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Resumo

O Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é uma das principais causas de
infecao no Ser Humano, e estda bem comprovado o poder de viruléncia desta bactéria em
acometer tanto individuos imunodeprimidos como individuos imunocompetentes. Para além
da associagao imediata com o ambiente hospitalar, o MRSA tem sido frequentemente isolado
de superficies de servigos alimentares e associado a graves surtos de intoxicagoes alimenta-

res.

Neste trabalho foi realizado um estudo microbiologico que permitiu compilar e de-
terminar a prevaléncia de MRSA dentro de uma superficie alimentar da zona da Guarda,
através da anadlise aos manipuladores, das bancadas de manipulagao alimentar e ainda de dife-

rentes produtos alimentares.

A taxa de prevaléncia de S. aureus entre os manipuladores apresentou-se razoavelmen-
te elevada (30,8%) contudo todos os individuos colonizados pela bactéria eram sensiveis a

agao da oxacilina.

Nas amostras realizadas as bancadas obtiveram-se como resultados nao satisfatorios
(>100ufc/cm?), 50% das amostras para a pesquisa do S. aureus nas bancadas da secgio do
talho, as restantes 50% mostraram-se como satisfatorias, assim como todas as amostras da
sec¢do das hortofruticolas e do pescado, com contagens médias de 8,5x|0ufc/cm” para a
sec¢io do talho, de 0,1xI0ufc/cm? para a secgdo do pescado, e contagens <Ix|Qufc/cm? na

secgao das hortofruticolas.

Em relagao as amostras recolhidas dos géneros alimenticios, os resultados apresenta-
ram-se como nao satisfatorios para 50% das amostras e potencialmente perigosos para as
restantes 50% da secgao do talho. A seccao do pescado apresentou resultados muito alar-
mantes, com 100% das amostras obtidas como potencialmente perigosos, e por ultimo a
secao das hortofruticolas exibiu 100% das amostras como nao satisfatorias. As contagens
médias de cada sector expuseram-nos 8,8x|0%ufc/g para o setor do talho, 4,9x10* para o

setor do pescado, e por ultimo, 9,9x|02ufc/g na seccao das hortofruticolas.

Os testes de sensibilidade a meticilina indicaram-nos que existem efetivamente MRSA
tanto nas superficies como nos géneros alimenticios, o perfil resistente foi encontrado na
perca do nilo, na carne de suino moida e ainda na bancada de corte da carne, o que nos indi-

ca que a bancada de corte pode funcionar como foco de disseminagao da bactéria e das suas



resisténcias. A baixa prevaléncia de S. aureus entre as bancadas das diferentes secgoes ali-
mentares traduz-nos que existem efetivamente boas praticas de higiene e desinfecao por

parte dos manipuladores.

Contudo é necessario realizar estudos longitudinais ao longo de toda a cadeia
alimentar, de producao até ao consumo, para conhecer as rotas de transmissao e propagagao

da bactéria e das suas resisténcias.

Palavras-Chave: MRSA, intoxicagao alimentar, superficie alimentar



Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a major cause of human infection
and it’s virulence is well documented. It can affect both immunocompromised individuals as

immunocompetent individuals.

Beyond the association with the hospital environment, MRSA has been frequently iso-

lated from food services and associated with food poisoning outbreaks.

This work represents a microbiological study that allowed us compiling the prevalence
of MRSA in a food establishment of Guarda, by analyzing the foodhandlers, the surfaces of

food handling and different food products.

The prevalence of S. aureus among foodhandlers showed us reasonable results (30.8%)

however all individuals colonized by the bacteria were sensitive to action of oxacillin.

The results obtained from the analyses of surfaces of food handling are unsatisfactory
(>100ufc/cm?) to 50% of the samples in the meat section, the remaining 50% showed to be
satisfactory. The samples of horticultural and fish sections presents to be satisfactory. The
average scores are 8,5x|0ufc/cm? for the meat section, 0,1x|0ufc/cm? for the fish section,

and scores <Ix|0Oufc/cm? in the vegetables section.

The results obtained from the food products, are presented as unsatisfactory for 50%
of the samples, and potentially dangerous for the remaining 50% of the meat section. The
fish section showed very alarming results, with 100% of the samples obtained as potentially
dangerous, and last section of horticultural exhibited 100% of the samples as unsatisfactory.
Average scores of each sector exposed us the 8,8x102ufc/g for the meat section,

4,9x10%ufc/g for the fish section, and 9,9x102ufc/g in vegetables section.

Methicillin Susceptibility testing indicated us that there are MRSA in both surfaces and
foodproduts, resistant profile was found in the Perca Nile, the minced pork and even in the
meat cutting bench, which tells us that the cutting bench can serve like a focus for dissemina-
tion of bacteria and its resistance. The low prevalence of S. aureus between the benches of
different food sections translates us that there are actually good hygienic practices and disin-

fection by the foodhandlers.



However we need to perform longitudinal studies along the food chain, from produc-
tion to consumption, to know the routes of transmission and spread of bacteria and their

resistances.

Keywords: MRSA, food poisoning, food establishment
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. Introducdao e Objetivos

A crescente valorizagao do setor alimentar e a alta competitividade associada a
preocupagao da qualidade sanitaria e nutricional dos alimentos, obrigou os estabelecimentos
a implementar novas medidas para uma melhoria continua da qualidade dos produtos e dos

servigos prestados'.

O conceito de qualidade alimentar para o consumidor implica essencialmente a
satisfacao das caracteristicas, como o sabor, o aroma, a aparéncia, o prego e a disponibilidade

do produto®.

Os alimentos podem sofrer contaminagoes biologicas, fisicas e quimicas durante as
diversas etapas do processamento, como O transporte, armazenamento, preparagao,
distribuicio e consumo®. A higiene do ambiente, dos manipuladores e as condigdes do local
contribuem decisivamente para a manutengao da qualidade original do produto, estes fatores
podem atuar como contaminantes que atuam como coadjuvantes no processo de

. ~ . ~ . 2 . . . ~ .
contaminagao e deterioragao dos alimentos”. A higienizagao adequada dos equipamentos e
utensilios bem como a do préprio manipulador é um dos fatores mais importantes para o

controlo da qualidade do produto®.

A segurancga alimentar € uma preocupagao de todos os profissionais de saude publica,
uma vez que alimentos contaminados podem causar toxinfegdes alimentares®. As Doengas de
Origem Alimentar (DOA) sao causadas pela ingestaio de alimentos contaminados por
microrganismos e/ou pela ingestio de toxinas produzidas por estes mesmos agentes’. A
ingestao de pequenas quantidades da toxina permite o desenvolvimento de intoxicagao, no
caso da auséncia da bactéria, ou o desenvolvimento de uma toxinfegao alimentar, quando a

toxina e o microrganismo atuam em simultineo’.

O Staphylococcus aureus (S. aureus) é reconhecido como sendo o microrganismo
patogénico mais frequentemente isolado de superficies de servicos alimentares*. Este agente
€ uma bactéria coco Gram positivo que tem a capacidade de provocar infe¢oes muito graves
no Ser Humano, incluindo infegdes cutaneas, intoxicagoes alimentares, gastroenterites agudas,
osteomielite, pneumonia, septicémia, sindrome do choque téxico, sindrome da pele escaldada,

entre outros’.



Nas udltimas duas décadas este agente revelou uma extraordinaria capacidade de
aquisicao de resisténcias aos antibioticos e observou-se um aumento bastante significativo na

incidéncia do Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)®.

Este agente oportunista € o microrganismo mais frequentemente identificado em
infecoes de ambito hospitalar e mais recentemente, em infegées na comunidade, causando
um aumento significativo na morbilidade e mortalidade, todos os anos em todo o mundo,

bem como impactos econémicos consideraveis®.

O Staphylococcus aureus resistente a meticilina de aquisicao em ambiente hospitalar
(HA-MRSA) é conhecido como sendo a maior causa de Infe¢oes associadas aos Cuidados de
Satde (IACS) e acomete maioritariamente pacientes imunodeprimidos, ou seja, afeta indivi-
duos com fatores de risco pré-existentes, como por exemplo hospitalizagoes prolongadas, a
idade avangada, o uso sistematico de cateteres, procedimentos cirurgicos, queimaduras e
individuos transplantados. O Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina de aquisicao comu-
nitaria (CA-MRSA) para além de ter a capacidade de atingir individuos imunodeprimidos tem
a particularidade de afetar também pessoas saudaveis, que nao apresentam qualquer fator de

risco pré existente’.

O S. aureus esta amplamente distribuido na natureza, e faz parte da flora bacteriana
normal do Ser humano, da pele, do trato respiratorio superior, boca e mais frequentemente
do canal nasal’. Entre adultos saudaveis, 20% sio portadores nasais desta bactéria. Estes
individuos constituem importantes reservatorios com risco de transmitir infegoes tanto a

individuos imunodeprimidos como individuos imunocompetentes®.

As infecoes hospitalares por este agente resultam em 292 mil internamentos e em 19

mil mortes anuais nos Estados Unidos da América (EUA)’.

Durante muitos anos as infe¢oes causadas por MRSA eram exclusivamente adquiridas
em ambiente hospitalar entretanto comegaram a emergir novos reservatorios
nomeadamente os animais de produgao intensiva, animais domésticos e no proprio

ambiente®.

Recentemente o MRSA tem sido também associado a pecudria® . As infecoes huma-
nas provocadas pelo Staphylococcus aureus resistente a meticilina associado a pecuaria (LA-
MRSA) tém sido relatadas em varios paises, a transmissao de estirpes resistentes entre ani-

mais e de animais para Humanos deve ter uma vigilancia rigorosa, uma vez que se estas es-



tirpes entrarem em ambientes comunitarios e no ambiente hospitalar, podem ter um impac-

to extremamente negativo sobre a saude publica® '°.

A contaminagao microbioldgica dos produtos alimentares também tem sido objeto de
preocupagio constante em diversos paises’. Nos Ultimos anos, a qualidade e seguranca
alimentar adquiriram grande importancia, passando a fazer parte das preocupagoes dos
consumidores, o operador do sector alimentar assume o papel de promotor local de
medidas preventivas e de responsabilidade civil, aumentando a confianga e credibilidade dos

seus produtos perante os consumidores’.

A desinfegao e higienizagao dos utensilios e das bancadas onde o manipulador opera e
a inocuidade dos produtos alimenticios sao fatores determinantes para o controlo da quali-

dade do produto alimentar e para a saide do consumidor?.

Neste contexto, o objetivo primordial deste trabalho pretende observar se o MRSA se

propagou no meio alimentar, nomeadamente numa superficie alimentar na zona da Guarda.
Assim, pretendeu-se:

I) Verificar a presenca de S. aureus na mucosa nasal dos funcionarios do estabelecimento;

2) Atestar a presencga de S. aureus nas bancadas da area alimentar das carnes, do peixe e das
leguminosas;

3) Determinar a presenga de S. aureus nas varias areas alimentares através da analise a dife-
rentes géneros alimenticios;

4) Apurar se os S. aureus encontrados sao portadores da resisténcia a meticilina.



2. MRSA - Um Grave Problema de Saude Publica

Os antibioticos sao amplamente utilizados na medicina humana, na medicina veterinaria
e também na agricultura e pecuaria®. O desenvolvimento de antibiéticos revolucionou o tra-

tamento de infecdes bacterianas, reduzindo drasticamente a taxa de mortalidade’.

2.1 Emergéncia de resisténcias

2.1.1 Medicina Humana

Globalmente, a medicina humana passou a depender fortemente de antibidticos,
contudo ao longo das ultimas décadas, o uso abusivo e indiscriminado da antibioterapia
gerou um aumento significativo, tanto no nimero como no tipo de microrganismos
resistentes aos antibioticos, resultando num baixo sucesso terapéutico, num aumento
significativo do custo dos tratamentos, hospitalizagoes mais prolongadas e num aumento das

taxas de mortalidade e de morbilidade*'".

O primeira classe de antibioticos a ser utilizada contra as infe¢des provocadas pelo S.
aureus, foi o grupo das penicilinas, que apesar de se terem mostrado bastante eficazes
inicialmente, em apenas alguns meses, o S. aureus descobriu formas de se evadir da agao desta
classe de antibiéticos'?>. Rapidamente adquiriu resisténcia através da aquisicio de genes
produtores de beta-lactamases, que tém a capacidade de clivar o anel beta-lactimico da
penicilina'?. Em apenas duas décadas a resisténcia as penicilinas tornou-se num problema

global".

A meticilina € um derivado semi-sintético da penicilina e foi concebida para resistir a
acio das enzimas beta-lactamases'?. Em pouco tempo observou-se um decréscimo acentuado
das estirpes resistentes a penicilina, contudo foram apenas precisos dois anos para

emergirem novas estirpes de MRSA'%

Existem trés mecanismos conhecidos para a resisténcia do MRSA as penicilinas: a
hiperproducao de B-lactamases, a modificagao das Proteinas de Ligagdo a Penicilina (PLP) e a

producio da PLP2a, com baixa afinidade para os B-lactimicos'’.

Em pouco tempo o S. aureus adquiriu a capacidade de alterar as PLP'2. As PLP sio
proteinas da parede celular do Staphylococcus aureus que participam na produgao do
peptidoglicano do microrganismo, um importante constituinte da parede celular da bactéria'’.

A inibicio da sintese da parede celular é mediada pela ligagio as PLP'* °, A resisténcia aos
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beta-lactamicos resistentes as beta-lactamases é mediada pelo gene mecA, que codifica a
producao de uma PLP anémala, a PLP,,'*. Esta é produzida como mecanismo de defesa contra
a acdo do antibidtico, uma vez que possui uma baixa afinidade pelos antibidticos [3-
lactdmicos'™ ''.Como resultado a meticilina e todos os seus derivados, deixaram de se
conseguir ligar eficazmente a parede celular bacteriana, reduzindo a capacidade do antibiotico
para inibir a sintese da parede celular, e assim promover a lise celular e destruicaio da

bactéria'* .

A meticilina foi substituida pela oxacilina uma vez que de entre todas as penicilinas, a
meticilina é a Unica que causa nefrotoxicidade'®. Cerca de 15% dos pacientes que receberam
tratamento com meticilina durante 2 semanas de forma intermitente ou continuada (2 a 3
vezes por semana) desenvolveram nefrite intersticial aguda apresentando febre, leucocitose,
eosinofilia, hematdria e proteindria'®. A oxacilina é também mais estavel ao armazenamento e
melhor para identificar as estirpes resistentes, embora se tenha mantido o termo MRSA por

razdes historicas'®.

O gene mecA é parte integrante de um elemento gendémico moével denominado de
"cassete cromossomica estdfilocécica mec" (SCCmec) que esta associado a aquisicdo de novas
formas de evasio a agdo dos antibidticos, nomeadamente através da produgio das PLP,'>'* '
7. O MRSA poder ser de quatro tipos distintos (I-IV), sendo diferentes entre os isolados na
comunidade (tipo V), e os isolados nos hospitais (HA-MRSA) (tipos LILII'* "7  As estirpes
provenientes da comunidade (CA-MRSA) possuem uma viruléncia acrescida pela expressao

de outros alelos e genes de exotoxinas'®'>".

O uso irracional e excessivo da selecao dos antibidticos contribuiu para uma
emergéncia de resisténcias impar até a atualidade. A ineficacia terapéutica dos antibioticos
deve-se essencialmente a prescricoes erradas, automedicagoes iletradas e diagnosticos

indeterminados'® ",

A automedicagao é definida como a utilizagao de medicamentos para tratar sintomas
continuos ou intermitentes de uma doenca auto diagnosticada'®. Esta envolve a aquisicio de
medicamentos com obrigatoriedade de receita médica mas sem a mesma, através da partilha
de medicamentos entre membros da familia ou uso de medicamentos que tenham ficado

guardados em casa, que por vezes estio ja fora da validade'®.

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS) a automedicagao responsavel pode
ajudar a prevenir e tratar doengas que nao necessitam de consulta médica, reduzindo a pres-
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sao sobre os servicos médicos, contudo a automedicagao sem suporte médico pode condu-
zir a reagoes adversas graves, sobredosagens, aumentos da resisténcia de microrganismos e

a hospitalizagdes prolongadas'®.

A prescricao de medicamentos adequada é parte integrante através da qual um médico
. . ’ . 19 S s .
pode influenciar a salide e o bem-estar do paciente’. Contudo, como € ja pratica comum,
frequentemente sao realizadas prescricoes desnecessarias, exemplo disso é o caso de
recorrentemente as pessoas se dirigirem a urgéncia com uma gripe, e o médico
imediatamente prescreve um antibidtico, quando na verdade nao sabe nem espera pelos

testes clinicos indiquem a natureza da infegao'”*.

Um grande exemplo é o uso abusivo de antibidticos para o tratamento de infegoes de

etiologia viral, tanto em paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento®.

Em Portugal a prevaléncia do HA-MRSA é uma das mais altas da Europa, que tem
aumentado significativamente, de 31,9% em 2001, para 52,2% em 2010". Por outro lado, a
prevaléncia e epidemiologia do MRSA na comunidade Portuguesa é praticamente

desconhecida’.

2.1.2 Medicina Veterinaria
Para além do uso dos antibioticos na clinica humana, tal como ja foi referido

anteriormente, estes também sio excessivamente usados na medicina animal®.

Nos animais, os antibiéticos nao sao usados apenas no tratamento de infegoes mas sim
como prevencio de doengas e como promotores de crescimento da massa corporal'’. Nos
EUA o consumo dos antibiéticos na medicina veterinaria € 100 a 1000 vezes mais utilizado
na pecuaria do que na medicina Humana. Na medicina veterinaria 90% dos antibioticos sao
efetivamente utilizados na promogao do crescimento corporal enquanto que apenas 0% é

utilizado como tratamento profilatico®.

Muitas vezes o uso destes medicamentos sao utilizados sob forma continua e de apli-
cagdo terapéutica para prevenir futuras doengas em animais de agricultura intensiva®'. A ex-
posigao constante a baixas doses de antibioticos para uso nao terapéutico, dados na agua ou
na comida dos animais, exerce uma pressao seletiva na informagao genética dos microrga-

nismos''. Cada animal sujeito a estas doses terapéuticas, é uma verdadeira fabrica de disse-



mina¢ao e de produgao de resisténcias aos antibioticos, assim como de aquisicao de novos

genes de resisténcia''.

Esta produgao animal intensiva, promove grandes perdas residuais, que promovem
subsequentemente, efeitos adversos na saide Humana e graves repercussoes para o ambien-
te”. Um exemplo de contaminagio ambiental é o aproveitamento da terra fertilizada pelos
dejetos dos suinos''. O estrume animal promove a transferéncia horizontal de genes da re-
sisténcia para o solo, e as aguas residuais resultantes do confinamento suino, resultam na
disseminagio dos genes de resisténcia para os campos adjacentes, através da irrigacio''. Es-
tes animais transferem os microrganismos resistentes para o Homem e indiretamente para o
ambiente através da contaminagao do solo, do ar e da agua, contribuindo para uma diminui-

cio significativa da qualidade de vida da populagio que vive perto destas industrias''.

Para além das infegoes humanas, € importante referir que o MRSA também tem gran-
des impactos econdmicos na industria do leite”. O MRSA foi identificado pela primeira vez
no leite de vacas leiteiras na Bélgica que sofriam de mastite bovina’. A mastite bovina é uma
doenca inflamatoria que afeta as glandulas mamarias dos bovinos, as glandulas tornam-se fi-
brosas e inférteis, podendo até levar a morte do bovino®. O tratamento e a prevengio da
mastite levam a uma grande utilizagdo de antibiéticos da classe dos beta-lactimicos®. A mas-
tite induzida pelo MRSA tem emergido como sendo uma grande causa de perdas diarias na
produtividade e gera a necessidade de providenciar componentes alternativos capazes de

controlar estas estirpes bacterianas resistentes®.

Tém sido descritas estirpes novas de LA-MRSA em suinos, bovinos e aves de producao
intensiva, mas também em animais de companhia, caes e gatos, cavalos, aves domésticas e

em pessoas que tém contacto com estes animais* >" >,

A presenca do MRSA tem sido também identificada em produtos alimentares de ori-
gem animal, contudo ainda nao existem muitos dados sobre o que implica o consumo destes

produtos®.

3. Cenario Europeu

O S. aureus, como anteriormente foi referido, tem revelado uma extraordinaria capa-
cidade de aquisi¢ao de resisténcias aos antibidticos. Atualmente o MRSA ¢é resistente a mul-
tiplas classes de antibidticos, nomeadamente a todos os antibioticos de largo espectro, os
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beta-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes), a meticilina, aos glicopéptidos
(vancomicina) e recentemente a rifampicina, as fluoroquinolonas e a linezolida, o que limita

drasticamente as opgdes terapéuticas disponiveis®*.

O European Center for Disease Prevention and Control (ECDC) publica anualmente o rela-
torio do European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARSN), que compreende um
sistema de vigilancia de resisténcias aos antibioticos de toda a Europa, incluindo a prevaléncia
do MRSA™. O relatério de 2012 estimou uma prevaléncia nacional de MRSA superior a 50%
(53,8%), um dos piores cenérios de toda a Europa, em conjunto com a Roménia e a Itlia*.

O relatorio de 2013 apresenta melhorias pouco significativas, com uma prevaléncia na-

cional de 46,8%>.

Figura |. Percentagem de isolados de MRSA por pais, na Unidao Europeia, em 201 3.
(Fonte ECDC: Setembro de 2013)

A média da Uniao europeia da prevaléncia do MRSA desde 2010 tem vindo a diminuir,

como podemos observar na tabela |.

Em 2010 a média europeia incidia entre os 22.2%, contudo em 2013 observamos um
decréscimo para 8%, apesar de se notarem melhorias significativas, existem ainda 7 paises
com médias muito superiores 3 média europeia, como é o caso de Portugal (44,8%)*. Ape-
sar da prevaléncia global de MRSA na Europa ser de 22,2%, verificam-se diferencas significati-
vas entre os diversos paises, sendo a prevaléncia consistentemente mais baixa na Finlandia,
Dinamarca, Islandia, Noruega, Estonia e a Holanda (>5%), e mais elevada no Sul da Europa e
Europa de Leste®. O mais preocupante é que apesar de se observarem melhorias significati-
vas desde 2010, comparativamente a tendéncia global europeia, a prevaléncia de MRSA em

Portugal mantém-se indiscutivelmente alta®.



A fim de continuar a reduzir a propagacao de MRSA na Europa, tém sido implementa-
das estratégias globais essencialmente nos sectores da saude, em instituicoes de cuidados

intensivos, e atendimento ambulatorio®.

Em relacao ao LA-MRSA este ja esta bem documentado na Europa, em 2009 a EFSA
identificou MRSA em exploragdes de suinos em |7 Estados Membros da Uniio Europeia®.
Na Holanda foi descoberto que 45% dos produtos de origem suina e 63% dos produtos de
origem bovina, apresentavam estirpes de S. aureus, e 3% e 4% dos isolados apresentavam

resisténcia a oxacilina®,

4. Cenario Nacional

Segundo um trabalho efetuado na Universidade Nova de Lisboa, em Portugal existe
uma elevada frequéncia de MRSA na comunidade (21,6%)”. No entanto, verificou-se que
apenas uma pequena proporgao diz respeito a estirpes clonais carateristicos da comunidade
(11,4%)”. A vasta maioria dos isolados de MRSA existentes na comunidade em Portugal,
pertencem a estirpes clonais caracteristicas do ambiente hospitalar (88,6%)”.

Identificaram ainda uma elevada diversidade genética nos isolados pertencentes a tipos
clonais associados a comunidade (CA-MRSA), incluindo clones considerados epidémicos
(USA300, USA400, USA700), Sudoeste do Pacifico (SVWP), Europeu e (ST398) e clones me-
nos epidémicos (ST1810)”. Em contraste, apenas dois clones epidémicos foram encontrados
entre os MRSA pertencentes a tipos clonais associados ao hospital (HA-MRSA), em especial
o tipo clonal EMRSA-15 (77,2%), mas também o tipo clonal Nova lorque/Japao (NY/JP)
(14,9%). Coincidentemente estes sao os dois clones com maior prevaléncia nos hospitais
portugueses®.

Em resumo, estes resultados indicam que a elevada prevaléncia de MRSA na comunidade em
Portugal parece resultar, principalmente, da disseminagao de isolados pertencentes a tipos
clonais tipicamente hospitalares®.

Segundo dados publicados pela Dire¢ao Geral de Saude, em 2012 foram identificados 1349
microrganismos em | 122 doentes em Unidades de Cuidados Intensivos. Na tabela | podem-
se observar os microrganismos isolados por grupos e respetivas resisténcias aos antimicro-
bianos. Como podemos observar o S. aureus é o microrganismo mais isolado em ambito
hospitalar. Dos isolados identificados como S. aureus, mais de 70% apresentam resisténcia a

oxacilina®,



TABELA |. PERCENTAGEM DE MRSA ISOLADOS NUMA UNIDADE DE SAUDE, EM 2012.

Microrganismos isolados N.2 % de resisténcia % sobre total isolados

Cocos Gram positivo 454 34,0%
Staphylococcus aureus 243 MRSA - 73,7% 18%
Staph coag. negativo 61 4,5%

Enterococcus 131 VRE-22,1% 9,7%
E. faecium 30,0 %
E. faecalis 15,5%
Streptococcus spp. 17 1,3%

Outros Gram positivo 7 _ 0,5%

Enterobacteriaceae 467  C3G-R CAR-R 35%
E. coli 198 29,8% 2,0% 14,7%
Klebsiella spp 134 46,3% 6,7% 9,9%
Enterobacter spp 50 46,0% 8,0% 3,7%
Proteus spp. 47 15,2% 8,5% 3,5%
Citrobacter spp 12 16,7% 1,2% 1,2%
Serratia spp 12 8,3% 1,2% 1,2%

Outras enterobacteridceas 18 1,3%
Gram negativo ndo fermentativo | 171 12,7%
Pseudomonas aeruginosa 79 CAR-R: 27,5% 5,9%
Acinetobacter sp. 71 | CAR-R : 84,5% 5,3%
Stenotrophomonas maltophilia 6 - 0,4%
Outros Gram negativos 15 - 1,1%
Anaerébios a5 3,7%
Clostridium difficile 45 - 3,4%
Outros 4 - 0,3%

(Fonte INSA: Novembro de 2012)

Em relagao ao LA-MRSA existem também ja referéncias de infecoes por MRSA em
quintas de produgao intensiva de suinos. Em 2009, trés quintas suinicolas sofreram de um
surto de LA-MRSA o que resultou na mortalidade de mais de 20% dos suinos. Foi descober-
to que muitos dos suinos saudaveis eram intermitentemente colonizados durante a sua vida
pela mesma estirpe que causou a morte de outros®'.

Em 2010 a EFSA publicou o primeiro inquérito a escala da UE sobre a prevaléncia de
MRSA em exploragoes de suinos reprodutores, a pesquisa mostra que o MRSA ST398 ¢ a
estirpe predominante de MRSA nas exploragoes com suinos reprodutores na Uniao Euro-
peia®.

Segundo a tabela 2, Portugal apresenta uma média superior a da média da uniao Euro-
peia de prevaléncia de MRSA em suinos de reprodugao (14,7%), apresentando valores supe-
riores a Itélia (14%), Luxemburgo (0%) e Holanda (12,8%)*”. Os valores para a prevaléncia na
produgio intensiva nio sio tao alarmantes para Portugal, representando apenas | 1,8%. Isto
indica que os suinos que geram novos suinos neste momento sao mais colonizados pelo LA-

MRSA do que os suinos utilizados para gerar produtos alimentares®.

10



TABELA 2. PREVALENCIA DE LA-MRSA EM SUINOS DE PRODUCAO E DE REPRODUCAO NA UNIAO EUROPEIA.3?

MRSA ST398 %
Unido Europeia 13.1/25.5
Bélgica 40/35.9
Alemanha 43.5/374
Italia 14/21.6

Luxemburgo 0/366

Holanda 12.8/17.9
Portugal 14717118
Espanha 46 /50.2

5. Reservatorios

5.1. Na Comunidade

A transmissao do MRSA ocorre principalmente pelo contacto dérmico direto entre
pessoas. No entanto, esta bactéria sobrevive por longos periodos em objetos inanimados
nomeadamente em roupas, superficies de plastico e superficies metalicas, que podem consti-
tuir um importante reservatorio para a sua disseminagao®.

As ambulancias, os transportes publicos e universidades, foram apresentadas como
possiveis reservatorios de MRSA™. Mais recentemente surgiu em Portugal a primeira descri-
¢ao de contaminagao de transportes publicos por MRSA, revelando uma prevaléncia alar-
mante (26%) numa rede de autocarros da cidade do Porto™. Este estudo fornece evidéncias
de que a principal estirpe hospitalar de MRSA, disseminado na generalidade dos hospitais
Portugueses, esta a sair do meio hospitalar para o meio ambiente, a comunidade™.

Também em domicilios foram identificados varios objetos contaminados, nomeada-
mente brinquedos, comandos de televisao e de consolas, telefones, maganetas de portas,
travesseiros e roupas de cama, torneiras e toalhas de mao™.

A preocupagao publica com o MRSA aumentou em 2005, quando o CDC publicou que
houve mais mortes por infegoes causadas pelo MRSA do que pelo Virus da Imunodeficiéncia

Humana nos EUA®. Enquanto as infecdes a partir das estirpes de HA-MRSA raramente
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ocorrem fora dos cuidados de saude, as infe¢oes causadas por CA-MRSA tornaram-se muito
comuns nos hospitais dos EUA”.

Desde 2001, varios estados promulgaram leis destinadas a retardar a disseminagao do
MRSA, focados em melhorar os servigos de salde, através da inibicio da utilizagao de de-
terminados antibioticos, descolonizagdo dos portadores assintomaticos e dos profissionais
de salde e do isolamento dos infectados™

Outra medida utilizada nos EUA, tem sido através da realizagdo de publicidade para
aumentar a consciéncia da comunidade das infeges por MRSA e para incentivar o uso de

medidas preventivas como a cobertura de lesGes de pele e a higienizagao sistematica das

maos para reduzir a sua transmissio™.

5.2. Na Pecuaria

Anteriormente as infegoes por MRSA em animais eram identificadas exclusivamente
por MRSA associado a pecuaria, e nunca antes tinham sido relacionadas com infe¢ées huma-
nas, tanto na comunidade como a nivel hospitalar’. No entanto foi ja confirmado que o con-
tacto direto com exploragoes de animais apresenta-se como um fator de risco para a coloni-
zagao e infegdo no Ser Humano, sendo o risco dependente da frequéncia e da intensidade
dos contactos” .

O LA-MRSA, desde 2003 tem surgido em animais e Seres Humanos, em areas geogra-
ficas com exploragao intensiva de animais, nomeadamente na Europa, América do Norte e
na Asia*.

Um estudo publicado pela EFSA em 2009 avaliou a prevaléncia do MRSA em explora-
¢oes suinicolas de |7 paises da Uniao Europeia, incluindo Portugal. Observou-se uma preva-
léncia superior a 35% na Italia, Bélgica, Alemanha e Espanha e de 12% no nosso pais®.

Verificou-se que em zonas de elevada densidade de MRSA de origem suina, esta estir-
pe pode influenciar a epidemiologia do MRSA nos servigos de saude®*. Num hospital holan-
dés situado numa zona de grande densidade suina, a incidéncia do MRSA triplicou em poucos
anos e o mesmo se verificou num hospital alemao préoximo duma regiao com intensa criagao
de gado, onde 22% dos doentes colonizados por MRSA, no momento da admissao, eram
portadores da mesma estirpe que colonizavam os suinos™.

Para além dos animais de producao intensiva, que sao apresentados como sendo po-

tenciais reservatorios de MRSA, os animais domésticos como os caes, gatos e aves, também
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podem transportar a bactéria e suas resisténcias, por isso ha um risco elevado que as mes-

mas estirpes possam afetar individuos saudaveis e entrarem assim na comunidade™.

6. Fatores de viruléncia

A versatilidade deste agente patogénico resulta do facto de possuir um vasto leque em
fatores de viruléncia o que lhe permite uma invasao direta dos tecidos, evasao do sistema
imunitario do hospedeiro e ainda garante a sua proliferagao e sobrevivéncia no organismo
hospedeiro® *.

Os mecanismos de patogenicidade podem ser classificados em 3 categorias. A primeira
compreende todos os fatores relacionados com a aderéncia as células do hospedeiro ou a
matriz extracelular, como a produgao de moléculas de fibrinogénio, fibronectina, colagénio

ou da enzima coagulase (tabela 3)**'.

TABELA 3. CONSTITUINTES DA PAREDE CELULAR DO S. AUREUS, QUE LHE PERMITE EVADIR-SE DO SISTEMA IMU-
NITARIO DO HOSPEDEIRO.

Constituinte Modo de atuacio

Acido Teicéico Ativa a via alternativa do complemento e estimula a produgao de citocinas.

Glicanopeptideo Polimero que atua como recetor para leucécitos polimorfonucleares e induz a
producao da IL-1, que vai atuar como elo entre as respostas inflamatorias e
imunes, e opsoninas, que revestem a bactéria, tornando-a facilmente fagocita-
da.

Proteina A Proteina ligada ao peptidoglicano que se liga a porgdo Fc da molécula de IgG,
contribuindo para a geracao de efeitos quimiotaticos, anti-fagocitarios, com
libertagao de histamina, reagoes de hipersensibilidade e lesao plaquetar.

Capsula Estrutura que envolve a parede celular protegendo a bactéria da fagocitose
mediada pelo complemento (C3b) por parte dos neutréfilos, aumentando a
capacidade de invasao dos tecidos até chegar a corrente sanguinea.

Adesinas Moléculas que promovem a aderéncia da bactéria as células do hospedeiro e a
diversos tipos de materiais.

A segunda categoria corresponde aos fatores relacionados com a evasiao da defesa do
hospedeiro, através da producao de inimeras enterotoxinas estafilococicas (SEs A-E, G-J, K,
L, M, O e P), toxinas esfoliativas, a toxina do Sindrome do Choque Toéxico (TSST-1), a pro-

teina A, lipases e polissacarideos capsulares (tabela 4)***.

A terceira categoria determina os fatores relacionados com a invasao na célula do
hospedeiro, como a penetragao nos tecidos e adesao de todo o tipo de superficies, os quais

incluem as toxinas d, B, y—hemolisinas, leucocidinas e adesinas (tabela 4)***. O elevado po-
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tencial infecioso deste microrganismo nao se restringe apenas a sua facilidade de multiplica-
¢ao e disseminacao nos tecidos, mas também na produciao de moléculas com grande poder
patogénico, que inclui as beta-lactamases, coagulases, hialuronidases e catdlases (tabela 4).

Além dessas enzimas, o S. aureus também produz DNAses, lipases, proteases e esterases® .

TABELA 4. ENZIMAS E TOXINAS PRODUZIDAS PELO S. AUREUS E SUAS FUNCOES.

Classe Funcao

Beta- Enzima  Inativa os antibioticos beta-lactimicos (ex. penicilinas e cefalosporinas)
lactamases pela clivagem do anel beta-lactamico.
Coagulase Enzima  Converte o fibrinogénio em fibrina, provocando a formagao de trombos
de fibrina.

Hialuronidase = Enzima  Despolimeriza o acido hialurénico, auxiliando a invasao do microrganis-
mo pelos tecidos.

Catalase Enzima  Converte o perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua evitando a des-
truicao da bactéria.

Alfa- Toxina  Tem a capacidade de promover a lise dos eritrocitos e em casos de
hemolisina intoxicagdes muito graves, causar danos nas plaquetas.
Beta- Toxina  Degrada a esfingomielina, provocando lesées na membrana dos eritréci-
hemolisina tos e, consequentemente, conduzindo ao rebentamento dos mesmos.
Delta- Toxina  Possui propriedades tensoativas e altera o equilibrio hidroelétrico, ini-
hemolisina bindo a absorgao de agua pelo ileo, desencadeando diarreias agudas.
Gama- Toxina  Apresenta atividade hemolitica, cujo mecanismo ainda nao foi devida-
hemolisina mente estabelecido.
PVL Toxina  Esta proteina altera a permeabilidade da membrana e ataca os leucécitos

e os macrofagos. Essa alteragio permite a entrada de catides, como o
Ca*?, resultando na desgranulagdo celular e induzindo a citélise dos leu-
cocitos.

Esfoliativa Toxina  Promove a clivagem do extrato granuloso da epiderme, causando sin-
dromes cutaneas severas (Ex. Sindrome da Pele Escaldada e o Impetigo).

TSST-1 Toxina  Provoca erupgio cutinea descamativa, febres muito altas, choque e
faléncia de multiplos sistemas organicos, podendo conduzir a morte
(Sindrome do Choque Toxico).

Enterotoxinas  Toxina  Toxinas pirogénicas, termoestaveis, responsaveis por intoxicagoes ali-
mentares, podendo provocar vomitos e diarreias.

O S. aureus consegue crescer em ambientes com temperaturas entre 7 e 46°C e tem
uma temperatura 6tima de crescimento entre 35 e 37°C, é extremamente resistente a ciclos
de congelagao/descongelagao e sobrevive durante periodos alargados em alimentos armaze-
nados a temperaturas inferiores a -20°C** *. A bactéria é destruida pela pasteurizagio, mas
as enterotoxinas ja formadas sao resistentes aos processos térmicos, incluindo os regimes

utilizados para esterilizar enlatados de baixa acidez®® *.
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Consegue crescer em ambientes com valores de pH entre 4,5 e 9,3 e apresenta uma

taxa especifica de crescimento maxima em ambientes com valores de pH entre 6,0 e 7,0°**.

E reconhecida pela sua elevada osmotolerancia o que lhe permite crescer em ambien-
tes com uma aW> 0,86 e com uma concentracao de NaCl entre 5 e 7% desenvolvendo-se
com bastante facilidade em alimentos submetidos a salmoura, algumas estirpes crescem a
concentracdes de NaCl de 20%. E uma bactéria anaerdbia facultativa mas a toxina nio é

produzida em condi¢des de anaerobiose®® *.

Como anteriormente foi mencionado, esta bactéria tem ainda a capacidade de sobrevi-
ver por longos periodos em materiais metadlicos e plasticos através da formagao de biofil-

mes*,

Os biofilmes sao comunidades bacterianas de arquitetura extremamente complexa,
nos quais as bactérias sao mantidas juntas por uma matriz extracelular contendo tipicamente
extrapolissacarideos, proteinas e 4cidos nucleicos® *. Apos a fixagao inicial da parede bacte-
riana a uma superficie através da adesao intercelular, estas comegam a multiplicar-se, secre-
tando simultaneamente uma matriz consistente de substancias poliméricas extracelulares,

posteriormente as bactérias agregam-se formando uma comunidade isolada®.

As bactérias que tém a capacidade de formar biofilmes sao a principal fonte de conta-
minagao alimentar que dao origem a graves surtos epidemioldgicos de doenca de origem
alimentar* *. Os biofilmes sio um problema sério na industria alimentar, uma vez que é
extremamente dificil eliminar um biofilme mesmo com a sanitizagao e desinfecao adequada
do local** . Diversos estudos tém mostrado que mesmo apos desinfecio algumas instala-

¢oes permanecem fortemente contaminados* *.

Os biofilmes sao atualmente um grave problema de saude publica uma vez que tém um
grande impacto nas industrias alimentares e ainda no consumidor, sendo responsaveis pela
causa de doengas cronicas dificeis de tratar, da deterioragao de diversos géneros alimenti-
cios e ainda a sua capacidade de resisténcia a desinfecao pelos produtos de limpeza conven-

cionais®.
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FIGURA 2. ESQUEMA REPRESENTATIVO DO DESENVOLVIMENTO DE UM BIOFILME BACTERIANO.

(fonte: www.lookfordiagnosis.com)

7. Disseminacao na area alimentar

O MRSA associado a pecuaria, como anteriormente foi mencionado, tem vindo a ga-
nhar uma atengio especial nos ultimos anos* *. A identificagio do LA-MRSA em animais
para produgao de géneros alimenticios tem levantado algumas duvidas sobre a presenga de

MRSA em alimentos de origem nio animal* *,

As novas metodologias utilizadas na produgao alimentar, tais como o processamento
minimo, a produgao em massa e a globalizagao, entre outros, introduziu novos fatores e

determinou condigdes que permitem o desenvolvimento de bactérias patogénicas®.

Varios estudos tém sido realizados em diferentes partes do mundo aos géneros ali-
menticios destinados ao consumo humano, para detetar a presenga de MRSA e as suas estir-
pes*” ®. Os resultados demonstraram que as estirpes de MRSA identificadas nos alimentos
de origem animal correspondem a estirpes comumente encontradas nos seres humanos*" *.
Esta observagao sugere que ha uma provavel contaminagao cruzada dos alimentos, no mata-

douro ou durante o processamento do género alimenticio com o manipulador®”*,

Hoje sabe-se que os alimentos contribuem como um reservatorio para a disseminagao

de resisténcia aos antibioticos®.
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A ampla aplicagao dos antibiéticos na medicina humana e na veterinaria, o uso de anti-
bidticos na agricultura, e o uso comum de antisséticos e desinfetantes resultaram em pres-
soes seletivas®. Uma das aquisi¢des de resisténcia é mediada por transferéncia horizontal de
elementos genomicos moveis portadores de genes de resisténcia®. As bactérias que conte-
nham elementos de resisténcia a antibidticos, como plasmideos, integroes e ilhéus de pato-
genicidade, sao um risco para a saude publica, porque podem atuar como um reservatorio

para a disseminagio de resisténcias®™'

. Devido ao facto do S. aureus ser muito prevalente no
ambiente alimentar e nos géneros alimenticios, o MRSA pode seguir o mesmo padrao de
disseminagao e apesar de existirem escassas referéncias a infe¢oes de MRSA neste ambiente,

sabe-se que este entra efetivamente na cadeia alimentar® ',

Estudos recentes confirmaram a presenga do MRSA na carne, incluindo vaca, porco,

49-51

frango, peixe e outros animais”~". Para além da carne este foi ja identificado no leite pasteu-

rizado e nao pasteurizado e sobretudo em refeicdes prontas a comer, como saladas, sandes,

molhos e sobremesas®> >3,

A ocorréncia de MRSA nao sé em animais produtores de alimentos mas também em
alimentos de origem animal pode representar uma questao relevante que diz respeito a se-

guranga alimentar e defesa do consumidor®**'.

7.1. Focos de disseminacao

7.1.1. Manipuladores-Alimentos-Consumidor
De acordo com a EFSA, a distribuicio do MRSA no ambiente deve ter uma atencao
especial no que diz respeito ao manusear alimentos contaminados uma vez que pode ser um

foco potencial de transmissdo desta bactéria e das suas resisténcias™.

A propagagao de DOA via manipuladores de alimentos € um problema comum e per-
sistente em todo o mundo® **. Muitas doengas sdo transmitidas e causadas por microrga-
nismos que entram no corpo através dos alimentos®. Numerosos surtos de gastroenterite
tém sido associados com a ingestao de alimentos crus, alimentos que incorporam ingredien-

tes crus ou alimentos obtidos a partir de fontes inseguras™.

As principais contaminagdes microbianas ocorrem devido a falhas no processamento
ao longo da cadeia de produgao, ou seja, matéria-prima contaminada, higienizagao inadequa-

da dos equipamentos e utensilios utilizados no preparagao dos alimentos, armazenamento e
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embalamento incorreto e manipuladores com habitos de higiene pessoal deficiente, podendo

até alguns serem portadores de microrganismos assintomaticos*.

A higiene do ambiente e as condigoes do local podem contribuir decisivamente para
manutengao da qualidade original dos alimentos, podendo atuar como fonte de contaminan-
tes e/ou condi¢oes ambientais que agem como coadjuvantes no processo de contaminagao e

deterioracio dos alimentos®’.

O MRSA tem uma prevaléncia proporcional a manipulagao do alimento, ou seja quanto
mais processos de manuseamento sofrer o alimento ou produto alimenticio, seja por agao

humana ou mecanica, maior sera a probabilidade do alimento ficar contaminado™.

A higienizagao adequada dos equipamentos e utensilios bem como a do préprio mani-
pulador é um dos fatores mais importantes para o controlo da qualidade do produto alimen-

ticio®’.

O facto do S. aureus existir na flora normal do nariz e na pele do manipulador de ali-
mentos, pode ser facilmente transmitido para todo o tipo de produtos alimentares® *’. As
maos dos funcionarios de servigos alimentares de “prontos-a-comer” sao um dos principais
veiculos de disseminagao de doengas transmitidas por alimentos contaminados, causadas
principalmente pela falta da higiene pessoal®. A higienizagio das mios, pulsos e dos bragos, o
uso de aventais, mascaras, luvas e toucas, a lavagem e o acondicionamento dos utensilios em
ambientes limpos, saio medidas preventivas fundamentais que previnem o desenvolvimento

das bactérias®.

7.2. A intoxicacao por S. aureus

Na Uniao Europeia (EU), o numero de surtos de intoxicagoes alimentares esta a au-
mentar, com 386 surtos reportados em 2013*. A intoxicagdo alimentar causada por S. au-
reus € uma intoxicagao que resulta do consumo de alimentos que contém quantidades sufi-
cientes (entre 20ng a lug) de uma ou varias enterotoxinas estafilocdcicas pré-formadas®® ®'.
Os sintomas da intoxicagao ocorrem nas primeiras 2h a 6h apds o consumo dos alimentos

contaminados, e incluem nauseas, vomitos violentos, colicas abdominais, com ou sem diar-

N e ep e

testino delgado®™ **¢*¢2,
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A doencga geralmente é autolimitada e resolve-se nas 24h/48h seguintes aos sintomas.
Ocasionalmente pode ser severa o suficiente que prossiga um internamento para reposicao
do equilibrio hidroeletrolitico, particularmente nas criangas e idosos que tém o sistema imu-

nolégico mais debilitado™ * ¢ %,

Pequenas doses da toxina podem provocar intoxicagoes, exemplo disso foi a ingestao
de apenas 0,5ng/ml de enterotoxinas estafilococias num leite achocolatado contaminado que

promoveu um grande surto de intoxicagdes no Irio®.

Os alimentos que usualmente estdo implicados em surtos de intoxicagao envolvem
produtos de origem animal, ovos, leite e seus derivados, saladas, produtos de pastelaria e
alimentos salgados, como o presunto, carne fumada e o bacalhau®" *. Como anteriormente
foi referido, o S. aureus tem a capacidade de tolerar concentragoes de NaCl até 20% e ainda

cresce numa aWV relativamente baixa (aWW=0,86)°" .

Nos casos mais graves, os antibioticos nao podem ser utilizados como tratamento uma
vez que na maior parte dos surtos a bactéria permanece ausente no hospedeiro, sendo s6 a
toxina a provocar a patologia®. A toxina nio tem os recetores adequados para existir uma
antibioterapia eficaz”’. Nestes casos o tratamento é apenas de suporte, tratando os sinto-

mas®?.

O grande problema da identificagao da etiologia da intoxicagao reside na dificuldade
em determinar a sua presenga porque se a intoxicagao for provocada unicamente por toxi-
nas, a toxina nao cresce em meios de cultura como as bactérias, a unica forma de ser dete-

tada é através de biologia molecular® ¢,

O S. aureus é termolabil e facilmente eliminado por processos moderados de tempera-
tura, contudo as enterotoxinas sao extremamente resistentes a temperaturas elevadas e
como sao produzidas antes do alimento contaminado ser cozinhado, torna-se muito dificil a

sua eliminacio®.

A contaminagao microbiolégica dos produtos alimentares tem sido objeto de preocu-
pacio constante em diversos paises®. Nos EUA estima-se que anualmente entre | milhio a
2 milhoes de pessoas sao acometidas por gastroenterites provocadas por toxinas, sobretudo
por produtos de origem animal®. No Brasil, segundo os dados do Ministério da Salde, foram
registados 593,212 casos de intoxicagao alimentar entre 1984 a 1997, porém sem especificar

as toxinas, os microrganismos ou as fontes envolvidas®.

19



Estes dados provavelmente sao insuficientemente estimados devido a diagndsticos mal
efetuados, colheitas mal efetuadas da amostra, exames laboratoriais errados e ainda a falta
de notificagdo dos surtos®. O controlo desta patologia tem um impacto social e econémico
efetivamente sério, representando uma perda consideravel na produtividade do trabalho,
despesas hospitalares, perdas economicas avultadas nas industrias alimentares, nos servigos

59, 61

de catering e em restaurantes’” °'. Por esse motivo é muito importante a aplicagao adequada

das medidas de controlo sanitario dos alimentos e superficies, particularmente das matérias-

primas de origem animal®>®'.

Um exemplo preocupante tem sido o consumo exagerado da conhecida “fast food”.
Por exemplo os nuggets representam um produto muito popular em todo o mundo e encon-
tram-se em praticamente todas as cadeias de fast food*’. Um grande problema associado os
nuggets é o facto de estes sofrerem um tratamento térmico extremamente curto, de apro-
ximadamente 8 minutos, e por isso, é esperado que se encontrem frequentemente bactérias

e toxinas se nao existir o minimo de higiene durante todo o processamento do produto®.

7.2.1 Enterotoxina estafilococica
As enterotoxinas estafilococicas sao exotoxinas sintetizadas pelo S. aureus na transicao
do final da fase exponencial e do inicio da fase estacionaria de multiplicagao bacteriana,

quando as condi¢oes de tempo e temperatura sio favoraveis (ilustragio 3)°'.

Para além de serem extremamente resistentes ao calor, as toxinas sao também extre-

mamente resistentes ao frio, ao pH e a digestio proteolitica®" ***.

Estas pertencem a uma familia de toxinas pirogénicas que lhes da a habilidade de atua-
rem como superantigénios, ou seja possuem a capacidade de ativarem uma grande quantida-
de de linfécitos T** ¢'. A ampla expansio dos Linfécitos T e dos linfécitos B resulta numa

. . ~ . . .6l . . .
massiva libertagao de citocinas pelo hospedeiro®'. Estas citocinas atuam como vasodilatado-
res capilares conduzindo a hipotensao, ao choque anafilatico, imunossupressao e, em casos

mais graves, na faléncia de multiplos érgios®'.
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FIGURA 3. CURVA DE CRESCIMENTO MICROBIANO.

(Fonte: vongolaetec.forumeiros.eu)

Atualmente conhecem-se 22 tipos de enterotoxinas estafilococicas, as classicas SEA,

SEB, SEC, SED e SEE que sao responsaveis pelas intoxicagoes provocadas ao Ser Humano, os
novos tipos de SE (SEG, SEH, SEI, SER, SES, SET) e ainda as SEL®" ®’. Todas as SE classicas
tém atividade emética, a toxina SEA é a que esta mais frequentemente envolvida em surtos
de origem alimentar e a que esta diretamente envolvida com a modificagao da fungao dos
neutrofilos®'. Estima-se que a atividade biolégica da SEB é perdida apés ser submetida a tem-

peraturas de 60°C durante |6h e em pH 7,3°"¢,

7.2.1.1.Modo de acao

Uma vez ingeridas, as SE resistem ao pH estomacal e as enzimas proteoliticas que dis-
solvem o bolo alimentar, ao chegarem ao intestino, estimulam as terminagoes nervosas,
transmitindo impulsos sobre o nervo vago que subsequentemente estimula o centro emético
e aumenta a motilidade intestinal** *" . As enterotoxinas penetram o intestino e ativam res-
postas imunes locais, sendo responsaveis por lesoes epiteliais na mucosa do trato gastroin-
testinal, especialmente no estdmago e na porgao inicial do intestino®* ¢ ¢. A libertagio de

mediadores inflamatérios, como a histamina, substincia P e leucotrienos provocam emése®*

6l
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7.3. Epidemiologia

A variedade e extensao das DOA ¢ tal, que nenhum pais é capaz de fornecer dados
exatos sobre a sua incidéncia ou prevaléncia. Ainda que exista um sistema de informacao
adequado, s6 uma pequena proporgcao das doencas € que chega ao conhecimento das
autoridades de salde publica (tabela 5)%.

Os casos notificados nos paises industrializados alcangam muito provavelmente menos
de 10% da incidéncia real®. Estima-se que a incidéncia anual de doengas alimentares na UE se
situe entre os 6 e 80 milhdes de casos®.

Ao contrario de outros paises europeus, Portugal nao possui um sistema nacional de
vigilancia e controlo de doencas de origem alimentar, pelo que o nimero de ocorréncias

registado é muito limitado, evidenciando as lacunas do sistema de notificagdes no pais®.

TABELA 5. NOTIFICACAO DE DOA EM PORTUGAL NO PERIODO

DE 1993 A 1998.
Ano N°de Surtos | N°de Casos Casos Pessoas
Isolados Hospitalizadas
1987 25 215 2 72
1988 39 994 4 73
1989 M 1044 1 145
1990 30 187 1 25
1991 35 694 6 93
1992 29 798 3 129
1993 43 1068 7 270
1994 49 1051 10 207
1995 45 885 16 167
1996 60 786 9 95
1997 60 1615 12 134
1998 47 1411 24 602

(Fonte: INSA, 1998.)

Segundo o registo de ocorréncias em Portugal no 7° Relatério da OMS do Programa
de vigilancia e controlo de DOA na Europa, verificou-se que o S. aureus é responsavel, em
conjunto com a Salmonella entiritidis e com o Clostridium botulinum, por mais de 80% das
ocorréncias registadas pelo Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA) de Lisboa e

do Porto entre 1993 e 1998 (tabelas 6 e 7).
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TABELA 6. SURTOS DE DOA POR AGENTES CAUSADORES DE DOEN-

CA, RECOLHIDOS PELO INSA NA REGIAO DE LISBOA.

Ano Total

Agente Causador 1997 19% N %
Salmonella enteritidis 8 1 9 15,0
Staphylococcus aureus 4 7 1 18,3
B. cereus 1 - 1 1,7
Y. enterocalitica 1 - 1 1,7
Microrganismos aerobicos 1 - 1 1,7
E. coli enterotoxinogenico e

enterohemorragico - 1 1 1,7
S. enteritidis + S. aureus - 1 1 1,7
S. enteritidis + S. aureus + B. cereus - 1 1 1,7
S. aureus + B. cersus - 1 1 1,7
Desconhecido 24 9 33 55,0
Total 39 21 60 100,0

TABELA 7. SURTOS DE DOA EM PORTUGAL, POR AGENTES BIOLOGI-
COS CAUSADORES DE DOENGCA, RECOLHIDOS PELO INSA, NA REGIAO

DO PORTO.
Ano
Acente Causador 1993 1994 1995 1996 1997 1998 Total
ge 1993 - 1998
N %
Clostridium botulinum tipo B 4 4 7 7 - 15 37 18,3
Clostridium botulinum tipo E - - 2 - - 2 1,0
Clostridium botulinum tipo (B+E) - 1 - - - 1 05
Clostridium botulinum n&o tipificado - - - - 2 2 10
Salmonella 62((63; 5(@) 3(a) 6(a) 41(ab)]+ 4(a) | 31 153
S. aureus Z) % 4 4 4 2 20 99
B. cereus 1 - - 2 3 7 3,5
Clostrdium perfrigens - - - - 1 1 0,5
Salmonella + S. aureus 1a) - 3@@) 1(c) - 2@ | 7 35
Salmonella + B. cereus - - 1a) - 1@ | 2 1,0
Salmonella + Y. enterocolitica - - - 1) - 1 05
S. aureus + B. cereus 1 1 0,5
C. perfrigens + L. monocytogenes - - - 1 - 1 05
Desconhecido 7 11 14 18 19 20 89 441
Total 24 24 32 39 33 50 | 202 100

(Fonte: INSA, 1998.)

(Fonte: INSA, 1998.)

Segundo o Boletim Epidemiolégico publicado pelo INSA em 2014, em 2013 foi
realizada uma investigagao laboratorial a 19 surtos. Em 10 surtos foi identificado o agente
etioldgico, nestes foram reportados 183 casos humanos e 17 hospitalizagdes (tabela 8)%. A
enterotoxina estafilococica foi o agente etioldgico responsavel por 46% dos surtos (tabela 9).
Houve | surto do Clostridium botulinum, do Clostridium perfringens e ainda da Escherichia coli
verotoxigénica®’. Os restantes correspondiam a intoxicagdes provocadas por virus®'.

As refeicoes mistas e os produtos de pastelaria e bolos foram os géneros alimenticios
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onde predominantemente é identificado este agente como responsavel pelas intoxicagoes

alimentares®’.

TABELA 8. NUMERO DE SURTOS DE INTOXICACOES ALIMENTARES COM O AGEN-

TE ETIOLOGICO IDENTIFICADO PELO INSA, DE 2009 A 201 3.

Surtos 11 4 8 7 10 40
Casos 251 56 101 135 183 726
Hospitalizados; 90 0 1 1 17 109
Mortes 1 0 0 1

(Fonte: INSA, Outubro de 2014)

Verificou-se que os fatores que mais tém contribuido para a ocorréncia de

intoxicagoes alimentares tém sido as contaminagoes

cruzadas, procedimentos de

manipulagao incorretos, assim como abusos no bindmio tempo/temperatura de conservagao

de alimentos, estando estes fatores presentes simultaneamente na maior parte dos surtos®’.

TABELA 9. AGENTES CAUSADORES DE INTOXICACOES ALIMENTARES EM

PORTUGAL DE 2009 A 2013.

Enterotoxinas estafilocdcicas efou 5
estafilococos coagulase positiva

Clostridium botulinum 1
Clostridium perfringens 1
E coli (VTEC) 1
Norovirus Gll 2

Staphylococcus spp —. —

190 \T% _—— (. botulinun

\

| |
12%
\ ~— Salmonella spp

5%
Norovirus —>\&% 8% 13%
/= \—C. perfringens

Y. enterocolitica —/ |
E coli VTEC

(Fonte: INSA, Outubro de 2014.)
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Ainda neste estudo, foram analisados dados de internamento hospitalar em Portugal
para determinadas doencas e agentes que sio transmitidas por alimentos®’. Estes
confirmaram a necessidade de melhorar a vigilancia epidemiolégica e laboratorial devendo
esta ser obrigatéria quando ha doentes internados®. Observou-se que caraterizagio
molecular das estirpes isoladas é um passo importante para identificar surtos dispersos e
determinar as fontes de contaminagio na cadeia de produgao alimentar®’.

Existe um elevado nimero de internamentos por diarreias viricas e por infegoes
intestinais (gastroenterites e diarreias) que nio sio definidas®’. Um melhor conhecimento das
doengas transmitidas por alimentos ajuda a priorizar agoes e a distribuir recursos na saude e
na seguranga alimentar®’.

Segundo os dados publicados pelo Scientific Report of EFSA and ECDC, em 2013, 12
Estados Membros reportaram 386 surtos de DOA causadas pelas toxinas do S. aureus, o que
representa 7,4% de todos os surtos®’. Houve um aumento comparado com o ano de 2012
uma vez que 14 Estados Membros reportaram 346 surtos causados pelo mesmo agente®. A
Franga foi o pais que representou a vasta maioria dos surtos com 87% representando um
aumento de 12% quando comparado com o ano anterior®.

O numero de casos reportados em Portugal também aumentou desde 2012, de 43
para 57, assim como o numero de hospitalizagoes, que ultrapassou o numero de

hospitalizacdes de Espanha, Dinamarca e Bélgica o que é bastante preocupante®® .

TABELA 10. DOA CAUSADAS PELAS TOXINAS DO S. AUREUS EM 2013 NA EUROPA.

Belgium 4 59 0 0
Croatia 1 6 0 0
Denmark 2| 104 0 0
France 63 680 23 0
Germany 5 59 7 0
Hungary 1 17 13 0
Netherlands 0 0 0 0
Poland 1 9 0 0
Portugal 5 57 6 0
Slovakia 1] 196 0 0
Spain gl 110 3 0
Sweden 2 7 0 0

(Fonte: EFSA, Outubro de 2013.)
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8. Importancia da Seguranca Alimentar

Como anteriormente foi referido a maior parte das DOA resultam da ingestao de ali-
mentos contaminados por microrganismos. Os alimentos contaminam-se em diferentes pon-
tos da cadeia alimentar, desde a produgao primaria na colheita, até ao momento do consu-

mo do alimento, em casa do consumidor’.

As DOA podem acometer inUmeras pessoas ao mesmo tempo, resultando em graves
surtos, isto deve-se essencialmente porque atualmente os alimentos sao produzidos e con-
sumidos globalmente, a migracao e a facilidade de viajar das pessoas aceleram a propagagao
dos microrganismos patogénicos, aumentando a exposi¢ao dos consumidores aos perigos da

contaminacio de alimentos’’.

No ultimo século os consumidores assistiram a um elevado crescimento da populagao
mundial, em grande parte devido aos avangos tecnoldgicos na medicina, a produgao massiva
de produtos agricolas e com a evolugao natural da sociedade surgem as preocupagoes asso-
ciadas a alimentagdo e aos possiveis perigos e doengas inerentes’'. A perda de confianga do
consumidor, nos sistemas de controlo, a livre circulagao dos géneros alimenticios e o au-
mento de incidentes relacionados com a seguranga dos géneros alimenticios comercializados
por toda a Europa, iniciou-se devido a uma série de crises relacionadas com os alimentos no
final dos anos 90. A destacar as mais mediaticas nomeadamente a Encefalopatia Espongifor-
me Bovina (BSE) a conhecida “doenga das vacas loucas”, as dioxinas, e mais recentemente a
adulteragao do leite em pé6 com melamina na China, e a fraude dos preparados de carne
moida de bovino, com carne de cavalo na Europa’'. Estas crises vieram evidenciar falhas mui-

to graves na concegio e na aplicacio da regulamentagio alimentar na UE’".

Apos o desenvolvimento destas crises, tornou-se como imediato e prioritario a pro-
mogao de um nivel mais elevado de seguranga alimentar, sendo urgente aprofundar e criar
mecanismos de seguranca alimentar, de prote¢io do consumidor e da sua saGde’. Em 1997
a Comissao Europeia publicou o Livro Verde sobre os principios gerais da legislagao alimen-
tar da Unido Europeia, que constituiu o ponto de partida para melhorar a legislagio’. Mais

tarde em Janeiro de 2000 foi criado o Livro Branco sobre a Seguranca Alimentar’.

Com a criagao do livro, foram formulados os principios gerais sobre os quais deve as-
sentar a politica europeia em matéria de seguranca alimentar, para além disso, percebeu-se

que era estritamente necessario a constituicio de uma Autoridade Alimentar Europeia inde-
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pendente, para promover sistemas de controlo mais harmonizados a nivel nacional e para se

conseguir alcancar um feedback por parte dos consumidores’.

Em 2002, apos revisao dos principios gerais da legislacao alimentar, foi elaborado o Re-
gulamento (CE) n.° 178/2002 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 28 de Janeiro de
2002 e foi criada a Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA)”. Esta legislacio
garante um elevado nivel de protecao da saude humana e dos interesses dos consumidores
em relacao aos géneros alimenticios, tendo em conta a diversidade da oferta, incluindo os
produtos tradicionais, e assegurando, ao mesmo tempo, o funcionamento eficaz do mercado
interno”. Estabelece principios e responsabilidades comuns, assegura uma base cientifica
solida e procedimentos organizacionais eficientes para a tomada de decisdes em questoes de

seguranca dos géneros alimenticios e dos alimentos para os animais”.

Apos a entrada em vigor deste regulamento, todos os operadores das empresas do
sector alimentar tornaram-se responsaveis pela seguranga alimentar dos géneros alimenticios
que produzem e que fornecem”. Deste modo, comegaram a ser controladas e acompanha-
das todas as fases da produgao, transformagao e distribuicao de géneros alimenticios e de
alimentos para animais, ao longo de toda a cadeia alimentar, «do prado ao pratoy, através da
rastreabilidade do produto e da transparéncia dos métodos utilizados durante todo o seu

processamento’’.

A EFSA foi criada como fonte de aconselhamento cientifico e de comunicacao sobre os
riscos associados a cadeia alimentar, com o objetivo de garantir a seguranca alimentar da
Uniao Europeia e de assegurar a protecao dos consumidores, restaurando e mantendo a
confianca no abastecimento de alimentos da UE™. Compete & Autoridade a formulagio de
pareceres cientificos independentes sobre todos os aspetos relacionados com a seguranga
alimentar, a gestao de sistemas de alerta rapido, a comunicagao e o dialogo com os consu-
midores sobre questoes de seguranga dos alimentos e de salde, bem como a constituicao de
redes com as agéncias nacionais e os organismos cientificos’. E a Autoridade Alimentar Eu-
ropeia que fornece toda a anadlise necessaria a Comissao que decidira dar a resposta a apli-

car’®.

Em 2005 nasce em Portugal a Autoridade de Seguranga Alimentar e Economica (ASAE)
que tem como missao avaliar e comunicar os riscos na cadeia alimentar, bem como
disciplinar o exercicio das atividades econémicas nos sectores alimentares e nao alimentares,

mediante a fiscalizagdo e prevencio do cumprimento da legislagio reguladora das mesmas’.
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A ASAE assume-se como a EFSA em Portugal e funciona como organismo de ligagao com os
outros Estados-Membros, o que permite garantir, identificar e controlar uma crise’.

Para evitar o desenvolvimento de uma nova crise, foi instituido o principio da
precaucao que estabelece a necessidade de implementagao de agoes de protecao prévias
quando existem lacunas no que respeita a existéncia de provas cientificas de um
determinado risco para a saidde humana ou animal”®. Este principio procura alterar as
politicas e estratégias de reagao para politicas de precaugao, impedindo a distribuicao ou
mesmo a retirada do mercado de produtos suscetiveis de representarem perigo para a
saide humana’. Os seus componentes centrais estio relacionados com a saude publica e
assentam em atuar preventivamente face a incerteza; responsabilizar os operadores das
empresas do setor alimentar; explorar um largo espectro de alternativas a possiveis agoes
prejudiciais e incrementar a participagao publica na tomada de decisio’. Esta abordagem ja
esta incorporada em diversos acordos internacionais e € assumida como um principio basi-
co’.

De modo a determinar se um género alimenticio é perigoso ou nao, sao consideradas as
condigoes normais de utilizagao; o provavel efeito imediato ou posterior sobre a saude; a
informagao prestada ao consumidor; os efeitos toxicos cumulativos e as sensibilidades
sanitarias especificas de uma determinada categoria de consumidores’’. Sempre que se
considere que um género alimenticio é prejudicial a saiude, assume-se que a totalidade do
lote desse mesmo género alimenticio é potencialmente perigoso’”’. O mesmo acontece com
os alimentos para animais, uma vez que se considera que se um género alimenticio é
prejudicial 2 saide humana, o mesmo nao podera ser dado nem comercializado a animais
produtores de géneros alimenticios”’.

Para além da legislagao, da autoridade e dos principios formulados, foi criado o Sistema de
Alerta Rapido para os Géneros Alimenticios e Alimentos para Animais (RASFF) que é
responsavel por informar acerca de todos os riscos para a salde publica que provém de
géneros alimenticios, ajudando a identificar e, eventualmente a eliminar produtos que
estejam no mercado’®. Cada Estado-Membro possui um centro nacional como ponto de
contacto’®.

Sempre que um membro da rede dispuser de algum tipo de informagao relacionada
com a existéncia de um risco grave, direto ou indireto, para a saude humana, essa
informacio é imediatamente comunicada 3 Comissio Europeia (CE) através deste sistema’.

A Comissio transmitira de imediato a informacio aos restantes membros da rede’®.
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A industria alimentar é um setor complexo do ponto de vista higiénico-sanitario, pois
existe uma enorme variedade de alimentos manipulados, o que torna necessario a aplicagao
de medidas adequadas para garantir a inocuidade dos alimentos”. Em 2004, foi elaborado o
“Pacote Higiene”, constituido por um conjunto de atos que instituem regras de higiene para
os produtos alimentares, entrando em vigor a | de Janeiro de 2006”*'.

Da legislagao comunitaria relativa a higiene dos géneros alimenticios, aplicavel a partir
de | de Janeiro de 2006, destaca-se o Regulamento (CE) n° 852/2004 que estabelece as re-
gras de higiene dos géneros alimenticios gerais destinadas a serem implementadas por todos

os operadores”®'.

Com toda esta evolugao tornou-se necessario aplicar nao s6 as boas praticas de
higiene e confe¢ao, mas também um programa de seguranca alimentar preventivo, baseado

no plano de Anélise de Perigos e Pontos Criticos de Controlo (HACCP)®.

2

E obrigacao especifica dos operadores a implementagao de sistemas de autocontrolo
baseados nos principios do HACCP um sistema preventivo que permite uma gestao proacti-
va dos perigos para a seguranga alimentar, com verificagoes sistematicas e auditoria das con-

digdes de higiene das instalagdes, equipamentos e de manipulagio dos géneros alimenticios®

83

O sistema de HACCP tem como objetivo garantir a inocuidade sistematica dos géne-
ros alimenticios. E um sistema de analise de perigos e pontos criticos de controlo com ca-
racter preventivo, uma vez que é através dele que sao identificados e caracterizados os po-
tenciais riscos e sao implementadas medidas preventivas que permitem a redugao da proba-
bilidade de ocorréncia de fatores que possam por em causa a seguranc¢a dos produtos e con-

sumidores®> &,

Para prevenir, reduzir ou eliminar a contaminagao dos alimentos durante a sua arma-
zenagem e preparagao, todos as etapas devem ser controladas. O controlo é atingido se se

cumprirem os principios que sio a base do plano HACCP®,

Este é suportado essencialmente por 7 principios, sendo eles, a analise dos perigos, a
determinagao dos PCC, o estabelecimento dos limites criticos para cada Ponto Critico de
Controlo (PCC), a determinagao de procedimentos de monitorizagao para controlo de cada
PCC, estabelecimento das agoes corretivas a tomar quando um dado PCC se encontra fora
dos limites aceitaveis, instituicao de procedimentos para a verificagao que evidenciem que o

sistema de HACCP funciona, e por ultimo, o estabelecimento de sistemas de registo de da-
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dos que documentam todo o plano de HACCP®. Para um perigo ser avaliado com um grau
de risco significativo, a sua ocorréncia deve ser razoavelmente provavel e as consequéncias

devem ser relativamente graves®.

Uma boa estratégia de seguranga alimentar inclui as boas praticas na produgao alimentar e
no controlo dos perigos, de acordo com a legislagao vigente, mas também a educagao dos
consumidores com o objetivo de minimizar o risco de contaminagao dos alimentos por mi-
crorganismos patogénicos’. Para assegurar que os esforcos de prevencio sio efetivos, é
importante perceber a etiologia da infegao e estar alerta para o perigo real, para que possam
ser alterados os comportamentos que originam as mas praticas que consequentemente con-

tribuem para o desenvolvimento da doenga™.

Apesar dos surtos ocorridos em casa serem menos notificados do que os que acontecem a
nivel comercial e coletivo, e serem menos investigados pelos servigos de saude, a Food and
Agriculture Organization e a World Health Organization (FAO/WHQO) em 2002 chegaram a con-
clusao que na Europa as casas privadas sao o local onde a maior parte das intoxicagoes e

infecoes alimentares ocorrem.

Os consumidores necessitam de estar conscientes da natureza e seguranca dos géneros ali-
menticios porque tém responsabilidades como compradores, processadores e fornecedores
de alimentagio’. As priticas de manipulagio na cozinha influenciam o risco de sobrevivéncia
e multiplicagao dos microrganismos assim como a contaminagao cruzada de outros alimen-

tos’®.

E relevante notar que em Portugal, é em casa que estd a principal origem dos surtos”. Du-
rante o periodo 2009 a 2013, o INSA analisou os alimentos suspeitos de estarem associados
a 65 casos suspeitos de surtos em que 165 pessoas foram hospitalizadas e foi notificada uma
morte, 21% dos casos aconteceram em casa’®. Os alimentos mais comuns na origem destas

intoxicagoes e infecdes foram as refeicdes mistas, o presunto e os produtos de pastelaria”.

9. Qualidade Alimenticia e exigéncias do consumidor

Portugués

A crescente procura do consumidor por produtos da mais alta qualidade revela a

necessidade da utilizagao de tecnologias que aumentem a vida Util dos produtos alimenticios,
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e ainda proporcionem as minimas alteracoes na qualidade nutricional e sensorial dos
. 84 , o . N .
alimentos™. Além de preservarem as caracteristicas do alimento, as novas tendéncias devem

procurar assegurar um equilibrio entre a produgdo e o consumo dos alimentos®.

Na visao atual do consumidor, o conceito de qualidade de um alimento engloba nao s6
as caracteristicas de sabor, aroma, aparéncia e padronizacao do alimento, mas também a
preocupagio em adquirir alimentos que nio causem danos a saude®. Conceitualmente um

alimento seguro é aquele que nao oferece perigo a salde e a integridade do consumidor®.

A preferéncia por produtos de qualidade tem estimulado o desenvolvimento de novas

. ~ . . . 84 .
tecnologias de conservagao que produzam efeitos minimos nos alimentos™. O consumidor
preocupa-se em adquirir alimentos que sejam o mais naturais possiveis, a ideia de estar
associado, a diversos processamentos quimicos, organismos geneticamente modificados,
utilizagao de corantes, aditivos entre outras, faz com que o consumidor evite consumir estes
84 A . . : ’ .
produtos™. Em consequéncia da procura maior ou menor do consumidor, a industria
alimentar teve de alterar as suas metodologias e procurou inovar os métodos propostos®.
Atualmente existem tecnologias que provocam a eliminagao ou diminuigao da velocidade de
multiplicagao de microrganismos e a inativagao de enzimas, sem o aumento substancial da
temperatura do produto®. Estes novos processos promovem poucos danos aos pigmentos
mantendo os compostos fendlicos que conferem o sabor e as vitaminas e, em contraste com
os processos convencionais que utilizam altas temperaturas, as caracteristicas sensoriais e
nutricionais originais dos alimentos sao mantidas, nao havendo perdas significativas da

qualidade do produto fresco®.

Os consumidores estao cada vez mais exigentes quanto a elevada qualidade dos
alimentos, e tém a expectativa de que tal qualidade sera também mantida em nivel elevado

durante todo o periodo entre a compra e o consumo® %

. Essas expectativas sao uma
consequéncia nao apenas da imposicao de que o alimento deve permanecer seguro, mas
também da necessidade de minimizar as alteragdes indesejadas das suas qualidades
sensoriais® ¥. As necessidades de qualidade refletem-se nos requisitos de rotulagem que os
fabricantes de alimentos devem respeitar; dependendo dos paises e do tipo de produto deve

sempre encontrar-se o local onde é realizada a producio, validade, composicio e origem®

86

O consumidor precisa de saber o que consome, a regulamentacao relativa a rotulagem

dos alimentos reconhece esse mesmo direito®. A legislagio adotada pela UE neste dominio
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assenta no principio fundamental de que deve ser dada ao consumidor toda a informacgao
essencial sobre a composi¢cao do produto, do fabricante e dos métodos de armazenagem e
preparagao®. Os produtores e a indUstria transformadora podem fornecer informagdes adi-
cionais que devem ser exatas e nao podem induzir o consumidor em erro, nem alegar que

um género alimenticio possui propriedades de prevengao, tratamento ou cura de doengas®.

Apesar de as doengas relacionadas com alimentos serem principalmente causadas pela
ingestao de produtos contaminados por bactérias patogénicas, fungos, virus, parasitas ou
toxinas, estas doengas também estao dependentes do facto das colheitas e dos produtos
frescos terem estado ou nao expostos a quimicos toxicos, metais pesados, pesticidas ou

residuos farmacolégicos”.

Uma grande quantidade da populagao portuguesa € alérgica a substancias encontradas
em alimentos e/ou a alguns aditivos alimentares”. Os aditivos quimicos sio proibidos, a me-
nos que a sua utilizagao tenha sido autorizada e comprovada exaustivamente como Uutil para
o consumidor, pela ASAEY. Também existe regulamentagio especifica para aditivos alimen-
tares como os corantes, edulcorantes, emulsionantes, estabilizadores, espessantes e gelifican-
tes®. A fim de evitar quaisquer riscos para a salde pUblica, a UE adotou medidas rigorosas
em relagao aos niveis de pesticidas e de residuos de medicamentos veterinarios que perma-
necem nos alimentos quando sao postos a venda ao consumidor e proibiu a utilizagao de
hormonas para estimular o crescimento dos animais, ja que para os alimentos serem segu-
ros, os animais de que provém devem ser saudaveis®”. Foram ainda adotadas normas aplica-
veis aos materiais que entram em contacto com os géneros alimenticios, especialmente as
matérias plasticas, a fim de assegurar que nao existe migragao e partilha de componentes

entre o alimento e a embalagem?’.

A Uniao Europeia da grande importancia a preservagao da saude animal, e a prevengao
de surtos de doengas animais contagiosas, como a febre aftosa, a peste suina ou a gripe avia-
ria¥’. Caso ocorra um surto de uma destas doengas, apesar das medidas de prevencao apli-
cadas, sao tomadas disposi¢oes rigorosas para controlar e evitar a propagagao da doenga,
por isso com o intuito de impedir que entrem na cadeia alimentar animais doentes, todos os
animais e produtos de origem animal devem cumprir exigéncias sanitarias severas para pode-
rem ser importados ou comercializados dentro da UE¥ Os estudos realizados mostram que
os animais sao mais saudaveis e permitem produzir alimentos de melhor qualidade se forem

bem tratados e puderem manifestar os seus comportamentos naturais, o stress fisico que
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advém de serem criados, transportados ou abatidos em mas condigoes pode afetar nao so6 a

salide dos animais como também a qualidade do produto final alimentar®.

O consumidor portugués pretende também que a UE respeite as diversas culturas e
tradicdes gastrondmicas existentes dentro das suas fronteiras”’. Para dar resposta a estas
expectativas, a UE desenvolveu rétulos de qualidade®. Os rétulos de Denominagao de Ori-
gem Protegida (DOP) e de Identificagao Geografica Protegida (IGP) que sao aplicaveis a pro-
dutos agricolas ou géneros alimenticios estreitamente relacionados com uma regiao ou local
especificos”’. Quando um determinado produto apresenta o rétulo IGP, significa que este
possui uma caracteristica especifica ou beneficia de reputagao geral associadas a uma dada
area geografica e que pelo menos uma das fases de producao, transformagao ou elaboragao

ocorreu dentro dessa area, que cumprem determinadas especificagdes de qualidade®’.

Um produto que apresente o rotulo DOP possui caracteristicas comprovadas que so
podem resultar do ambiente natural e da metodologia da confegao dos produtores da regiao
a qual esta associado, assim, s6 podera beneficiar da denominagao “Queijo Serra da Estrela”,
o queijo produzido na regiao delimitada da Serra da Estrela, que cumpre determinados re-

quisitos precisos®’.

O mesmo ¢ aplicado com o rotulo “Agricultura Bioldgica” o que determina que o gé-
nero alimenticio foi produzido mediante métodos biolégicos aprovados que respeitam o
ambiente e de acordo com normas rigorosas de producao animal®”. Neste modo de produ-
¢ao, os agricultores evitam sobretudo a utilizacao de pesticidas sintéticos e fertilizantes qui-

micos®.

Estima-se que por ano, ocorrem 2 milhoes de mortes provocadas pela ingestao de
4gua para consumo ou alimentos contaminados em todo o mundo®. A situagdo sera ainda
mais critica em 2050, onde 9 bilhoes de Seres Humanos necessitarao de ter acesso a alimen-
tos de boa qualidade®. Simultaneamente, os principais intervenientes da cadeia de abasteci-
mento orientam as suas atividades num ambiente complexo e global com legislagao em cons-
tante mudancga, aumento das restri¢oes de rastreabilidade e da necessidade de transparéncia

por parte dos consumidores®’.
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10. Parte Experimental

10.1. Materiais
Neste trabalho foram realizadas analises a mucosa nasal dos manipuladores de alimen-

tos, as bancadas das secgoes alimentares do talho, do pescado e das hortofruticolas, e, por

ultimo selecionaram-se 2 produtos alimentares de cada sec¢ao da superficie alimentar.

A recolha das zaragatoas nasais dos funcionarios da grande superficie foi realizada dia
25 de maio de 2015 pelas 8h. As zaragatoas nasais foram processadas no centro clinico de

analises clinicas de Castelo Branco da Euromedic.

A recolha das zaragatoas de superficie foi realizada dia 25 de maio de 2015 pelas I |h
numa grande superficie alimentar da zona da Guarda, em duplicado. Seguindo o procedimen-
to normal foram realizadas 2 zaragatoas por area as bancadas das zonas de corte dos produ-
tos alimentares, a parte exterior das vitrines, maquinas de moer, zonas de refrigeragao e
caixas (tabela I1). O processamento das amostras foi efetuado no laboratério de microbio-

logia da Escola Superior de Satde Dr. Lopes Dias.

As amostras alimentares foram adquiridas no dia 25 de maio de 2015 pelas 10h. Os
alimentos adquiridos no talho foram o frango partido pelo manipulador, e a carne moida de
suino na hora, na secgao do pescado, o peixe selecionado foi uma posta de salmao e uma
posta da Perca do Nilo, e por fim na segao das leguminosas foram selecionadas a alface e os
brocolos. O processamento das amostras foi efetuado no laboratério de microbiologia da

Escola Superior de Saude Dr. Lopes Dias.
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TABELA | I. LOCAIS ONDE FORAM RECOLHIDAS AS ZARAGATOAS DE SUPERFICIE.

Amostra

lel

Local da recolha

Caixas de legumes

22

Expositor das alfaces

Hortofruticolas 3e3

Mesas da fruta

4e4

Bancada de exposicao refrigerada das alfaces

lel

Bancada de corte do peixe seco (bacalhau)

2e?

Parte exterior da vitrine

3ed

Bancada do peixe fresco

4e4

Local refrigerado

lel

Maquina de moagem

22

Bancada de corte

Je3d

Parte exterior da vitrine

4ed

Bancada de exposigao refrigerada

10.2. Metodologia

10.2.1. Amostras
10.2.1.1. Exsudado Nasal

A colheita foi realizada com 4 zaragatoas, duas com meio de transporte e duas esté-

reis. As primeiras utilizadas s3o as de meio de transporte para permitir maior obtencao de

inoculo, as secas sao utilizadas para realizar as laminas.

FIGURA 4. REALIZACAO DAS COLHEITAS DE PRODUTOS BIOLOGICOS
AOS FUNCIONARIOS DA SUPERFICIE ALIMENTAR.
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Seguindo o procedimento descrito pelo INSA a zaragatoa com meio de transporte foi
introduzida na narina paralelamente ao palato e deixou-se nessa posi¢ao alguns segundos de
forma a absorver as secregoes. Em seguida, introduziu-se um pouco mais fundo na mucosa
nasal, 2 a 3 cm até se encontrar resisténcia e rodou-se ligeiramente a zaragatoa. O mesmo
processo foi executado com a segunda zaragatoa, para entao realizarmos a lamina e ser ob-
servada a flora normal nasal ao microscépio. O procedimento é repetido para a outra nari-
na. Apos estarem devidamente secas e identificadas, as laminas foram enviadas juntamente
com as zaragatoas para o laboratério, para proceder a pesquisa de S. aureus resistente a me-
ticilina. Todas as amostras foram processadas no laboratério de andlises clinicas da Euromedic

em Castelo Branco nos dias das colheitas.

Pesquisa e identificacdo do S. aureus
Os exsudados nasais, foram repicados para manitol e apés incubagao a 37°C durante
24h foram identificados pelo equipamento Vitek, que nos permite obter em simultineo a

identificacdo do microrganismo e as suas resisténcias aos antibioticos.

10.2.1.2. Superficies

Seguindo o procedimento, a zaragatoa foi submersa em 9mL no meio de cultura de en-
riquecimento (Caldo Triptona Sal) que facilita a aderéncia dos microrganismos a superficie
da zaragatoa, posteriormente pressionou-se a zaragatoa contra a parede do tubo para re-

mover o excesso de liquido.

A colheita foi realizada com auxilio de um molde estéril com uma 4rea de 100cm? e
com a ponta da zaragatoa percorreu-se toda a area rodando-a entre o polegar e o indicador
em duas diregoes. A ponta da zaragatoa foi assepticamente cortada e o tubo de ensaio ime-

diatamente selado.

De acordo com as boas praticas todas as zaragatoas foram transportadas a temperatu-
ra ambiente para o laboratério da Escola Superior de Saude Dr. Lopes Dias, onde foi reali-

zada a sementeira.

Pesquisa, Identificacdo e Contagem de S. aureus
A contagem do Staphylococcus coagulase positivo foi realizada, segundo as normas do
INSA utilizando o método de contagem direta em placas, com sementeira e espalhamento

de | mL de cada diluigao a superficie do meio Baird Parker (BP) enriquecido com solugao de
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gema de ovo com telurito. Foram realizadas dilui¢des até 10~. Posteriormente as placas fo-

ram incubadas a 37°C durante 48 horas.

FIGURA 5. SEMENTEIRA DAS ZARAGATOAS REALIZADAS AS BANCADA DE DIFERENTES SECGOES
ALIMENTARES DA SUPERFICIE.

A contagem de coldnias presentes foi efetuada com base em dois critérios: colonias
caracteristicas (negras, convexas, brilhantes de diametro compreendido entre | e 2,5mm de
didametro, rodeadas de um halo transparente) e colonias nao caracteristicas (semelhantes na
aparéncia as coldnias caracteristicas, mas sem halo transparente). De cada placa contavel

selecionaram-se trés coldénias caracteristicas e trés colonias nao caracteristicas.

A estas foram realizadas sucessivamente testes de catalase, e se positiva, foi seguida-
mente realizado um teste de aglutinagao antigénio-anticorpo para confirmar se a coagulase é
positiva. Apos a confirmagao da presenga simultinea da catalase e coagulase, procedeu-se
para a realizagao de testes rapidos de identificagao de S. aureus (18R-System) e colocou-se a

incubar a 37°C durante 24h.

FIGURA 6. TESTES DE AGLUTINACAO ANTIGENIO-ANTICORPO DE CONFIRMACAO DA
PRESENGA DA COAGULASE.
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Este teste contém 18 pogos com reagentes liofilizados que nos permitem confirmar
todas as caracteristicas bioquimicas do S. aureus, nomeadamente a descarboxilagao da argini-
na, a hidrolise da ureia, a produgao de acetoina, fermentagao da maltose, do manitol, da ma-

nose e da frutose etc.

Apos a incubagao realizaram-se as leituras e a contagem a todas as placas. Posterior-
mente foram repicadas para meio de TSA para obtencao de maior indculo, e a partir deste
foram realizados os testes manuais de sensibilidade aos antibidticos, neste caso apenas a me-
ticilina, pelo método de Kirby-Bauer. Este método consiste da difusio de um disco de anti-
biotico na placa semeada com a amostra, apos a incubagao observa-se o crescimento bacte-
riano, se nao existir crescimento a volta do disco, significa que a bactéria é sensivel, se exis-

tir crescimento bacteriano significa que esta é resistente (auséncia de halo).

® eoceoccococoeoeovee

FIGURA 7. LEITURA DO KIT I8R-SYSTEM APOS INCUBAGAO.

10.2.1.3. Amostras alimentares

De acordo com as boas praticas laboratoriais, todos os alimentos foram imediatamen-
te acondicionados em camaras de refrigeragio com temperaturas entre 4°C a 6°C e trans-
portadas para o laboratério da Escola Superior de Saude Dr. Lopes Dias, onde foram pro-

cessadas pelas |4h.

Pesquisa, Identificacdo e Contagem de S. aureus

Apos a rececao das amostras, estas foram pesadas e 25gr da amostra foi imersa num
saco estéril com 250mL de meio liquido Triptona Sal. No equipamento Stomacher Circulator
procedeu-se 2 homogeneizagao da amostra com o meio de enriquecimento, durante 240sg,

posteriormente as amostras foram seladas e incubadas a 37°C durante |8h.
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Apés 22h de incubagio foram realizadas diluicdes até 10™* e foram semeadas as placas
segundo a Norma NP 4400-1:2002 utilizando o método de contagem direta em placas, com
sementeira e espalhamento de 0,ImL de cada diluicao a superficie do meio Baird Parker en-
riquecido com solugao de gema de ovo com telurito. Posteriormente as placas foram incu-

badas a 37°C durante 48 horas.

Tal como nas zaragatoas a contagem de colonias presentes foi efetuada com base em
dois critérios: colonias caracteristicas (negras, convexas, brilhantes de diametro compreen-
dido entre | e 2,5mm de didmetro, rodeadas de um halo transparente) e coldnias nao carac-
teristicas (semelhantes na aparéncia as colonias caracteristicas, mas sem halo transparente).
De cada placa contavel selecionaram-se trés colonias caracteristicas e trés colonias nao ca-

racteristicas.

FIGURA 8. CRESCIMENTO DE S. AUREUS NAS PLACAS SEMEADAS COM AS AMOSTRAS "BROCOLOS" E "SALMAO",

RESPETIVAMENTE.

Foram realizados os testes de catalase, e coagulase, apds a confirmagao da presenga
simultanea das duas procedeu-se a realizagao de testes rapidos de identificagao de S. aureus

(I8R-System) e colocou-se a incubar a 37°C durante 24h.
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FIGURA 9. CONFIRMACAO DA PRESENCA DO S. AUREUS NA AMOSTRA DOS BROCOLOS.

Apos a incubagao, realizaram-se as leituras e a todas as placas que se apresentaram
como sendo positivas para S. aureus, foi realizada a contagem e os testes manuais de sensibi-

lidade a meticilina, pelo método de Kirby-Bauer.

10.3. Tratamento Estatistico

Realizou-se a andlise quantitativa, descritiva e comparativa dos resultados utilizando-se
o Software Statistical Package for the Social Sciences versao 22.0 e ainda o Microsoft Professional

Excel 2010.

10.4. Método de classificacao

Apos a leitura e interpretagao dos resultados, as amostras foram parametrizadas como
satisfatorias, nao satisfatorias e potencialmente perigosas, segundo os valores de referéncia
utilizados na avaliagao da qualidade microbiologica, apresentados na Tabela 12. A classifica-
¢ao de amostras foi realizada de acordo com o Ministério da Saide, monitorizacdo do esta-
do higiénico de superficies em contacto com alimentos (INSA — Porto versao I, 19-11-

2001).

TABELA 12. VALOR DE REFERENCIA - QUALIDADE SANITARIA.

Microrganismo Satisfatoério Nao satisfatério Potencialmente Perigoso

S. aureus <|0? >10? <l0* >|0*

Fonte: INSA, 2009.
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| I. Resultados

Apos a andlise das amostras aos manipuladores, concluiu-se que em 26 funciona-
rios responsaveis pela manipulagao de alimentos, 8 estao colonizados pelo Staphylococcus
aureus (30,8%), apenas | € colonizado por Staphylococcus spp. (3,8%) e nos restantes |7 fun-
cionarios, nao foi isolada nenhuma estirpe potencialmente patogénica (65,4%) (tabela 13).
Contudo, ap6s a visualizagao do exame direto (observacao da lamina pela técnica de colora-
¢ao de Gram), foi visivel ao microscopio que a maior parte dos funcionarios eram coloniza-

dos por cocos Gram positivo.

TABELA |3. FREQUENCIA E PERCENTAGEM DOS ISOLADOS DE MRSA NOS MANIPULADORES.

Colonizacdo Frequéncia %
S. aureus 8 30,8
Outra bactéria I 3,8
Nao colonizados 17 65,4
Total 26 100

Dos 26 funcionarios, 20 sao do sexo feminino e 6 do sexo masculino. Apenas | dos
individuos do sexo masculino era colonizado por S. aureus, sendo que os 8 restantes eram

do sexo feminino (tabela 14).

TABELA | 4. FREQUENCIA DOS MANIPULADORES COLONIZADOS POR S. AUREUS.

Género Total
Colonizagdo por S. aureus Sexo Feminino  Sexo Masculino
Sim 7 I 8
Nao 12 5 17
Outra bactéria I 0 |
Total 20 6 26

De entre os manipuladores do sexo masculino apenas | é colonizado por S. aureus
(17%), de entre os 20 individuos do sexo feminino 7 sao colonizados por S. aureus (35%). De
entre todos os manipuladores o individuo do sexo masculino representa 3,8% dos individuos
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colonizados por S. aureus, e entre os individuos do sexo feminino, 26,9% representam a res-

tante percentagem colonizada por S. aureus (tabelal5).

TABELA |5. FREQUENCIA RELATIVA DOS MANIPULADORES COLONIZADOS POR S. AUREUS.

Manipuladores  Frequéncia Frequéncia %
absoluta relativa %
Género 6 | 17 3,8
Masculino
Género 20 7 35 26,9
Feminino
Total 26 8 31 30,8

A idade dos individuos situa-se entre os 24 anos e aos 52 anos (tabela |6). A faixa eta-
ria dos 30 aos 39 anos apresentou uma prevaléncia mais elevada de colonizagao pela bactéria
de 62,5%. A faixa dos 20 aos 29 anos representa 25% dos individuos colonizados, a faixa dos
40 aos 49 nao teve nenhum individuo colonizado. E por udltimo a faixa da idade >50 anos,

apresentou uma taxa de prevaléncia de S. aureus de 12,5% (tabela 16).

TABELA | 6. FREQUENCIA DOS MANIPULADORES COLONIZADOS POR S. AUREUS CONSOANTE A IDADE.

Idade Frequéncia % Colonizados por
(anos) S. aureus
[20 - 30[ 8 30,8 2 25%
[30 - 40[ 13 50 5 62,5%
[40 - 50[ 4 15,4 0 0%
>50 I 38 I 12,5%
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Os testes de sensibilidade a antibidticos realizados aos manipuladores demonstraram
que nenhum dos S. aureus isolados tem ainda resisténcia a oxacilina e ao trimetropim e sul-
fametazol, contudo existe ja uma grande percentagem de resisténcias a penicilina (75%), se-
guido da amoxicilina (62,5%), da eritromicina (37,5%), tetraciclina (25%), clindamicina (25%) e
amoxicilina com acido clavulanico (10%) (tabela 17 e grafico |). Todos os resultados inter-

médios foram considerados como resistentes.

TABELA | 7. PERFIL DE RESISTENCIAS DOS ISOLADOS.

Perfil de Resisténcia S. aureus
Suscetivel Resistente
(*%) (%)
Oxacilina 100 0
Penicilinas 25 75
Amoxicilina 37,5 62,5
Amoxicilina e Acido clavulanico 90 10
Eritromicina 62,5 37,5
Tetraciclina 75 25
Clindamicina 75 25
Trimetropim e Sulfametazol 100 0
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GRAFICO |. RESISTENCIAS DOS ISOLADOS DE S. AUREUS POR GENERO.

Dois Individuos do sexo feminino apresentam resisténcias a 4 classes de antibidticos a

penicilina, amoxicilina, eritromicina e clindamicina. 2 Individuos do sexo feminino, apresentam

resisténcias simultaneas a 3 classes de antibidticos, um a penicilina, amoxacilina e amoxicilina

e acido clavulanico e o outro apresenta resisténcias a penicilina, amoxicilina, e a clindamicina.

2 Individuos do sexo feminino apresentaram resisténcias a classe das penicilinas (tabela 18). E

por ultimo existe um individuo do sexo feminino que é suscetivel a agao de todas as classes

de antibidticos.

TABELA | 8. RESISTENCIAS DO S. AUREUS IDENTIFICADO NOS MANIPULADORES.

Resisténcias

Género masculino

Género feminino

| Classe de antibioticos 25%
2 Classes de antibioticos - -

3 Classes de antibioticos 12,5% 25%
4 Classes de antibioticos 25%
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No exame cultural das amostras das bancadas das diferentes sec¢oes da superficie

alimentar observou-se um crescimento escasso (| a 2 coldnias) na sec¢do dos produtos horto-

fruticolas. Todas as amostras desta secgao (Amostra le I’,2 e 2’,3 e 3’ e 4 e 4’) tiveram um
crescimento muito semelhante e praticamente nulo (<Ix|0Oufc/cm?). Estas amostras foram
excluidas por nao terem um crescimento bacteriano significativo, e por isso, foram elimina-

das dos passos seguintes.

Na sec¢do do pescado as amostras 2, 2’, tiveram um crescimento razoavel (entre 10 a
30 colonias), o mesmo nao se observou nas amostras I, I’, 3 e 3, 4 e 4 da mesma secgao,
onde o crescimento foi nulo. As amostras |, I’, 3, 3’, 4 e 4 foram também excluidas por

inexisténcia de crescimento (<Ix|0ufc/cm?).

Por ultimo, na seccdo do talho houve um crescimento notavel nas amostras 2, 2’ e 3, 3’
e 4, 4 (entre 10 a 1800 coldnias), e um crescimento escasso nas amostras | e I’ (apenas 2

coldnias). As amostras | e |” foram imediatamente descartadas.

Apos realizar os testes da catalase e coagulase a todas as amostras, as amostras 4, 4
da secgao do talho foram também excluidas, uma vez que a coagulase se apresentava negati-
va e imediatamente descartamos o S. aureus como o agente colonizador. Apenas a amostra
2, 2’ e 3, 3’ da secgao das carnes e a amostra 2 e 2’ da sec¢ao do pescado se mostrou bio-

quimicamente de acordo com as caracteristicas do S. aureus.

Posteriormente foi realizado o teste rapido (Kit |8R-System) que confirmou a presen-

¢a deste agente, e foi realizada a contagem do S. aureus (tabela 19).

A contagem do S. aureus nas superficies revelou que as amostras da secgao das carnes
se encontravam com uma qualidade microbioldgica “nao satisfatoria”, ja que ambos os locais
“a bancada de corte” e a “vitrine”, contém >100ufc/cm” de S. aureus. As amostras 2 e 2’ de
pescado correspondente & “vitrine” continham S. aureus <100ufc/cm?, sendo que a qualidade

microbioldgica é “satisfatoria” (tabela 19).
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TABELA 19. CONTAGEM DO S. AUREUS NAS BANCADAS DAS DIFERENTES SECCOES ALIMENTARES.

Qualidade Microbiolégica (ufc/cm?)

Microrganis- Seccdo Satisfatorio Nao satisfatério  Potencialmen-
mo te Perigoso

Hortofru-
ticolas
Amostras |, <Ix10 - -
1’,2,2,3,
3,4, 4

Carnes <|xI0 - -
Amostra |,
I i

Carnes - 1,3x10? -
Amostra 2

Carnes o 1,2x10? o
Amostra 2’

Carnes - 2,4x10? -
Amostra 3

Carnes o 1,9x10? o
Amostra 3’

S. aureus Carnes <|xI0 - -
Amostra 4

Carnes <|xI0
Amostra 4’

Pescado <|xI0 - -

Amostras |,
1’,3,3,4,4

Pescado 4,510 = =
Amostra 2

Pescado 3,5x10" - -
Amostra 2’

O exame cultural realizado as diversas amostras alimentares revelou um cresci-
mento bacteriano razoavel (entre 150 a 300 colonias), sendo este mais intenso nas amostras
do peixe (>300 colonias), precedido das amostras de carne (entre 100 a 150 colodnias). As
amostras dos brécolos e da alface (até 50 colonias) demonstraram um crescimento menos
significativo. Apos a leitura das placas procederam-se aos testes bioquimicos, primeiro a ca-

talase e depois a coagulase, e por ultimo a realizagao do sistema de identificagao rapida.

A catalase e a coagulase foi positiva para todas as colonias caracteristicas (colonias ne-

gras e com halo), contudo a amostra correspondente ao frango foi fracamente positiva para
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a coagulase. Apos a leitura dos Kits 18R-System de identificagao rapida de S. aureus consta-
tou-se que todas as amostras tinham este agente presente, exceto o frango partido, que se
determinou que estava colonizado pelo Staphylococcus hominis. A amostra de frango foi ime-

diatamente eliminada do passo seguinte.

Apos a identificagao e confirmagao do agente foi realizada a contagem do microrga-

nismo (tabela 20).

TABELA 20. CONTAGEM DO S. AUREUS E CARATERIZACAO SEGUNDO A QUALIDADE SANITARIA
DAS AMOSTRAS ALIMENTARES.

Produto Satisfatorio Nao satisfatorio Potencialmente
Perigoso
Carne
moida de
suino - - 1,7x104
Frango <IxI0 -
partido
Perca do - - 6,2x104
Nilo
Salmao - - 3,7x104
Brocolos - 7,7x102 -
Alface - 1,2x103 -

Os testes de sensibilidade a meticilina das bancadas e das amostras alimentares foram

realizados em simultaneo e revelaram que os S. aureus encontrados na perca do Nilo, na
carne moida de suino e na zaragatoa “carnes 2” tém efetivamente resisténcias a meticilina. Ja
os S. aureus encontrados na posta de salmao, em ambas as hortalicas e nas superficies das
bancadas correspondentes as zaragatoas “carnes 3” e “peixes 2” eram sensiveis para este

antibiético (Tabela 21).
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TABELA 21. LEITURA DOS TESTES DE SENSIBILIDADE A METICILINA.

Salmao

Perca do Nilo

Carne moida de suino

Alface

Brocolos X

Zaragatoa “carnes 2” X

Zaragatoa “carnes 3”

Zaragatoa “peixes 2”’ X

['1.1. Tratamento Estatistico
A estatistica descritiva pode ser considerada como um conjunto de técnicas analiticas
utilizadas para resumir um conjunto de dados, que sio organizados”. Pretende proporcionar

relatérios que apresentem informagdes sobre a tendéncia central e a dispersiao dos dados”.

Os resultados foram analisados com recurso a medidas de tendéncia central, a média e
a mediana, a medidas de dispersao, o desvio padrao e o coeficiente de variagao e por ultimo

a analise grafica.

As medidas de tendéncia central sao indicadores que permitem que se tenha um re-
sumo, do modo como se distribuem os dados de uma experiéncia, informando sobre o valor

(ou valores) da variavel aleatéria”.

As medidas de dispersao traduzem a variagao de um conjunto de dados em torno da
média, permitem identificar até que ponto os resultados se concentram ou nao ao redor da
tendéncia central de um conjunto de observacées”. Incluem, entre outras, a variincia, o
desvio padrao, o coeficiente de variagao cada uma expressando diferentes formas de quanti-
ficar a tendéncia que os resultados de uma experiéncia aleatéria tém para se concentrarem
em determinados valores. Quanto maior for a dispersao, menor é a concentragao e vice-

versa’.

A média é o quociente entre a soma de todos os valores observados e o nimero total
de observagoes. A mediana é uma medida de localizagao do centro da distribuicao dos da-

dos”. Apés a ordenagio dos elementos da amostra de dados, a mediana é o valor (perten-
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cente ou nao a amostra) que a divide ao meio, isto é, 50% dos elementos da amostra sao

menores ou iguais 2 mediana e os outros 50% sio maiores ou iguais a mediana’.

O desvio padrao € a raiz quadrada da variancia, € uma medida que sé pode assumir va-
lores positivos e quanto maior for, maior sera a dispersao dos dados. O coeficiente de varia-

¢ao dd-nos uma percentagem, e é obtido através da divisao do desvio padrao e da média”.

Bancadas

Apos a realizagao do tratamento estatistico as amostras, foi determinada a média, a
mediana, o desvio padrao e o coeficiente de variagao por sector. Através da leitura da tabela
22, podemos observar que os valores da média dos diferentes sectores sao respetivamente
do sector do talho (l), do sector do pescado (2) e do sector das hortofruticolas (3),
8,5x10ufc/cm?,  0,IxI0ufc/cm?, e <IxIOufc/cm®. O desvio padrio é respetivamente

9,8x | Qufc/cm?, 0,2x10ufc/cm? e <Ix|Oufc/cm?

TABELA 22. ESTATISTICA DESCRITIVA DAS AMOSTRAS RECOLHIDAS AS BANCADAS.

Talho (1) 8,5x10 0,6x102 9,8x10 1,7x102 114,6

S. aureus
‘ (ufc/em?) Pescado (2) 0,1x10 <Ix10 0,2x10 0,03x10 187,0

‘ Hortofruticolas <Ixl0 <IxI0 <IxI0 <IxI0 0

©)

O sector do talho apresenta valores de desvio padrao e de CV inferiores, refletindo

uma menor dispersao dos dados em torno da média.

Relativamente ao valor da Amplitude Interquartil (AlQ) observa-se que o sector do
pescado € o sector que apresenta o valor mais baixo e o sector do talho o valor mais alto.
Esta medida reflete a dispersao dos valores centrais da amostra ordenada e pode ser visuali-
zado através do diagrama de extremos e quartis (box plot) onde a dimensao das caixas €
maior para o sector do pescado e menor para o sector do talho, mostrando dispersoes em
torno da média semelhantes, com excecao das amostras do sector das hortofruticolas, uma
vez que nao se obteve resultados positivos para a presenga do microrganismo. O valor do
AIQ para todas as amostras tem um valor <Ix|0Qufc/cm? o que se deve ao valor do 3° quar-
til ser inferior a IxI0ufc/cm? que indica que pelo menos 75% das observagdes tém conta-

gens inferiores a |x10ufc/cm’
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GRAFICO 2. DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS RECOLHIDAS AS BANCADAS POR SECCAO ALIMENTAR.

Amostras Alimentares

Através da leitura da tabela 23, podemos observar que os valores da média dos dife-
rentes sectores sao respetivamente do sector do talho (I), do sector do pescado (2) e do
sector das hortofruticolas (3), 8,8x10%ufc/g, 4,9x10%ufc/g, e 9,9x10%ufc/g. O desvio padrao é
respetivamente 1,2x10%ufc/g, 1,7x10%ufc/g e 3,1x10%ufc/g. Tal como nas amostras as banca-
das, o sector das hortofruticolas apresenta os valores mais baixos de desvio padrao e do
coeficiente de variagao em relagao aos outros sectores, refletindo uma menor dispersao dos

dados em torno da média.

O sector do pescado apresenta uma maior dispersao dos dados, com o desvio padrao

mais elevado (1,7x10%ufc/g) e o coeficiente de variagio mais baixo de 34,9%.

TABELA 23. ESTATISTICA DESCRITIVA DAS AMOSTRAS ALIMENTARES.

Talho (1) 8,8x 10? 8,8x | 0? 1,2x10° 8,5x 10? 141,4
S. aureus
(ufc/g) Pescado (2) 4,9x10* 4,9x10* 1,7x10* 1,2x10° 34,9
Hortofruticolas 9,9x10? 9,9x10? 3,I1x10? 2,1x10? 31,2
3)

Relativamente ao valor da Amplitude Interquartil (AIQ) observa-se que o sector das
hortofruticolas é o sector que apresenta o valor mais baixo (2,1x10%ufc/g) e o sector do

pescado o valor mais alto (1,2x10%ufc/g). O gréfico 3 de box plot indica-nos que existe uma
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maior dispersao dos dados no sector do talho, e podemos observar o mesmo através da
tabela onde o desvio padrao e o coeficiente de variagao se apresentam com valores superio-
res em relagao aos outros sectores. Ja o sector do pescado apresenta um desvio padrao

bastante superior em relagao ao coeficiente de variagao.
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GRAFICO 3. DISTRIBUIGAO DAS AMOSTRAS ALIMENTARES POR SECGAO ALIMENTAR.

I'1.2. Avaliagao da Qualidade Microbioldgica

Uma forma de avaliar a limpeza e desinfegao das superficies e de avaliar a qualidade mi-
crobioldgica das amostras alimentares € classificar as amostras de acordo com a sua qualida-
de microbioldgica, através da quantidade de amostras que obtiveram resultados nao satisfa-

torios e potencialmente perigosos, de acordo com os valores referéncia publicados pelo

INSA.

No que respeita a contagem de S. aureus nas bancadas do sector do talho, 50% dos re-
sultados apresentaram-se como “nao satisfatorios” para as amostras 2, 2°, 3, 3’ que corres-
pondem as areas da “bancada de corte” e “vitrine”, e os restante 50% como “satisfatoria”

para as areas da “maquina de moagem” e da “bancada de exposigao refrigerada” (tabela 24).

Em relagao ao sector do pescado e ao sector das hortofruticolas, nao existiram areas
apresentadas como “nao satisfatorias”, 100% das amostras apresentaram-se como “satisfato-

rias” (tabela 24).
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TABELA 24. AVALIACAO SANITARIA DAS BANCADAS DE CADA SECTOR ALIMENTAR.

Qualidade Sanitaria

Sector Satisfatoria ~ Nao satisfatoria  Potencialmente
(%) (%) perigosa (%)
Talho 50 50 0
Pescado 100 0 0
Hortofruticolas 100 0 0

No que respeita a contagem de S. aureus nos alimentos, no sector do talho os 50% de

3 . . ” 4 4 ~ . .
potencialmente perigoso” para a carne moida de suino e como nao foram identificados S.
aureus na amostra de frango partida, este representa 50% das amostras “satisfatorias”, apesar

de ter sido identificado outro agente (tabela 25).

Em relagao ao sector do pescado obtiveram-se 100% das amostras como potencial-
mente perigosas, corresponde ao Salmao e a Perca do Nilo. E por ultimo, o sector das hor-
tofruticolas apresentou 100% das amostras como “nao satisfatorias”, representadas pela alfa-

ce e pelos brocolos (tabela 25).

TABELA 25. AVALIACAO SANITARIA DAS AMOSTRAS ALIMENTARES DE CADA SECTOR ALIMENTAR.

Qualidade Sanitaria

Sector Satisfatoria ~ Nao satisfatoria ~ Potencialmente
(%) (%) perigosa (%)
Talho 50 0 50
Pescado 0 0 100
Hortofruticolas 0 100 0
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| 2. Discussao

O S. aureus em Portugal tem tido uma notoriedade visivel devido ao facto de estar fre-
quentemente associado a infegdes adquiridas durante os cuidados de saide (IACS)** *. Para
além da natural agressividade desta bactéria, a sua variante resistente a meticilina (MRSA) é
cada vez mais comum, principalmente na mucosa nasal dos Profissionais de Satide™, que po-
dem atuar como portadores, servindo de veiculo para a passagem do microrganismo de do-

ente a doente** *2,

Em Portugal a prevaléncia do MRSA no dmbito hospitalar estd bem documentada® >

2 e é uma das mais altas de toda a Europa® e a prevaléncia das resisténcias na comunidade
tém aumentado gragas a disseminagao das estirpes provenientes do ambito hospitalar, devi-
do aos portadores que operam como um reservatorio e permitem a rapida disseminagao da

bactéria e das suas resisténcias®®*,

Diversos estudos referem a importincia da colonizagio pelo CA-MRSA™ % % ¢ j4 foi
demonstrado que a transmissao pode ocorrer em populagdes relativamente "fechadas" co-

mo em escolas, creches ou instalacdes alimentares’".

A emergéncia do LA-MRSA e a sua capacidade de se alastrar para diferentes espécies
animais, de os colonizar e, posteriormente, entrar na cadeia alimentar também tem sido bem

documentada’™ **

, embora o papel do alimento como fonte de contaminagao Humana seja
muitas vezes desconhecida. Diversos estudos recentes tém avaliado a colonizagao assinto-
matica do S. aureus entre pessoas saudaveis que estejam ligadas a agricultura e produgao

intensiva de animais”®

estes estudos focam-se essencialmente em populagoes-alvo, como
veterinarios e produtores de animais®, comunidades remotas’, outros destacam grupos
especificos tais como criangas e pessoas idosas, em Portugal inclusive, foi realizado recente-
mente um estudo a populagio infantil sadia®.

A rapida evolugao e disseminagao deste microrganismo tem ainda o seu impacto no
sector alimentar devido nao s6 aos surtos alimentares que colocam em risco a salde do
consumidor, como também a perda de produtividade que leva ao desperdicio de uma grande
quantidade de produtos alimentares e determina a propria comercializagao do produto. De-
vido a todos estes fatores tem existido uma maior preocupagao em identificar este micror-
ganismo e as suas resisténcias nas superficies alimentares, nos manipuladores® nos servigos
de restauragio e de catering”, e durante todo o processamento de produtos alimentares

como o leite, a carne e o peixe®® ' ',
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E por isso, deveras importante determinar a prevaléncia do S. aureus resistente a meti-
cilina em servigos e em estabelecimentos alimentares, fazendo a ponte entre os manipulado-

res, os alimentos e as superficies alimentares.

Através da observagao dos resultados obtidos, percebemos que o Staphylococcus aureus
coloniza a mucosa nasal de 8 manipuladores da superficie alimentar (30,8%), e encontra-se
mais frequentemente na mucosa nasal do sexo feminino. Esta diferenga apesar de parecer
bastante significativa entre os géneros, o género feminino representa 35% dos manipuladores
colonizados por S. aureus enquanto que o género masculino representa apenas |7%, contudo
como os manipuladores desta superficie sio maioritariamente do sexo feminino (represen-

tam 26,9% de todos os manipuladores), esta diferenga nao é de todo significativa.

Aquando a recolha das amostras, dois individuos, um do sexo masculino e outro do se-
xo feminino, indicaram que estavam a recorrer a antibioterapia o momento, apesar de nao se
determinar qual seria a agao do antibidtico, e porque tera sido prescrito, € muito provavel
que a agao do antibidtico determinasse que o exame cultural fosse negativo, isto porque é
muito comum a prescri¢ao de antibidticos de forma empirica, com a administragao de antibi-

oticos de largo espetro sem se determinar a etiologia da infecio"’.

Apesar da bactéria nao ter sido isolada em todos os individuos, no exame direto reali-
zado ao microscopio, foi identificado que a maior parte dos individuos apresentavam cocos
Gram positivos, o que indica que os individuos sao efetivamente colonizados por alguma per-
centagem de bactérias coco Gram positivos que serao presuntivamente o S. aureus, isto pode
nos indicar que aquando a colheita pode nao se ter recolhido a quantidade suficiente de ino-
culo, ou a bactéria pode ter morrido durante o transporte até ao laboratorio, apesar de te-

rem sido respeitadas as normas das colheitas e de transporte do INSA.

Este estudo sugere ainda que a presenga da bactéria na mucosa nasal nao esta de todo
relacionada com a idade, uma vez que a faixa etaria dos 30 aos 39 anos tem maior frequéncia
de colonizagao da bactéria (62,5%), o que nao seria de esperar, ja que as pessoas colonizadas
com bactérias patogénicas geralmente apresentam fatores de risco pré existentes, como € o
caso da idade mais avangada. A alta prevaléncia da colonizagao do S. aureus em idades mais
jovens pode indicar-nos que existe uma elevada incidéncia desta bactéria na comunidade, o
que permite que um individuo saudavel com o sistema imunitario competente seja um foco

de disseminagao da mesma. Por outro lado, o Unico individuo com idade superior a 50 anos
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esta também infetado pela bactéria, o que pode indicar que a sua idade avancada e o sistema

imunitario mais debilitado poderao ser os responsaveis pela presenga da bactéria.

Apos a pesquisa da bactéria precedeu-se a avaliagao das resisténcias, dos individuos co-
lonizados nenhum apresentava resisténcias a oxacilina, contudo observaram-se altas taxas de
resisténcias as penicilinas (75%), seguido da amoxicilina (62,5%), da eritromicina 37,5%, da
tetraciclina e da clindamicina 25%, 10% de resisténcias a amoxicilina e acido clavulanico e por
ultimo, todos os S. aureus apresentaram-se como suscetiveis a agao dos antibioticos oxacilina
e trimetroprim/sulfametazol. Estes dados sugerem-nos que existe um consumo excessivo de
antibidticos da classe das penicilinas e da classe dos beta-lactamicos (amoxacilina) na zona da
Guarda. Contudo, contrariamente ao esperado, os isolados sao suscetiveis a oxacilina, o que

indica que nao deve existir uma elevada prescrigao deste antibidtico, nesta zona.

Para além da elevada prevaléncia das resisténcias a penicilina e a amoxicilina, 25% dos
manipuladores do género feminino apresentaram resisténcias simultaneas a 3 classes de anti-
bidticos e a 4 classes de antibiéticos. O género masculino apresentou 12,5% de resisténcias a
3 classes de antibidticos. E ainda importante referir que os individuos que apresentaram
maior nimero de resisténcias tinham respetivamente 33 e 52 anos. Os restantes individuos

tinham idades compreendidas entre os 28 e os 36 anos.

Estes dados sao também deveras alarmantes, porque traduz-nos que pessoas mais jo-
vens ja tiveram contacto com diversas classes de antibiéticos e provavelmente diversas ve-
zes, o que fomenta o desenvolvimento de resisténcias e por consequente a inagao dos anti-

bidticos contra infe¢oes que serao cada vez mais dificeis de resolver.

O manipulador tem de facto uma elevada importancia em todas as etapas do processo
de produgao, distribuicao, manipulagao e comercializagao do produto. Este pode facilitar a
disseminagao de microrganismos deteriorantes e ou microrganismos patogénicos no ambien-
te de trabalho, a higiene pessoal inadequada é um dos fatores que mais contribui para a

ocorréncia de doencas de origem alimentar®’.

As maos sao cruciais na contaminagao cruzada dentro de um ambiente de manipulagao
de alimentos, uma vez que ¢é através deste local que os microrganismos podem ser transferi-
dos para os alimentos®’. Tem sido muito relatada a contaminagao proveniente de manipula-
dores esta relacionada a presenca do S. aureus®’. A transmissio de S. aureus para os alimen-

tos ocorre principalmente por intermédio dos manipuladores assintomaticos e por equipa-

55



mentos e superficies dos ambientes de manipulagao alimentar nos quais estes individuos rea-

lizam as suas atividades®’.

Uma estratégia que devera ser adotada para controlar a elevada transmissao é a edu-
cacao do pessoal através da implementagao de medidas de higiene pessoal. O manipulador
deve sempre lavar as maos, ou trocar de luvas, ao iniciar o trabalho, ao mudar de tarefa, ao
manipular alimentos crus, quando as maos se apresentarem sujas e sempre que utilizar as

instalacoes sanitarias®’.

A lavagem das maos para ser efetiva deve ter uma duragao superior a 60sgs, e devem
também ser lavados os pulsos®. A utilizagio de um antisséptico, a secagem das mios com
secadores, ou com toalhetes descartaveis também permitem a redugao da carga microbiana,

e a limpeza eficiente das maos®’.

Em relagio aos resultados obtidos das analises feitas as superficies das diferentes sec-

¢oes alimentares, a seccao das hortofruticolas apresentou um crescimento escasso

<Ix10ufc/cm® para a pesquisa da bactéria a analisar em todas as areas analisadas, isto deve-se
a facilidade da desinfecao destas superficies, ao contrario da bancada das carnes e dos pro-

cessadores manuais.

De acordo com as regulamentagoes legais os utensilios e equipamentos empregados
em estabelecimentos que comercializam alimentos nao podem constituir risco para a saude
do consumidor, devendo possuir superficies lisas e isentas de rugosidades e imperfeicoes
que possam comprometer a higiene dos alimentos ou serem fontes de contaminagao. De
acordo com o INSA as bancadas, as superficies de manipulagao e os equipamentos e utensi-
lios de manipulagido devem conter <IQufc/cm? a OMS recomenda que o limite maximo seja

de cerca de 5,0x10ufc/cm?.

O mesmo nao se verificou no sector das carnes onde se obteve um crescimento nota-

vel nas amostras 2, 2’ e 3, 3’ que correspondem as “bancadas de corte” da carne
(1,3x10%ufc/cm?) e da “vitrine” (2,4x10%ufc/cm?). O principal problema relaciona-se com a
superficie que deve ser lisa e de material que dificulte a contaminagao dos alimentos, nome-
adamente de aluminio ou aco inoxidavel”’. Era visivel o desgaste da bancada de um material
plastico, que com o uso sistematico fica com ranhuras que permitem o aumento progressivo
da populagio microbiana®. Os utensilios e os equipamentos além de serem de material im-

permedvel devem ter uma manutencio adequada e estar num estado bom de conservacio®’.
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Em diversos estudos verificou-se que o S. aureus permanece viavel em superficies secas
de aco inoxidavel, o que pode acarretar problemas relacionados com a contaminagao cruza-
da*’. Outro ponto que deve ser referenciado é a utilizagdio da mesma faca para desossar e
cortar diferentes tipos de carnes, permitindo também a maior proliferagio de microrganis-

mos.

A parte exterior da vitrine apesar de parecer limpa, € normal conter uma contagem
mais alta de microrganismos porque é uma superficie com a qual o consumidor tem mais
acesso e mais contacto, e pretende-se que esta seja uma barreira de protegiao contra a

transmissao de secregoes que possam ser veiculadas pelas maos e pelo nariz.

Ja as amostras 1,1’ e 4, 4, que correspondiam a maquina de moer, e a bancada de ex-
posicao refrigerada continham contagens <Ix|QOufc/cm2 de S. aureus isto apesar da contagem
para o S. aureus ter sido negativa e parecer que a desinfegao da maquina tinha sido bem efe-
tuada e ainda nao ter sido utilizada no dia, foi identificado Staphylococcus coagulase negativo

que pode demonstrar contaminagao cruzada, e praticas de desinfegao mal efetuadas.

As superficies utilizadas para a preparagao de alimentos podem muitas vezes aparentar
estar limpas, dando uma falsa percecao de seguranga. A bancada de refrigeracao continha
estas contagens muito provavelmente porque as temperaturas mais baixas utilizadas na refri-

geracao inibem o crescimento microbiano.

Em relagao ao sector do pescado, as amostras I, I’, 3, 3’, 4, 4’ tiveram um crescimento

nulo <IxIQufc/cm? estas correspondem respetivamente as areas da bancada de corte do
peixe seco (salgado), da bancada de peixe fresco, e ao local refrigerado. A area do peixe
salgado nao teve crescimento talvez pelas altas concentragoes de NaCl, apesar desta bacté-
ria ter tolerancia a concentracdes de NaCl, esta estirpe pode ser suscetivel’”. A 4rea esco-
lhida da bancada do peixe fresco apresentava-se limpa e desinfetada. A area selecionada do
local refrigerado ainda nao continha pescado e apresentava-se limpa e desinfetada o que po-

de justificar a auséncia de crescimento microbiano.

Ao contrario destas areas, a area da vitrine correspondente as amostras 2, 2’, teve um
crescimento razoavel (4,5x10'ufc/cm?), esta 4rea apresenta contagens de S. aureus porque a
desinfecao nao devera ter sido realizada de forma adequada, contudo tal como no sector do
talho, esta area serve como barreira de prote¢ao contra a transmissao de secregoes que

possam ser veiculadas pelas maos e pelo nariz.
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A qualidade microbioldgica das superficies para os diferentes sectores alimentares,
apresentou-se como satisfatoria para o sector das hortofruticolas de acordo com os dados
referenciados pelo INSA, o mesmo se verificou para o sector do pescado (tabela 21). O sec-
tor do talho apresentou 50% dos dados nao satisfatorios e 50% dos dados como satisfato-

rios (tabela 21).

O controlo de limpeza de equipamentos e dos utensilios é crucial dentro de uma uni-
dade que vende produtos alimentares. A higiene do ambiente que rodeia os géneros alimen-
ticios contribui para a manutengao da qualidade original dos alimentos, impedindo que fontes
de contaminantes ou condigoes ambientais atuem como coadjuvantes no processo de con-

taminacio e deterioracgio dos alimentos®” '%.

Em relagao aos dados obtidos nas analises realizadas as amostras alimentares das

diferentes secgoes alimentares, na seccao do talho a carne de suino apresentou uma conta-

gem bastante significativa de S. aureus (1,7x10%ufc/g).

A carne de suino foi adquirida como febras e moida na hora. Aparentavam uma cor
vermelha de aspeto tenro e brilhante. A contaminagao dos alimentos por Staphylococcus au-
reus esta bastante descrita na literatura, as contaminagoes geralmente incidem em produtos
pereciveis como os produtos lacteos, carnes de suino, frango, bovino e peru, peixes e arti-
gos de pastelaria, e geralmente acontecem como resultado de contaminagoes cruzadas du-
rante o processamento do produto (por exemplo no matadouro, fase de desossar), ou du-

rante a prépria producio da espécie (aviarios)'®'®.

A carne de suino aparece como sendo um dos alimentos mais envolvidos na transmis-

sio de resisténcias desta bactéria'® '®.

No frango partido nao foi identificado o S. aureus, por isso as contagens foram
<Ix10ufc/g apesar de ter sido identificada uma outra espécie de Staphylococcus spp (Staphylo-
coccus hominis). O frango foi adquirido inteiro e foi partido pelo manipulador, e nao foi re-

movida a pele. Nao apresentava nenhum odor.

O sector do pescado foi o sector que apresentou as taxas mais altas de contaminagao.

A posta da Perca do Nilo continha contagens de 6,2x10%ufc/g de S. aureus, e a posta de Sal-

mio continha contagens 3,7x10%fc/g, o que é bastante preocupante para o consumidor.

Os peixes sao alimentos altamente pereciveis, e se forem processados, embalados e/ou

distribuidos inadequadamente, deterioram-se rapidamente e tornam-se inseguros para o
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consumo humano'®

. O pescado ¢é atualmente uma das proteinas mais consumidas na Europa
e na Asia porque constitui uma fonte de proteinas de alto valor bioldgico e apresenta ami-

noacidos essenciais a alimentagio humana'”.

A digestibilidade ¢ alta, acima de 95% devido a minima quantidade de tecido conjunti-
vo'%. O valor biolégico é elevado determinado pela alta absor¢ao dos aminoacidos, e supe-
rior ao de outras fontes animais como ovos, leite e carne bovina. Além disto, esse grupo de
alimentos contém vitaminas, minerais e, sobretudo, um perfil lipidico diferenciado, por apre-
sentar acidos gordos poliinsaturados do grupo omega-3, principalmente os acidos do-

sosaexaenoico e eicosapentaenoico'®.

Apesar do peixe ser uma espécie muito rica biologicamente, € também um alimento al-
tamente perecivel, e existe um risco elevado de contaminagao em praticamente todas as
fases do seu processamento'®. As contaminagdes cruzadas podem ocorrer durante a des-
carga do produto, os diferentes métodos de captura, o tempo de arraste, as areas de pesca,
o tempo de exposigao do peixe no convés, o resfriamento inadequado e a higiene do porao
influenciam, significativamente, no grau de frescura da matéria-prima'®. Imediatamente ap6s
a captura devem-se adotar as medidas sanitarias necessarias, que evitem a proliferagao mi-
crobiana, como a limpeza dos aparelhos utilizados para a pesca durante todo o transporte
desde o local de pesca, as medidas de higienizagao das operagoes de transferéncia do peixe

para os contentores, e o transporte do pescado desde o porto até a industria'®.

Para além da pesca, outra fase de possivel contaminagao é a da manipulagio do peixe
por parte do manipulador, como o descasque, a descamagao, a evisceragao, e outras mani-

pulagdes cruzadas as quais pode ser sujeito'®.

E por dltimo o gelo é uma fonte de contaminagao que muitas vezes é descurada, é
muito importante manter a qualidade microbioldgica e ter em atengao a quantidade do gelo
utilizado para refrigerar o peixe'®. O contato dos peixes com gelo produzido com agua de
ma qualidade e infetada com microrganismos € um dos meios mais frequentes de contamina-
cio destes produtos. E muito importante o uso de gelo de qualidade uma vez que a deterio-

racio do pescado na auséncia de gelo é extremamente acelerada'®

. Na auséncia de gelo o
pH, a producao de histamina, a producao de trimetilamina, bases volateis totais e a multipli-
cacao microbiana aumentam significativamente, conferindo um odor nauseabundo ao pei-

Xe|06.
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Aquando a aquisicao das amostras era obvio o descongelamento do gelo, uma vez que
foram observados locais com agua no estado liquido e locais com manchas vermelhas da
libertagdo de sangue por parte das diferentes espécies de pescado. As postas escolhidas
apresentavam ainda um odor intenso apesar de estarem brilhantes e com o tom e cor nor-

mal.

Por ultimo no sector das hortofruticolas foi encontrado nos brécolos contagens de

7,7x10%ufc/g e na alface 1,2x10%ufc/g de S. aureus.

Aquando a aquisicao das amostras, os brocolos apresentavam a flor seca e um pouco
amarelada/acastanhada, em vez do tipico verde-escuro, a alface estava humida e aparentava

ser fresca.

A contaminagao microbiologica das hortalicas minimamente processadas, ou seja que
nao tenham sofrido nenhum tratamento térmico, podem ocorrer antes e apos a colheita,
através do contato com o solo contaminado, irrigacdo com aguas contaminadas, transporte e

' Diversos autores citam as hortalicas cruas, destacando as

pelas maos dos manipuladores
alfaces, como veiculadoras de microrganismos que provocam surtos de intoxicagoes alimen-

tares'?”.

As hortofruticolas apresentam uma microbiota natural que provém do ambiente, sen-
do influenciadas pela estrutura da planta, técnicas de cultivo, transporte e armazenamento,
as mudangas realizadas nas praticas agronomicas ou nas etapas de processamento, preserva-
¢ao, embalagem, distribuicao e comercializagao dos alimentos sao na maior parte dos casos
responsaveis pelo aumento no numero de surtos ou infegoes causadas por agentes patogéni-
cos veiculados por vegetais'?”. Estas alteragdes incluem o uso de fertilizantes animais que nao
sofrem compostagem e o uso de esgotos ou de aguas de irrigagao nao tratadas, as quais po-

dem contribuir para a contaminagio do alimento por patogénios no campo'”’.

A qualidade microbiologica das amostras alimentares para os diferentes sectores ali-

mentares apresentou-se satisfatéria para 50% das amostras e 50% como potencialmente
perigosas para o sector talho na pesquisa de S. aureus, ja que foram identificados outros mi-
crorganismos na amostra de frango (tabela 24). O sector do pescado apresentou 100% das
amostras como potencialmente perigosas, o que é inaceitavel para um sector que comercia-
liza produtos. E por ultimo o sector das hortofruticolas apresentou 100% dos dados como

nao satisfatorios.
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Tal como anteriormente foi referido o controlo de limpeza de equipamentos e das su-
perficies é crucial dentro de uma unidade que vende produtos alimentares. A higiene e a
refrigeracao do ambiente que rodeia os géneros alimenticios contribui para a manutengao da
qualidade original dos alimentos, impedindo haja um processo de contaminagao e de deteri-
oracio dos alimentos®”. Neste caso existiram inumeras falhas que devem ser enumeradas,
nomeadamente a refrigeracao dos alimentos, na sec¢ao do pescado era determinante a refri-
geragao do produto, na secgao das carnes existiu uma manipulagao errada do produto uma
vez que se encontraram bactérias da flora norma da pele do ser Humano, na carne suina de
frango a taxa de S. aureus era também bastante elevada e podia ser controlada com uma me-

lhor refrigeracao da matéria-prima.

Na seccao das hortofruticolas, os brocolos nao deviam ser comercializados com o as-
peto que aparentavam, de envelhecidos e com o prazo de validade a terminar. A alface ape-
sar de aparentar estar fresca, continha bastante humidade o que pode auxiliar na manuten-
cao e formacao de biofilmes. Nesta situacao ¢ necessario alertar e educar o consumidor
uma vez que a alface é ingerida crua, e para ser consumida em seguranga deve-se proceder a

desinfecao adequada deste produto.

O tratamento estatistico permitiu-nos efetuar um estudo comparativo das diferentes
secgoes alimentares, as amostras efetuadas as bancadas indicaram-nos que o sector do talho
teve uma menor dispersao dos dados, seguido do sector do pescado, ja o sector das horto-
fruticolas indicou-nos que pelo menos 75% das observagoes apresentaram contagens inferio-

res a Ix|Oufc/cm® para a presenca do microrganismo.

Em relagiao as amostras alimentares tal como na das superficies, o sector das hortofru-
ticolas apresentou os valores mais baixos de n e de CV em relagao aos outros sectores, in-
dicando a uniformidade dos dados. O sector do pescado apresenta uma maior dispersao dos
dados, com o n mais elevado e o CV mais baixo. A maior dispersao dos dados foi no sector

do talho, tal como nas amostras recolhidas as bancadas.

Como ultimo ponto dos objetivos foi feito o apuramento a todas as amostras positi-
vas, pretendia-se determinar se os S. aureus identificados apresentavam efetivamente resis-

téncias a meticilina.

Apesar da amostra ser pequena, foram encontradas resisténcias em 50% das amostras

do sector do talho (carne moida de suino), e 50% das amostras do sector do pescado (perca
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do Nilo), e ainda uma das areas apresentou-se positiva para a contagem do S. aureus, e apre-
sentou também resisténcias a este antibiotico (correspondente a area da bancada de corte

da carne) tabela 20.

O facto de esta area apresentar resisténcias a meticilina em simultaneo com a carne
que foi manipulada no mesmo local indica-nos que muito provavelmente alguma carne manu-
seada na bancada era portadora desta resisténcia, e/ou o manipulador que manipulou a car-
ne. Esta situagao é deveras preocupante uma vez que a bancada de corte funciona como um

centro de disseminagao de MRSA dentro desta superficie alimentar, até ao consumidor.

A perca é também portadora de resisténcias a meticilina o que é muito alarmante, isto
indica-nos que as estirpes de MRSA chegaram ja também ao sector do pescado apesar de
nao se puder determinar a origem se sera intrinseca ao peixe ou por manipulagao cruzada

pelo(s) manipulador(es).

As restantes amostras apresentaram-se como sensiveis a a¢ao do antibiético, 50% das
amostras do sector do pescado (salmao) eram sensiveis 2 agao do antibidtico. Todas as
amostras do sector das hortofruticolas eram sensiveis a acao do antibidticos, assim como as
amostras das bancadas correspondentes as dreas exteriores das vitrines da secgao do pesca-

do e da seccao do talho.

Para o consumidor existem alguns dados preocupantes, os dados mostram que exis-
tem boas praticas aplicadas dentro dos diferentes sectores mas que podem ainda ser apri-
moradas, a descolonizagao dos manipuladores positivos para o S. aureus seria o primeiro
passo a tomar, de seguida € sem duvida necessario educar os manipuladores, para serem
utilizados utensilios diferentes para a manipulagao de diferentes produtos frescos, e a limpe-
za e desinfecao correta das superficies. Assim como a troca frequente de luvas e/ou maior

frequéncia de lavagem das maos, ou a maior utilizagao de antissépticos.

E nao menos importante é a educagao do consumidor, o qual deve ter presente a ne-
cessidade de lavar e desinfetar os alimentos antes de os cozinhar, cozer os alimentos respei-
tando os bindmios de temperatura de cada alimento para permitir uma diminui-
¢ao/eliminagao da carga microbiana, e posteriormente o alimento deve ser refrigerado no

frigorifico e acondicionado em embalagens individuais e fechadas.
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Apos a andlise dos resultados obtidos neste trabalho percebemos que é impreterivel
recorrer imediatamente a terapias alternativas para tratar a infecao provocada pelo S. aureus,
tanto em animais como em Humanos, uma vez que a capacidade de evolugao desta super
bactéria é deveras superior ha do Ser Humano, em produzir novos antibidticos que sejam

eficazes.

A fagoterapia apresenta-se como uma terapia substituta da antibioterapia'®. Os
bacteridfagos utilizados nesta terapia constituem formas virais e a principal vantagem do uso
destas formas em comparagdo aos quimioterapicos, esta na sua grande capacidade de
replicagao, como qualquer outro virus cada célula infetada liberta uma grande quantidade de

novos virus que que tém a capacidade de infetar outras bactérias'®®'?.

Esta caracteristica sugere que uma uUnica dose de fagos pode ser o suficiente para o
combate de uma grande infecdo ou de um biofilme, ao contrario dos antibidticos que

requerem mdltiplas doses, durante dias e até semanas'®.

O uso da fagoterapia proporciona uma redugao do aparecimento de novas estirpes
resistentes aos antibioticos, e dado o seu mecanismo de agao, elimina apenas estirpes
bacterianas especificas, nio ocorrendo alteragdes na flora do infetado'® '. Por outro lado
esta terapia € desvantajosa por apenas atuar numa infegao, no caso de uma infegao mista nao
é de todo eficiente'® A Unica solugdo seria a aplicagio de preparados polivalentes, formados
por diferentes fagos, que possam eliminar uma maior variedade de espécies bacterianas,

sobretudo em infecdes mistas'®.

Esta terapia apresenta ainda outra grande vantagem que reside na auséncia de efeitos
colaterais e indesejaveis, como a destruicao da microbiota comensal que compete contra as

bactérias patogénicas, impedindo-as de se instalarem num dado local anatémico'®.

Os efeitos secundarios ainda nao estao esclarecidos, mas sabe-se que os fagos podem
se multiplicar por dois mecanismos, o ciclo litico e o ciclo lisogénico, o ciclo litico determina
a lise e a morte da célula hospedeira, enquanto que no ciclo lisogénico a célula permanece
viva'®'” Diversos estudos tém sido realizados e apontam que apds o uso da fagoterapia, ha
o surgimento de bactérias resistentes a alguns fagos, mas apresentam uma viruléncia muito

inferior quando comparado com a das estirpes iniciais'*®'?.

Fagos sao predadores naturais de bactérias, comumente encontrados no ambiente e

109

seu uso como biocontrolador™. Os estudos recentes ressaltam diversas vantagens da fago-
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terapia, nomeadamente a eficiéncia no combate de bactérias patogénicas resistentes aos an-
timicrobianos, devido a indugio da bacteridlise, que difere completamente da agio destes''’.
A sua grande capacidade de responder rapidamente a formagao de fago-resisténcia do hos-
pedeiro, pelo facto dos bacteriofagos também apresentarem a capacidade de sofrer muta-
¢ao''% tal como as bactérias, o baixo custo de desenvolvimento da fagoterapia, uma vez que a
pesquisa destes procedimentos é mais barata que a de desenvolvimento de novos antimicro-

bianos''°.

Os bacteriofagos nao afetam células eucarioticas, o que significa que em principio nao

existam efeitos colaterais nas células do Ser Humano'".

A fagoterapia ja foi avaliada com éxito no tratamento de Acinetobacter baumanii, Pseu-
domonas aeruginosa''!, Staphylococcus aureus''®, Vibrio vulnificus, Enterococcus faecium'"', Bacillus
anthracis''> e Escherichia coli patogénica em aves'", no homem e em bezerros com redugio

de sintomatologia e da mortalidade.
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| 3. Conclusao

A presenga do MRSA em alimentos para consumo embora pareca reduzida, e bastante
divergente nos estudos publicados, é de facto uma importante fonte de contaminagao para o

Ser Humano.

Neste trabalho concluimos que a presencga do S. aureus no sector alimentar é bastante
prevalente, tanto entre manipuladores, como nas superficies e entre os alimentos, como ja

tinha sido referenciado em trabalhos anteriores.

Em relagao a pesquisa de MRSA entre os manipuladores, nao foi detetado nenhuma
resisténcia a meticilina, apesar das altas taxas de resisténcia a outros antibidticos como € o

caso da penicilina e da amoxicilina.

Nas superficies foram encontradas resisténcias a meticilina no sector do talho,
nomeadamente na bancada de corte da carne, o que indicia que este local pode ser um foco

de disseminagao de resisténcias para o consumidor.

A prevaléncia de MRSA foi mais elevada entre as amostras alimentares, onde se
encontraram resisténcias a meticilina, na perca do nilo e na carne moida de suino, o que pode

indiciar o avango do MRSA para outros ambientes que nao o ambito hospitalar.

Apesar da amostra total ser reduzida, esta representa uma pequena percentagem que

merece ponderagao e nao deve ser de todo descartada.

Globalmente identificamos MRSA nas bancadas e nos géneros alimenticios que indica
mas praticas de desinfecao por parte do estabelecimento, de degradagao de superficies que
ajudam na retengao e no desenvolvimento de bactérias e possivelmente de biofilmes, de
contaminagao cruzada e provavelmente também existiu contaminagao durante o

processamento das diferentes fases que determinam o produto final.

E necessario realizar estudos longitudinais ao longo de toda a cadeia alimentar, de
producao até ao consumo, para conhecer as rotas de transmissao e propagac¢ao da bactéria e

das suas resisténcias.

Devem ser adotadas medidas de controlo na utilizagao de antibidticos na pecuaria para
evitar a proliferagao de resisténcias, e adotar medidas exigentes nas praticas de higiene e na

conservagao dos alimentos para evitar a necessidade de recorrer a estas terapias.
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No caso das infegoes no Ser Humano, os antibioticos sao sempre a terapia de |* linha
selecionada e talvez num futuro proximo se possam implementar novas terapias alternativas
como ¢é o caso da fagoterapia, que é mais barata e nao traz consequéncias nefastas para o Ser

Humano e para os animais.
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