no periodo de 2004-2007. Ja o
Programa SENTRY de Vigilancia Antimicrobiana na América Latina revelou aumento
na ocorréncia de MRSA de 33,8% em 1997 para 40,2% em 2006, chamando a atencdo
para a procedéncia das cepas, ou seja, 41% das cepas de MRSA isoladas eram
procedentes do Brasil (MEJIA et al., 2010).

Nos Estados Unidos da América, S. aureus e MRSA causaram aproximadamente
80-100.000 infeccdes invasivas e 11-19.000 mortes por ano (BOUCHER e COREY,
2008). No Canada, Australia, Suécia e Dinamarca entre 0s anos 2000 e 2007, a taxa de
mortalidade foi de 3,4 mortes/100.000 pessoas (3,1 por Staphylococcus sensivel a
meticilina (MSSA) e 0,3 por MRSA), com uma média de casos de fatalidade igual a
20,3% (20,2% por MSSA, 22,3% por MRSA) (TOM et al., 2014).

No Brasil os indices de isolamento de MRSA entre os pacientes de Unidades de
Tratamento Intensivo (UTI) sdo bastante elevados (40% a 80%) (VELOSO, 2016) e,
embora exista um elevado indice de isolamento de MRSA na éarea clinica, observa-se
atualmente um alto indice de isolamento de MRSA também em comunidades (CA-
MRSA). Corroborando com essa constatacdo, Evangelista e Oliveira (2015) em seu
estudo identificaram 21 casos de CA-MRSA que resultaram em hospitalizagdo, com
predominancia em criancas, adolescentes e adultos com quadro de infeccdo de pele e
tecidos moles, evoluindo para infecgOes graves relacionados ao clone Oceania

Southwest Pacific Clone (OSPC). Os autores relatam que apesar do CA-MRSA ser
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considerado um microrganismo de relevancia mundial, existe escassez de dados
publicados sobre sua epidemiologia no Brasil, o que dificulta o delineamento da
realidade do pais frente ao CA-MRSA.

O controle das infec¢des causadas por MRSA vem sendo cada vez mais dificil
devido a resisténcia apresentada pelo S. aureus a muitos antimicrobianos (TRAVERSA
et al., 2015). S. aureus isolado de pacientes pode ser classificado em duas categorias:
pela origem do isolamento e pelo nivel de resisténcia aos beta-lactdmicos. MRSA de
origem hospitalar geralmente produz enterotoxinas e a toxina da sindrome do choque
toxico, e 0 CA-MRSA produz a toxina esfoliativa e a leucocidina denominada Panton-
Valentine (HOSOSAKA et al., 2007; FERREIRA et al., 2014). A resisténcia aos beta-
lactamicos em S. aureus é mediada pelo gene mecA, que codifica a proteina 2a (PBP2a)
encontrada na parede celular do microrganismo (TRAVERSA et al., 2015). Entéo,
MRSA tem sido definido como S. aureus tendo o gene mecA ou mostrando uma
concentracdo inibitéria minima (CIM) a oxacilina mais alta que 4 mg/L. Entretanto,
alguns isolados clinicos sdo mecA-positivos e susceptiveis a oxacilina (HOSOSAKA et
al., 2007).

Esse estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de Staphylococcus
coagulase-positiva, incluindo Staphylococcus resistente a meticilina em sashimi

comercializado em restaurantes da culinaria japonesa de Salvador, BA.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostragem

Um total de 127 amostras de sashimi foi investigado, sendo 47 amostras
preparadas com atum e 80 com salméo, comercializadas em 16 restaurantes de comida
japonesa e/ou oriental (taxa de adesdo =30%), na cidade de Salvador, Bahia, no periodo
de junho a outubro de 2016. Cada amostra consistiu de 100 g de sashimi,
compreendendo de cinco ou seis fatias de filé de peixe cru, salméo ou atum, obtidas por
filetagem pelos manipuladores de alimentos de cada estabelecimento, tradicionalmente
chamados de sushiman. As amostras foram adquiridas em cinco visitas distintas a cada
restaurante, pelo menos uma vez por semanal, sendo obtido sashimi preparado com as
duas variedades de peixe ou ocasionalmente apenas com uma delas, atendendo a

disponibilidade da matéria prima no restaurante no momento da visita.
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2.2. Deteccao de Staphylococcus coagulase-positiva

Para deteccdo de Staphylococcus coagulase-positiva, aproximadamente 25 g de
cada alimento foram pesados em cabine de fluxo laminar (Labconco Corporation,
Classe Ilb Purificador Labconco, Escape Total, modelo 36210-04, certificado 1SO 9002,
Kansas City, MO, EUA) e adicionados a 225 ml de caldo Mueller-Hinton (Difco,
Detroit, MI, EUA) suplementado com NaCl a 6,5%, e homogeneizado em Stomacher
(240 bpm, modelo ITR 1204, série 126, Esteio, RS, Brasil) por 2 min e incubado a 37°C
por 16 a 20 hs para o pré-enriquecimento. Para o enriquecimento, uma aliquota de 1 mL
a 9 mL de caldo manitol vermelho de fenol (PHMB), (Acumedia, Brasil) contendo
ceftizoxima (5 pg/mL) e aztreonam (75 ug/mL) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Séo Paulo,
SP, Brasil). Posteriormente, aliqguota do PHMB foi estriada na superficie do agar
manitol hipertdnico (HMA) (Acumedia, Brasil), seguindo-se incubacéo por 24 horas a
37°C. Para confirmacdo da presenga de microrganismo, cinco colbnias tipicas de
Staphylococcus (amarelas e circulares) foram selecionadas e submetidas ao exame
morfo-tinturial de Gram e aos testes da catalase e coagulase (adaptado de DE BOER et
al., 2009).

2.3. Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos e detec¢gdo de MRSA

Colbénias confirmadas como Staphylococcus coagulase-positiva foram reativadas
overnight em caldo triptico de soja (TSB) (Acumedia, Brasil) a 35°C, purificadas em
agar triptico de soja (TSA), suspensas em solucdo salina fisiologica (NaCl 0,85%) e
ajustadas a 0,5 na escala de McFarland (c.a 10® UFC). As suspensdes celulares foram
inoculadas com um suabe em agar Mueller-Hinton (MHA) (Acumedia, Brasil) e apos a
secagem das placas em cabine de fluxo laminar, foram adicionados 0s seguintes
antibioticos: penicilina G (PEN, 10 UI), eritromicina (ERI, 15 pg), tetraciclina (TET, 30
pg), oxacilina (OXA, 1 pg), cefoxitina (CEF, 30 ng), vancomicina (VCM, 30 ng) e
ciprofloxacina (CIP, 5 pg) (CLSI, 2013) (Laborclin, Interlab, Sao Paulo, SP, Brasil).
Para a deteccdo de MRSA, Staphylococcus aureus, ATCC 25923, foi usado como
controle negativo e MRSA, ATCC 33591, como controle positivo.

As placas foram incubadas a 33-35°C por 16 a 18 horas e, passado esse periodo,
realizada a leitura dos testes, de acordo com o tamanho dos halos formados ao redor do

disco, em milimetros. Foram determinadas as frequéncias de sensibilidade,
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sensibilidade intermediaria e resisténcia para todos os antimicrobianos testados. Para a
deteccdo de MRSA foram utilizados como marcadores os antimicrobianos cefoxitina e
oxacilina (adaptado de DE BOER et al., 2009).

Segundo o protocolo do CLSI (2013), a cefoxitina é o antimicrobiano utilizado
como substituto da oxacilina, portanto, para determinacdo de resisténcia ou
sensibilidade do S. aureus a oxacilina, deve-se relatar o resultado com base no tamanho
dos halos formados ao redor do disco de cefoxitina, em milimetros. No caso de se
realizar o teste com os dois antimicrobiano (como realizado nesse estudo), se as cepas
forem resistentes, o microrganismo devera ser definido como resistente a oxacilina.
Assim, nesse estudo os isolados que apresentaram resisténcia a cefoxitina e a oxacilina

foram classificados como Staphylococcus coagulase-positiva resistentes a oxacilina.

2.4. Andlise Estatistica

Os dados obtidos na deteccdo de MRSA foram tabulados e analisados pelo
programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS 17.0 for Windows)
conduzindo-se testes de associacdo de qui-quadrado de Pearson (X?) ou teste exato de
Fisher, considerando-se nivel de confianca de 0,95, para verificar a existéncia de
associagdo entre o tipo de matéria prima utilizada no preparo do sashimi (atum ou

salmao) e a presenca de MRSA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Deteccédo de Staphylococcus coagulase-positiva em sashimi

Entre os 16 restaurantes selecionados para o estudo, 6 (37,5%) apresentaram
todas as amostras contaminadas com Staphylococcus coagulase-positiva. Entre esses,
trés restaurantes (A, B e F) eram usualmente frequentados por turistas que visitam a
cidade de Salvador e outros trés (E, H e M) se encontravam localizados em bairros com
predominancia de populagdo de melhor poder aquisitivo, sendo que dois deles atendiam
a clientela de dois grandes shoppings da cidade.

Verificou-se que entre as 47 amostras de sashimi preparadas com atum, 35

(74,5%) estavam contaminadas com Staphylococcus coagulase-positiva, e em relacdo as
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80 amostras preparadas com salméo, indice semelhante de detecgédo foi encontrado, ou

seja, 58 (72,5%) apresentaram o microrganismo (Tabela 1).

Tabela 1. Ocorréncia de Staphylococcus coagulase-positiva em amostras de sashimi a
base de atum ou salmao, provenientes de restaurantes de comida japonesa e/ou oriental,

situados no municipio de Salvador, BA.

Sashimi de atum Sashimi de salméo

Staphylococcus Staphylococcus

Restaurantes Amostras  coagulase-positiva  Amostras coagulase-positiva

(n) Amostras positivas (n) Amostras positivas

n (%) n (%)
A 5 5 (100) 5 4 (80)
B — — 5 5 (100)
C — — 5 4 (80)
D — — 5 4 (80)
E 5 5 (100) 5 5 (100)
F — — 5 5 (100)
G — — 5 4 (80)
H 5 5 (100) 5 5 (100)
I 5 4 (80) 5 4 (80)
J - — 5 2 (40)
L 5 4 (80) 5 3 (60)
M 5 5 (100) 5 2 (40)
N 5 2 (40) 5 3 (60)
o) 5 3 (60) 5 2 (40)
P 2 1 (50) 5 3(60)
Q 5 1 (20) 5 3 (60)

Total 47 35 (74,5) 80 58 (72,5)

n- ndmero de amostras

Resultado semelhante ao desse estudo foi relatado por Hammad et al. (2012),
onde 87% das amostras de peixe cru pronto para consumo (sashimi) estavam
contaminadas pelo microrganismo. Estudo similar conduzido por Vazquez-Sanchez et

al. (2012) na Galicia (Espanha) também relata a presenca do microrganismo em peixe
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cru e seus produtos, porem com apenas 25% das amostras contaminadas com o
microrganismo. Em ambos estudos, os autores atribuiram a presenca de Staphylococcus
coagulase-positiva nas amostras as falhas no processo de producdo e distribuicdo dos
alimentos, considerando que a bactéria ndo faz parte da microbiota normal de peixe
(HAMMAD et al., 2012).

Em se tratando do presente estudo, durante a aquisicdo das amostras nos
restaurantes foram observadas falhas no cumprimento das normas de Boas Préticas de
Manipulacédo no preparo do sashimi, como por exemplo, 0 uso incorreto de tabuas de
corte, utilizacdo de panos para secar facas, uso de adornos por parte do manipulador,
dentre outros. Essas inadequagdes provavelmente contribuiram para a alta taxa de
deteccdo de Staphylococcus coagulase-positiva nas amostras.

Outros estudos relatando questdo de seguranca dos alimentos associados ao
consumo de sashimi contaminados com Staphylococcus aureus foram realizados nos
EUA, Hong Kong, Itdlia e Malasia (ADAMS et al., 1994; HKSAR, 2000;
MUSCOLINO et al., 2014; PUAH et al., 2016), 0 que representa preocupagdo em
varios paises do mundo e a necessidade de diretrizes para garantir a seguranca dos

alimentos, principalmente, consumidos crus.

3.2. Susceptibilidade das cepas isoladas de Staphylococcus coagulase-positiva

aos antimicrobianos e deteccdo de MRSA

Um total de 163 isolados foi obtido de 93 (73,23%) amostras contaminadas por
Staphylococcus coagulase-positiva e submetido ao teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos.

O perfil de susceptibilidade dos isolados de Staphylococcus coagulase-positiva
aos antimicrobianos é demonstrado na Tabela 2. Verifica-se que essas cepas,
independentemente do tipo de peixe utilizado na preparacdo do sashimi, apresentaram
resisténcia superior a 79% para penicilina G, enquanto que para 0S o0utros
antimicrobianos foi observada susceptibilidade igual ou superior a 60%.

Em relacdo ao MRSA, verificou-se que a resisténcia apresentada pelas cepas de
Staphylococcus coagulase-positiva aos marcadores cefoxitina e oxacilina (Tabela 2), foi
encontrada em 22 (38%) isolados provenientes das amostras de sashimi preparados com
atum, correspondentes a 17 (34,7%) amostras, € em 42 (40%) isolados de sashimi de

salméo, correspondente a 32 (65,3%) amostras.
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Tabela 2. Susceptibilidade de cepas de Staphylococcus coagulase-positiva isoladas de

amostras de sashimi, a base de atum ou salméao, a antimicrobianos.

Antibiéticos
Perfil PEN G ERI TET OXA CEF VCM CIP
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)

Sashimi de Atum

Resistente 79,3(46) 20,7(12) 69(4) 38,0(22) 38,0(22 34(2) 1,7 (1)
Intermediario ND 86(5) 69(4) ND ND ND 1,7 (1)
Susceptivel 20,7 (12) 70,7(41) 86,2(50) 62,0(36) 62,0(36) 96,6(57) 96,6 (57)
Sashimi de Salméo

Resistente 80,0(84) 9,5(10) 12,4(13) 40,0 (42) 40,0 (42) ND 3,8(4)
Intermediario ND 6,7 (7) 3,8(4) ND ND ND ND
Susceptivel 20,0 (21) 83,8(88) 83,8(88) 60,0(63) 60,0(63) 100(104) 96,2 (100)

ND = Néo Detectado
Em negrito= marcadores Oxacilina e Cefoxitina

Embora as amostras de sashimi preparados com salmdo apresentassem uma
maior ocorréncia de MRSA, ndo foi observada associacdo entre a contaminacdo por
MRSA e o tipo de peixe usado no preparo do produto (p> 0,05) (Tabela 3).

Com relacdo a resisténcia apresentada pelas cepas isoladas a penicilina G,
antibiotico comumente utilizado na medicina veterinaria e na humana, Contreras et al.
(2015) e Vazquez-Sanchez et al. (2012) também relataram a presenca de
Staphylococcus coagulase-positiva resistentes ao antimicrobiano em alimentos. Esses
resultados indicam a necessidade do controle no uso do antibidtico na profilaxia e na

promocdo do crescimento de animais.

Tabela 3. Anélise bivariada entre a presenca de MRSA em sashimi e o tipo de peixe

utilizado para preparacao.

Staphylococcus

_ N MRSA .
Peixe coagulase-positiva P-valor
n (%)
(n) (%)
Atum 35 (74,5) 17 (34,7)
Salméo 58 (72,5) 32 (65,3) 0,687
Total 93 (73,23) 49 (52,7)

! teste qui-quadrado de associac&o



61

De acordo com o FDA (2015), agentes antimicrobianos como as penicilinas séo
rotineiramente misturados a ragdo animal para aumentar o peso e melhorar a saude
animal e varios pesquisadores tem se preocupado com o fato de que o0 uso
indiscriminado dos antimicrobianos possa levar ao aumento de genes de resisténcia que
podem ser disseminados entre humanos, com potencial também para gerar residuos em
tecidos animais e produtos de carne (LIPSITCH et al., 2002).

Em se tratando da criagdo de peixes em cativeiros, os antimicrobianos séo
utilizados na aquicultura ndo para promover o crescimento, mas sim para prevenir e
tratar infecgbGes bacterianas em peixes e invertebrados (CABELLO et al., 2013). No
caso do salméo, o peixe se desenvolve em diferentes estagios, em agua doce e salgada, e
a manipulagdo para a transferéncia entre esses dois ambientes também aumenta o
estresse e as oportunidades de infec¢do cruzada (CABELLO et al., 2013).

A aquicultura com o uso de agentes antimicrobianos em paises desenvolvidos
como Canada, Noruega e Estados Unidos é limitada para evitar selecdo de agentes
patogénicos humanos resistentes a agentes antimicrobianos (CABELLO et al., 2013).
Nesses paises sdo permitidos apenas o uso da oxitetraciclina, quinolonas, sulfa/
trimetoprima e derivados (CABELLO et al., 2013).

O uso de antimicrobianos em paises onde o controle € menos rigoroso ou
insuficiente representa preocupagdo (CABELLO et al., 2013), como é o caso do Chile,
segundo maior produtor do salméo da aquicultura mundial (FAO, 2016) e exportador do
peixe para o Brasil. Nesse pais, é permitido o uso da amoxicilina, eritromicina e varios
outros antimicrobianos, além da oxitetraciclina e quinolonas (CABELLO et al., 2013).

No caso do atum, outro peixe utilizado no preparo do sashimi investigado nesse
estudo, 0 mesmo é obtido por captura em alto mar, tendo como provavel contaminacéo
as etapas do preparo do alimento, seja por outro tipo de peixe cru, por utensilios
contaminados ou por maos e fossas nasais de manipuladores colonizados.

Estudos conduzidos para avaliar a presenca de MRSA em peixes relatam
resultado similar aos encontrados nesse estudo, como aqueles relatados por Costa et al.
(2015), com 30% das amostras de peixe cru e 22,2% de produtos de peixe prontos para
0 consumo contaminadas com o microrganismo. Hammad et al. (2012), por sua vez,
relataram uma prevaléncia bem menor de amostras contaminadas com MRSA, apenas
5% e Vazquez-Sanchez et al. (2012) ndo detectaram o microrganismo em amostras de

peixes.
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Outros estudos também tem relatado a presenca do microrganismo em produtos
carneos crus (CONTRERAS et al., 2015; COSTA et al., 2015; DE BOER et al., 2009;
JACKSON et al., 2013; WATERS et al., 2011; WEESE et al., 2010), o que representa
preocupacdo em varios paises do mundo, considerando que o uso de antibidticos tem
aumentado na producdo animal, como relatou a Food and Drug Adminitration, ou seja,
aumento de 22% na venda de antibi6ticos nos EUA, no periodo de 2009 a 2014 (FDA,
2015). Além disso, MRSA tem sido detectado em outros produtos de origem animal,
como amostras de leite, 8,3% (BASANISI et al., 2017); tanque de armazenamento de
leite, 0,77% (TRAVERSA et al., 2015). O microrganismo foi também detectado em 102
(12,9%) amostras de alimentos comercializados na Sicilia (Italia), e em outros paises
como Australia, Japdo e Brasil foram encontrados indices semelhantes de isolamento
(MIAO et al., 2017).

Apesar de ainda ndo se ter estudos conclusivos que comprovem que a
disseminacdo de MRSA através dos alimentos possa levar a casos de infeccdo no
homem, Kluytmans et al. (1995) relataram que o primeiro caso de infeccdo por MRSA
através de alimentos ocorreu em 1995, em um hospital da Holanda, e resultou em um
surto alimentar no hospital, com a ocorréncia de débito. Nesse estudo, 0 microrganismo
foi isolado da orofaringe do manipulador de alimentos e do alimento servido.

Posteriormente, o isolamento da cepa de MRSA ST398 veio demonstrar a
disseminacdo de MRSA entre homens e animais na Holanda (HUIJSDENS et al., 2006).
Essa cepa, considerada especifica de suinos, foi primeiramente descrita na Europa onde
foi encontrada colonizando suinos e seus tratadores na Holanda e Franca, além de caes,
suinos, cavalos e humanos na Alemanha e Austria (HUIJSDENS et al., 2006; WITTE et
al., 2007), e mais recentemente em suinos e tratadores no Canada (KHANNA et al.,
2008). Cerca de 20 a 80% desses animais carreiam o patdgeno em Seu cOrpo sem
desenvolverem infeccdes (GARDNER, 2010).

Entretanto, a principal preocupacdo, segundo Kluytmans et al. (1995), sdo o0s
manipuladores de alimentos que ao manipularem essas carnes contaminadas com
MRSA, colonizam suas maos ou membranas mucosas e levam através da contaminacéao
cruzada estes microrganismos a causarem infec¢Ges em outros seres humanos.

Ainda, é importante mencionar que existe um amplo consenso de que 0 uso de
antimicrobianos fortalecem as bactérias portadoras de genes de resisténcia e que genes
de resisténcia de bactérias oriundas da agropecuaria podem ser transferidas para seres

humanos. No entanto, os detalhes de como e com que frequéncia as bactérias e 0s genes
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sdo transferidos dos animais para o0s seres humanos através desses sistemas (solo, agua,
animais selvagens, insetos, poeiras e alimento) permanecem indeterminados (DURSO e
COOK, 2014).

Ainda quanto aos resultados encontrados nesse estudo, apesar das cepas de
MRSA serem susceptiveis a vancomicina (98,8% dos isolados), droga de escolha na
terapia utilizada para o controle da infecgdo por MRSA (PESAVENTO et al., 2007),
corroborando com os estudos de Contreras et al. (2015) e Vazquez-Sénchez et al.
(2012), é importante mencionar que em 2015 foram relatadas 14 cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina (VRSA) causando infeccbes em
pacientes nos Estados Unidos (FRANCHI, 2016). No Brasil, ocorreu um caso
recentemente em um paciente com infeccdo causada por MRSA susceptivel a
vancomicina, mas que adquiriu 0 gene vanA durante a terapia antibiotica e tornou-se
resistentes a vancomicina (FRANCHI, 2016).

4. CONCLUSAO

Os resultados encontrados nesse estudo apontam uma elevada ocorréncia de
Staphylococcus coagulase-positiva nas amostras de sashimi demonstrando a
possibilidade da veiculagdo do microrganismo para 0 homem através do consumo do
alimento, indicando risco potencial de toxinfec¢do alimentar por Staphylococcus. Em
adicdo, a alta ocorréncia de MRSA no alimento comprova que S. aureus permanece
como um dos patégenos mais comuns em alimentos, sugerindo provavel ocorréncia de
falhas durante as etapas de manipulacéo.

O alto indice de cepas isoladas com resisténcia a penicilina alerta para a
necessidade de melhoria no controle do uso de antimicrobianos na criacdo de peixes,
evitando a propagacao de microrganismos patogénicos e seus genes de resisténcia.

A constatacdo de que todas as cepas isoladas foram sensiveis a vancomicina é
um dado confortante, pois vem reafirmar que 0 uso da vancomicina como
antimicrobiano de escolha para o tratamento da infec¢do por MRSA esta correto, apesar

de alguns relatos de casos de resisténcia na literatura.
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