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RESUMO

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é uma das principais causas de infec¢do em humanos,
e estd bem documentado o acometimento desta bactéria em individuos hospitalizados. Contudo, o relato
de colonizagdo e infec¢ido de individuos na comunidade, sem contato prévio com o ambiente hospitalar,
sugere outras fontes de contaminagao, como o emprego de firmacos na pecudria, o que induz a colonizagao
por MRSA em animais de produgio e consequente contaminagio de produtos carneos. O objetivo do
presente estudo foi de compilar e analisar as publicagdes cientificas sobre a ocorréncia de MRSA em
alimentos. Neste contexto, foi realizada uma revisdo de literatura sistemadtica nas bases de dados Lilacs,
Medline e Pubmed, e selecionados os artigos publicados no periodo de 2000 a 2013. Observou-se nimero
significativo de estudos em que foram analisadas diversas amostras. Foi encontrada grande varia¢do
nas prevaléncias de MRSA, bem como nas metodologias utilizadas para analise. O MLST tipo ST398,
comumente encontrado em suinos, foi o mais isolado nas amostras analisadas nos diferentes estudos. No
entanto, as linhagens ST8 e ST5, pertencentes a biovariedade humana, foram também frequentemente
detectados, o que sugere que os manipuladores de alimentos tém também sido a fonte de contaminagédo
da carne por MRSA.

Palavras-chave. MRSA, alimentos, resisténcia.

ABSTRACT

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a major cause of infections in humans and
onset of this bacterium in hospitalized individuals has been well documented. However, a report on
MRSA colonization and infection of individuals in the community, without prior contact with hospital
environment, suggests the occurrence of other sources of contamination, such as the use of drugs in
livestock, causing colonization of production animals with MRSA, and resulting in contamination of meat
products. This study aimed at compiling and analyzing the scientific publications on the occurrence of
MRSA in foods. A systematic review of the literature was performed in Lilacs, Medline and Pubmed
databases, and the articles published from 2000 to 2013 were selected. A significant number of studies
involving different samples was observed. Wide variations on the MRSA prevalence were found, and
also on the methodologies used for the analyses. The MLST strain ST398 is commonly detected in pigs,
and it was the most isolated bacterium from samples analyzed in different studies. ST8 and ST5 strains,
belonging to human biovar, have also been frequently isolated, suggesting that food handlers have been a
source for meat contamination with MRSA.

Keywords. MRSA, foods, resistance.

268 Rev Inst Adolfo Lutz. 2013; 72(4):268-81



Cerqueira ES, Almeida RCC. Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) em alimentos de origem animal: uma revisiao

sistematica. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2013; 72(4):268-81.

INTRODUCAO

Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) ¢ uma das principais causas de infeccdo para
humanos. Até 1980, os relatos de MRSA consistiam em casos
isolados, mas apds 1982 cepas epidémicas foram descritas
como multirresistentes, com capacidade de colonizar e
causar surtos de infeccdes em todo o mundo, tornando-se
uma causa amplamente conhecida de morbimortalidade'.

O termo MRSA é usado para designar as
linhagens de S. aureus que nao respondem ao tratamento
com antibidticos B-lactdmicos®. Caracterizam-se como
cepas que possuem o gene mecA ou demonstram uma
concentra¢do inibitéria minima (CIM) a oxacilina mais
alta do que 4 mg/L. Entretanto, alguns isolados clinicos
sao mecA-positivos e susceptiveis a oxacilina’. O gene
mecA ¢é responsavel pela codificagio da proteina de
ligacdo a penicilina (PBP2a) que funciona como um
alvo alternativo resistente a inibicao pelo antibiético,
permitindo a formagao da camada de peptideoglicano da
parede celular, impedindo a morte bacteriana®.

A aquisicilo de MRSA por individuos
hospitalizados é bem documentada. Fatores de risco
para contaminac¢ao nosocomial por MRSA incluem
hospitalizagdo prévia, duracdo da hospitalizagdo, uso
prévio de antibidtico, entre outros®. Contudo, registros
de infec¢bes comunitdrias graves, especificamente
em individuos que ndo foram hospitalizados e nem
estiveram em contato com profissionais da satde, ou
mesmo com doentes colonizados, sugerem outras
formas de contaminagdo por MRSA, como, por exemplo,
o emprego desses farmacos na pecudria. O contato
direto do homem com os animais, a exposi¢ao as fontes
ambientais contaminadas com residuos da produgio
pecudria e, principalmente, os alimentos de origem
animal, constituem meios de transferéncia de MRSA
para humanos®’.

A maioria dosanimais domésticos abriga a espécie
S. aureus. Esta é uma importante causa de infec¢des na
criagdo de gado, aves, suinos, entre outros, tornando-se
fonte de prejuizos econdmicos na agropecudria. Assim,
¢ comum o uso de antibidticos, com fins terapéuticos,
profilaticos, ou como estimulador de crescimento. Porém,
seu uso indiscriminado na pecudria pode estimular o
aparecimento de resisténcia na populagdo bacteriana’.

Como consequéncia da colonizagio e infecgdo
por MRSA em animais de producdo, destaca-se a
possibilidade de contaminagdo dos produtos carneos

destinados ao consumo®. Estudos recentes relatam o
isolamento de linhagens de MRSA em alimentos de
origem animal, incluindo carne suina, gado bovino,
frango, entre outros, além de queijo bovino, leite e outros
produtos derivados’.

Devido a semelhanca entre os antibidticos
utilizadosem sereshumanos com os utilizados nos animais,
torna-se evidente a correlagdo entre a problematica da
resisténcia bacteriana na pecudria com a saude humana'’.
Se linhagens resistentes a drogas sdo transferidas para
humanos através do consumo de produtos de origem
animal contaminados, elas podem coloniza-los e transferir
a sua resisténcia aos antimicrobianos''.

Agobes no cuidado com a saide humana ja sao
realizadas objetivando o uso racional de antibiéticos,
contudo, o0 mesmo ndo acontece no setor da pecudria.
No Brasil, a regulamentagao do uso de antibidticos em
animais compete ao Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento e a Secretaria de Defesa Agropecuaria.
O Programa Nacional de Controle de Residuos no Leite
(PCRL), criado em 1999 por este Ministério, tem a
finalidade de regulamentar o controle e a vigilancia dos
residuos em alimentos de origem animal. Suas agdes
visam evitar a violagdo dos limites maximos permitidos de
residuos (LMR) e de coibir o uso de substancias proibidas.
Todavia, apesar de todos os esfor¢os, nao é possivel
fiscalizar toda a produgéao, cabendo aos produtores e as
empresas prezarem pela qualidade do produto™.

Destaca-se a importancia em demonstrar a
presenca cada vez mais frequente de MRSA em alimentos
de origem animal, a fim de alertar as autoridades de
saude publica e da agropecudria sobre a necessidade de
adocdo de medidas de controle. Essas medidas devem ser
adotadas tanto no manejo de animais, quanto em toda
cadeia produtiva de alimentos, visando a minimizagdo
da contaminagdo dos alimentos com cepas de MRSA, e,
consequentemente, a diminui¢do do risco de transmissao
desse micro-organismo a espécie humana.

A presente revisdo sistematica objetivou compilar
e analisar as publicacdes cientificas sobre a presenca
de MRSA em alimentos de origem animal. A revisdo
sistematica contribui para entender melhor as rotas de
transmissdo, preven¢do da propagacio de MRSA em
tais alimentos. Esse tipo de revisio é importante para
o campo de estudo - somente com a incorporagdo de
novos conhecimentos/compilagdo bibliografica torna-
se possivel o ajustamento a nova realidade e a busca por
melhorias continuas. A revisdo cita fontes fiaveis e atuais.

269



Cerqueira ES, Almeida RCC. Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) em alimentos de origem animal: uma revisiao

sistematica. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2013; 72(4):268-81.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se uma revisao de literatura sistematica
sobre Staphylococcus aureus resistente a Meticilina
(MRSA) em alimentos de origem animal. O recurso
pratico de analise foi a coleta de artigos publicados em
trés bases de dados, Lilacs, Medline e Pubmed. A busca foi
conduzida no periodo de dezembro de 2012 a fevereiro
de 2013, utilizando a combinacio dos descritores MRSA,
carne bovina, carne suina, frango, leite, queijos, peixe e
seus correspondentes na lingua inglesa.

As publicagdes foram pré-selecionadas a partir
dos titulos que mencionassem resisténcia antimicrobiana
em S. aureus presentes em algum género alimenticio de
origem animal. Em seguida, procedeu-se com a leitura
da metodologia dos diversos estudos, a fim de selecionar
aqueles que atendessem aos seguintes critérios,
previamente especificados: estudos experimentais
cuja metodologia envolvesse isolamento de MRSA em
alimentos de origem animal, publicados no periodo de
2000 a 2013. Foram excluidos estudos repetidos entre as
diferentes bases de dados; que nao foram publicados em
modelo de artigo; revisdes e aqueles cuja metodologia
incluisse andlise de humanos e/ou animais.

A anilise dos estudos foi realizada a partir da
sumarizacio das informag¢des em instrumento contendo
os itens: autor, ano de publica¢do, amostra, metodologia
utilizada e principais resultados encontrados.

RESULTADOS

Através da pesquisa nas bases de dados, foram
identificadas 82 publicagdes cientificas relacionadas a
MRSA em alimentos de origem animal (Figura 1), sendo
trés no Lilacs, 40 no Medline e 39 no Pubmed. Cinquenta e
seis artigos foram excluidos por estarem repetidos entre as
diferentes bases, porque eram cartas, dissertagdo ou notas,
ou por falta de acesso ao texto completo. O remanescente de
25 artigos foi analisado a partir de leitura das metodologias
e sete foram excluidos devido a inclusao de humanos e
animais in vivo no quadro de amostragem. Assim, um total
de 19 artigos foram incluidos nesta revisao.

Descri¢ao dos estudos

Uma sumarizacio estd demonstrada na Tabela 1.
A maijoria dos estudos foi realizada nos Estados Unidos
(3/15; 8 %) e Holanda (3/15; 8 %). Os alimentos de origem
animal analisados com maior frequéncia foram amostras
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de carne suina em sete (36,8 %) das 19 pesquisas incluidas
nessa revisao, seguidas pelas amostras de carne bovina
e de leite, que foram avaliadas em seis estudos (31,6 %),
separadamente; frango em cinco (26,3 %); peru e peixe
em trés estudos (15,8 %), separadamente; produtos
carneos em quatro (21,1 %); produtos lacteos em dois
(10,5 %); carne de carneiro em um (5,3 %) e dois estudos
(10,5 %) relataram analisar amostras de carne, mas nao
especificaram a espécie.

Estudos potencialmente relevantes identificados

(n=82)

Estudos excluidos por seremrevisio, cartas,
| monografias e dissertacdes (n=3)

k.

Estudos recuperados para avaliagdo mais detalhada
(n=79)

Estudos excluidos devido & duplicata nas diferentes
bases (n=39)

Estudos excluidos por incluirem amostras de
humanos e animais (n=7)

Estudosexcluidos por falta de aceszo ao texto
completo (n=14)

"

Estudos incluidos narevisdo (n=19)

Figura 1. Fluxograma representando o processo de selegdo dos estu-
dos incluidos na revisdo sistematica

As técnicas tradicionais de cultura para a
deteccdo de MRSA, representadas pela inoculagdo em
placas de agar sangue ou de agar com meio seletivo,
seguido de confirmagdo das colonias caracteristicas
foram amplamente utilizadas. Os métodos de detec¢do
direta, como inoculagao em dgar cromogénico, também
apresentou uma utilizagdo expressiva.

O método mais utilizado para detecgao de estirpes
MRSA nos alimentos foi o teste disco-difusdo somado a
confirmagao através de reagdo de polimerase em cadeia
(PCR) para deteccao do gene mecA, observado em sete
(36,8 %) dos artigos analisados. O teste de aglutinagao em
latex com confirmagao através de PCR foi usado em cinco
(26,3 %) dos estudos. Esse mesmo quantitativo de estudos
(31,6 %) utilizou a técnica de PCR isoladamente para
identificagao do micro-organismo, mas, quatro destes
realizaram teste de susceptibilidade antimicrobiana,
como analise complementar dos isolados. No total,
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Tabela 1. Sumarizacao dos estudos incluidos na revisao

Total de Teste de
Local de . TR
realizagao Amostras estirpes sensibilidade MLST spa
Autores § ) Metodologia MRSA antimicrobiana | .p
da analisadas . ) tipos tipos
esquisa isoladas para estirpes
e N (%) MRSA
Semeadura em 4gar Sangue, seguida de
confirmag¢do usando API STAPH Detection
Kit. Osisolados de S. aureus foram submetidos
a PCR para confirmagio adicional. O fendtipo
*ATYAH et al, L. . MRSA foi inicialmente identificado por 98* (50 %)
Maldsia Peixe ) o - . -
2010" cultura em 4agar a base de oxacilina para -
o rastreio de resisténcia (ORSAB; Oxoid
Limited, Basingstoke, England). As estirpes
de MRSA cultivadas no ORSAB foram entdo
confirmadas por PCR.
Foram utilizados 2 meios de enriquecimento
(MHB + 6.5 % NaCl e vermelho de fenol
contendo cefoxitina e aztreonam). Em
Carne de suino; seguida, o indculo foi semeado em dgar
itela; carne  MRSA-ID. Para confirmacio, colOnias tipicas t011
De BOER et al, e e , i P . ST398
2000° Holanda  de carneiro; foram subcultivadas em TSA e testadas com 264 (11,9 %) - t034
frango; peru;  Staphytect Plus test (Oxoid). Confirmagao t108
outros adicional foi feita por meio da identificacdo
do gene SNUC e do gene mecA, utilizando
PCR em tempo real. Foi feita spa-tipagem e
MLST.
. As amostras foram examinadas quanto a
Alimentos . .
dos  Presenca de B. cereus, Clostridium perfringens,
repara
prep S. aureus, Aeromonas spp., Campylobacter spp.,
com carne; . . .
) Escherichia coli O157:H7, Salmonella, Shigella
alimentos . . .
spp., e Yersinia spp. Colonias presuntivas de S.
preparados
aureus foram confirmadas usando um tubo de
CRAGO et al, , sem carne;
Canadd ) teste de coagulase com plasma de coelho. PCR 0 (0,0 %) - - -
20128 carnes bovina, . . .
, foi utilizado para identificar o gene nuc. Os
suina, frango e . . A
) isolados foram examinados para resisténcia a
desconhecidas, . . . .
. ) meticilina usando difusdo em disco em agar
laticinio (leite, . .
.. MH, usando disco de 1 pg de oxacilina e 30 pg
ueijos e
quey de cefoxitina, e finalmente PCR para detectar
sorvete)
o gene mecA.
Continua
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Cont.
Local de Tot.al de Te.:st.e.de
L estirpes sensibilidade
Autores realizacdo Am(.)stras Metodologia MRSA antimicrobiana MLST .spa
da analisadas . ) tipos tipos
pesquisa isoladas para estirpes
N (%) MRSA
Utilizou-se a técnica de PCR para detec¢do do
gene femA, que identifica o S. aureus. Dessas
DIAS et al, Brasil Leite amostras, apen‘as as ‘com amlj)liﬁcaqéo positiva 16 (8,0 %) i i i
2011* foram submetidas a detec¢ao dos genes sea,
seb, sec. Foi também pesquisada a presenga do
gene mecA, que identifica MRSA.
Foram utilizados 2 meios de enriquecimento
(MH + NaCl e TSB suplementado com 3,5 pg/
mL de cefoxitina e 75 ug/mL de aztreonan). Em
seguida, plaqueamento em dgar cromogénico
MRSA  seletivo. Coldnias caracteristicas Todos os
Peru; produtos foram subcultivadas em Columbia Agar isolados MRSA
carneos de  sangue e submetidos a testes de confirmac¢io foram resistentes ST398 t1430
FLEBER et al, peru; frango; para S. aureus (teste coagulase e teste de a oxacilina t002
. Alemanha . ) R 32 (37,2 %)
2011% produtos aglutinagdo em latex). Para a confirmagio de 20 (62,5 %) dos ST5 t011
carneosde  MRSA, todos os isolados foram submetidos a isolados MRSA t034
frango PCR. Todos os isolados foram testados para apresentaram
a sua suscetibilidade antimicrobiana por multiresisténcia
microdilui¢do em caldo que incluiu 10-12
concentragdes de 30 agentes antimicrobianos
em série de 2 vezes por dilui¢do. Realizou-se
spa-tipagem e MLST.
Utilizou-se TSB + NaCl como meio de
enriquecimento. Seguido de semeadura em
BP e 4gar sal manitol contendo 4 pg/mL
de cefoxitina. Supostos estafilococos foram 3 isolados
identificados com base na morfologia da resistentes a
Peixe cru colonia, hemdlise em dgar sangue, coloragao oxacilina nao
HAMMED et al, y de Gram e testes de coagulagdo em slidex. A 0 possufam o gene
2012 Japdo pronto para o confirmacéo de S. aureus e MRSA foi conduzida 5(2:5%) ecA ST8 11767
consumo usando PCR. Todos os S. aureus isolados Todos os
foram caracterizados para genes codificadores MRSA foram
de fatores de viruléncia de enterotoxinas e multiresistentes
spa-tipagem e MLST. Foi feita ainda teste de
sensibilidade com 19 antibiéticos através de
disco-difusao.
Continua
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Cont.
Local de Tot.al de Tc?st.e.de
realizagio =~ Amostras . estirpes sef1s1!)1hda?de MLST spa
Autores ) Metodologia MRSA antimicrobiana )
da analisadas . ) tipos tipos
pesquisa isoladas para estirpes
N (%) MRSA
As amostras foram coletadas através de suabes
na superficie pré-umedecida com caldo
enriquecimento contendo triptona, NaCl,
manitol e extrato de levedura. O indculo
foi semeado em dgar MRSA e Columbia Todos os
acrescido de 4cido nalidixico. S. aureus foram isolados MRSA
HANSON etal,  Estados Carne de suino; confirmados através de colora¢ao de Gram, foram resistente  STS 1008
20117 Unidos carne bovina; catalase, coagulase e teste de aglutinacdo em 2 (1,2 %) aoxacilinae  ST398 1034
frango; peru  latex. MRSA foi identificado através do teste rultiresistentes
de aglutinagio em litex, (Oxoid). PCR foi
utilizado para identificagio do gene mecA e
spa-tipagem e MLST foi realizado nos MRSA
isolados. Todos os isolados foram testados
para sensibilidade antimicrobiana através do
método de dilui¢do em caldo.
Todos isolados
Foi  feita  identificagio  convencional MRSA foram
Carne bovina: das cepas de S. aureus; incluindo testes resistentes a
. o complementares: Gram, catalase, coagulase. oxacilina ST72
LIM et al, 2010  Coreia carne suina; o o ] 16 (0,6 %)
frango Teste de sensibilidade a antimicrobianos por 3 (18,7 %) ST692
difusdo em agar; PCR para detecciao de mecA dos isolados
e MLST para tipificagéo. MRSA foram
multiresistentes
Os isolados, presumidamente, S. aureus, TISICII{OSS ;sfo()l:izs
foram submetidos a VITEK system para resistentesa
NAM etal, identificagdo da espécie e depois submetidos oxaciling ST72 t324
—_— Coreia Leite teste de sensibilidade antimicrobiana por 25% (6,2 %) 11 (64,7 %) ST1 1286
difusdo em agar. Foi feito ainda teste PCR dos iso’la dos NT
para deteccdo dos genes mecA e spa-tipagem e MRSA foram
MLST para tipificagao. .
multiresistentes
Cepas foram identificadas como S. aureus e
confirmadas através de DNAse e identificacdo
do gene mecA por PCR. As estirpes mecA
Leite; produtos positivas foram testadas para a producdo 3 (50 %)
NORMANO et Italia lacteos; carnes; de enterotoxinas estafilocdcicas por meio 6(0.4 %) dos isolados i )
al, 2007% produtos de aglutinagdo em latex reverso passivo ’ MRSA foram
carneos (RPLA), utilizando o kit SET-RPLA. Foram multiresistentes
também testadas quando a sensibilidade
antimicrobiana 12 cepas por meio de disco-
difusao em agar MH.
Continua
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Cont.

Autores

Local de
realizacao
da
pesquisa

Amostras
analisadas

Metodologia

Total de
estirpes
MRSA
isoladas
N (%)

Teste de
sensibilidade
antimicrobiana
para estirpes
MRSA

MLST spa
tipos tipos

O’BRIEN et al,

*PEREIRA et al,,

PU; WANG; GE,

2012

2009%

2009%

Estados
Unidos

Portugal

Estados
Unidos

Carne suina

Carne crua;
produtos
carneos
fermentados;
queijos;
leite; outros
produtos
alimentares

Carne suina e
carne bovina

As amostras foram adicionadas a 4gua
peptonada e, em seguida, uma aliquota foi
transferida para caldo BP com telurito de K.
O indculo foi semeado em agar BP com gema
de ovo e telurito de K e em meio cromogénico
especifico para MRSA. Colonias caracteristicas
de S. aureus e MRSA, respectivamente,
foram examinadas através de coloracdo de
Gram, catalase, teste coagulase em tubo e
teste de aglutinacdo em latex. A resisténcia
a meticilina foi avaliada através de teste de
aglutinagdo em latex para MRSA (Oxoid) e
confirmada através de PCR para deteccdo
de gene mecA. Os isolados de MRSA foram
sujeitos a tipagem molecular e testados quanto
a susceptibilidade antimicrobiana através de
diluigdo em caldo para 10 antibidticos.

Detectaram-se as cepas de S. aureus através
de métodos convencionais para estafilococos
coagulase positiva (agar Baird-Parker, Gram,
catalase, coagulase em tubo e DNA-se). Em
seguida, o DNA foi isolado através de PCR, e
o mesmo foi utilizado para detecgio de mecA,
16S rRNA e nuc. O ensaio de enzima ligada
fluorescente (ELFA) foiutilizado paraadeteccao
de enterotoxinas estafilocdcicas especificas
e teste de sensibilidade antimicrobiana em
difusio em dgar. A determinagdo de genes
de enterotoxinas estafilococicas também
foi realizada através de multiplex PCR. As
concentragdes inibitérias minimas (CIM (mg/
mL) para S. aureus foram determinadas pelo
método de diluigao em dgar.

Enriquecimento em TSB + NaCl seguido
de plaqueamento em BP com cefoxitina (4
pg/mL), seguido de teste da coagulase em
tubo. A confirmagdo de S. aureus foi feita
utilizando multiplex PCR para o fragmento
espécie-especifico 442 pb e para determinacdo
do gene mecA. Isolados de MRSA foram
entdo caracterizados para susceptibilidade
antimicrobiana usando teste de microdiluicao
em caldo. MLST e spa-tipagem para
tipificagao.

26 (6,6 %)

1* (0,68 %)

22 (18,3 %)

4 (15,4 %)
isolados MRSA

foram sensiveisa ST398 t034

oxacilina
10 (38,5 %) dos
isolados foram
multiresistentes

38 % dos
isolados foram
resistentes a
oxacilina

ST8  t002
ST5  t008

ST5
ST8
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Cont.
Total d Teste d
Local de X € ‘? ‘e. €
ealizagdio ~ Amostras estirpes sensibilidade MLST spa
r
Autores ¢ . Metodologia MRSA antimicrobiana ,P
da analisadas . . tipos tipos
squis isoladas para estirpes
esquisa
pesq N (%) MRSA
10 g da amostra foi homogeneizada em
solu¢do de Ringer e 1 ml da suspensdo foi
transferido para meio de carne cozida com
. . . Todos os
NaCl. Em seguida, transferido para meio BP .
- isolados MRSA
suplementado com emulsdo de gema de ovo )
. . N possuiam o gene
telurito. Colonias com morfologia tipica de S.
SHAHRAZ et . } . . mecA
Ird Hambuguer  aureus foram submetidas aos testes: coloragdo 57 (22,3 %) - -
al, 2012 o Quatro (2 %)
de Gram, catalase, coagulase, oxidagdo e isolados MSSA
isolados
fermentagdo em dagar Sal Manitol e DNAse. )
ossufam o gene
Resisténcia a antibidticos dos isolados de S. P 8
s . P mecA
aureus foi feita pelo método de difusdo em
disco em agar MH. PCR foi feito para detecgdo
do gene mecA.
As amostras foram inoculadas em é4gar
sangue, para identificacio de MRSA pela sua
morfologia (colénias amarelas hemoliticas).
Os isolados foram submetidos ao teste Todas as
TAVAKOL et al, . Slfaphuurex Plus, método. .de difusio em estirpfes MRSA t011
2012 Holanda Leite disco com 30 pg de cefoxitina e PCR para 14 (0,04 %) possuiam o gene ST398 899
gene mecA. Em seguida, foi feito teste de mecA e foram t108
sensibilidade a antibidticos em todas estirpes multiresistentes
MRSA, através do método de disco-difusio.
Em seguida, foi feita MLST e spa-tipagem
para tipificagao.
Estafilococos isolados a partir de amostras
de leite bovino foram identificados com
base em caracteristicas das colonias.
Estirpes de S. aureus foram testadas para Todas as
“TURKYILMAZ . . resist.éncia .'21 mf:ticilina, utiliz.a.ndo o método estir}:?es MRSA ST239 1030
Turquia Leite de disco-difusio com cefoxitina. Testes de 16* (17,2 %) possuiam o gene
et al, 2010% i S . STS  t190
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) mecA e foram
foram realizados em dgar Mueller-Hinton. multiresistentes
Estirpes resistentes foram testadas para
gene mecA. Realizou-se ainda tipificagdo do
SSCmec, MLST e spa tipificagio.
Continua
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Cont.

Autores

Local de
realizacao
da
pesquisa

Amostras
analisadas

Metodologia

Total de
estirpes
MRSA
isoladas
N (%)

Teste de
sensibilidade
antimicrobiana
para estirpes
MRSA

MLST
tipos

spa
tipos

VAN LOO et al,

VAZQUEZ-
SANCHEZ et al,

WEESE et al,

2006%

2012%

2010%

Holanda

Espanha

Canadda

Carne de porco
e carne bovina

Produtos de
Peixe

Carne suina;
carne bovina;
frango

Foram  feitos  dois  enriquecimentos
(MH + NaCL e caldo vermelho de fenol
contendo cefoxitina e aztreonan) seguidos
de plaqueamento em d4gar cromogénico e
Columbia. Coldnias caracteristicas de S.
aureus foram confirmadas com teste de
aglutinagdo em latex, teste coagulase em
tubo contendo plasma de coelho e DNAse.
Confirmagdo da resisténcia a meticilina e
identificacdo de S. aureus foi feito através de
PCR duplex em tempo real para gene mecA
e fragmentos 442-pb especificos de S. aureus.
Sensibilidade a cefoxitina e oxacilina foi
determinada usando difusdo em disco. Todos
os isolados S. aureus foram genotipados por
spa-tipagem.

Realizou-se diluigdo sérica em dgua
peptonada, seguida de plaqueamento em
BP suplementado com emulsao de gema de
ovo e telurito de K. Colonias tipicas foram
isoladas e cultivadas em BHI. Em seguida,
foram submetidos aos testes bioquimicos:
coagulase, DNAse, e fermenta¢do em manitol.
Caracterizagio genotipica dos isolados foi
realizada por RAPD-PC. E PCR também foi
utilizado para detecgdo dos genes seg-sei, sea-
see,blaZ e mecA. Teste de diluicio em caldo
e disco-difusdo foram realizados com 12
antibiéticos.

Inoculagdo em caldo de enriquecimento
(triptona, NaCl, manitol e extrato de
levedura). Diluicoes seriais de 10 vezes do
caldo de enriquecimento foram inoculados
em tampao fosfafo salino (PBS) e, em seguida,
plaqueamento em dagar Cromogénico para
MRSA. Isolados foram identificados como S.
aureus pela morfologia da colonia, coloragido
de Gram, catalase, coagulase e teste de
aglutinagdo em latex. Resisténcia a meticilina
foi confirmada pelo teste de aglutinagdo em
latex para PBP2a. Isolados foram tipificados
por MLST e spa-tipagem.

2(2,5%)

0 (0,0 %)

36 (5,3 %)

Todos os
isolados MRSA
foram resistentes
a oxacilina e
cefoxitina

ST5

t108
1024

242

* Informaram apenas o numero de isolados de S. aureus, omitindo o total de amostras analisadas.
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17 (89,5 %) publicagoes utilizaram PCR como método
principal ou secundario nas analises.

A maioria das publicagdes (11/64,7 %) realizou
tipificagdo molecular dos isolados de MRSA como analise
complementar, que incluiu tipagem por sequenciamento
do multilocus (MLST) e sequenciamento da regido
polimorfica X do gene da proteina A estafilocécica (spa-
tipagem). Seis estudos avaliaram a presenca de genes de
enterotoxinas estafilocdcicas.

Isolamento de MRSA em alimentos de origem animal

A prevaléncia de MRSA em alimentos de
origem animal variou entre 0 % e 37,2 %. Trés artigos
informaram apenas o nimero de isolados de S. aureus,
omitindo o total de amostras analisadas. A maioria
dos estudos observou baixissimas frequéncias de
isolamento (<8 %), sendo que, apenas quatro pesquisas
relataram percentuais superiores a 10 %, enquanto
que dois estudos nao isolaram estirpes de MRSA nos
alimentos investigados.

O maior percentual de isolamento de MRSA por
alimento de origem animal foi relatado em amostras de
hamburgueres embalados (22,3 %), seguido de leite de
mastite bovina (17,2 %), carne suina in natura (14,2 %),
peru (12,42 %) e frango (10,2 %). Carne bovina, peixe e
queijo apresentaram as menores prevaléncias.

Genes codificadores de toxinas estafilococicas
foram comumente encontrados abrigando estirpes de
MRSA isoladas.

Entre as publicagdes que realizaram tipificacao
molecular das estirpes MRSA isoladas, os principais
MLST encontrados foram ST398, ST8 e ST5. Os spa mais
encontrados através da tipagem foram t011, t108 e t034.

DISCUSSAO

A presente revisdo identificou 19 artigos sobre
MRSA em alimentos de origem animal, envolvendo
uma ampla variedade de amostras. Esse numero
expressivo de publicacdes cientificas esta associado
a preocupagao com o evidente aumento de MRSA
em animais destinados a produ¢do de alimentos e a
suposicao de que a colonizagao destes seria a fonte de
contaminagdo de produtos carneos por MRSA*.

MRSA foi isolado pela primeira vez em animais
criados para alimentagao humana em 1972, a partir de casos
de mastite em vacas leiteiras na Bélgica. Desde entdo, este
micro-organismo surgiu em uma variedade de populagoes

animais, tais como gatos, cachorros, cavalos, ovelhas, suinos,
bezerros e aves **'.

No entanto, existe uma distin¢ao explicita entre
estirpes de MRSA isoladas em animais de companhia
e aquelas isoladas em animais destinados a produgéo
de alimentos. Animais de companhia sido geralmente
contaminados através de contato com pessoas infectadas
ou colonizadas com MRSA, de modo que a sua presenca
nesses animais ocorre em func¢éo da transmissio de um
reservatorio humano®?2. Enquanto que em animais
destinados a produgéo de alimentos, um clone de origem
desconhecida emergiu recentemente, sugerindo que o
surgimento de MRSA nesses animais estaria associado
ao uso de antibidticos na pecuaria®.

A carne suina aparece como alimento mais
investigado nos diversos estudos, certamente devido
ao envolvimento epidemioldgico dessa espécie animal
com a transmissdo de um clone especifico de animais
de produgdo para humanos. Estirpes isoladas em
casos de infec¢do por MRSA associadas a comunidade
(CA-MRSA), sem conexdao epidemioldgica com o
ambiente hospitalar, foram associadas a MRSA em
suinos, e estudos subsequentes tém confirmado que o
contato com suinos é um fator de risco para infec¢do
e colonizagao por esse micro-organismo®>’'. Na
Holanda, criadores de suinos e seus familiares foram
encontrados com MRSA, sendo o contato com essa
espécie reconhecido como um fator de risco para a
transmissdo de MRSA para humanos®.

Diferentes métodos foram utilizados para o
isolamento de MRSA em alimentos. Poucos estudos
utilizaram enriquecimento antes da inoculagio em
placas, e apenas trés estudos utilizaram enriquecimento
duplo durante as andlises das amostras coletadas. Como
o nimero de MRSA em alimentos pode ser baixo, e
como ha frequentemente variagdo da microbiota, o
enriquecimento duplo é recomendado nesse tipo de
andlise, pois pode aumentar a taxa de detecgao®*.

O teste disco-difusdo foi amplamente utilizado
entre os estudos. Este é um método fenotipico, baseado
numa avaliagdo qualitativa. As pesquisas utilizaram
tanto o disco de oxacilina, quanto o de cefoxitina
nas analises. A oxacilina ¢é utilizada para os testes de
disco-difusio ha varias décadas. Contudo, nos ultimos
anos, diversos autores tém demonstrado uma boa
exatidao no teste de disco-difusdao com cefoxitina para
o diagndstico de MRSA?*. Destaca-se que a detecgdo
de MRSA baseada em métodos convencionais de
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susceptibilidade a antimicrobianos, tanto através de
disco-difusdo, quanto através de microdiluicio em
caldo, podem ser trabalhosos, demorados, altamente
dependentes das condi¢oes de crescimento e pouco
discriminatorios®.

O teste de aglutinacdo em latex, bastante
utilizado nos estudos analisados, ¢ um método com
exatiddo proxima a 100 % baseado na detecgdo da
proteina PBP2a. A técnica PCR para deteccao do
gene mecA foi a mais utilizada nas pesquisas para
identificar isolados de MRSA. Esse método é baseado
numa caracteriza¢do genotipica e constitui método
gold standard para avaliagao qualitativa da resisténcia
a meticilina®. E um método util e bastante sensivel
para analises de resisténcia antimicrobiana®’.

Alguns estudos que realizaram teste de
sensibilidade antimicrobiana somados a técnica de
PCR relataram incompatibilidade entre os resultados
obtidos nos métodos, representada por duas situagdes:
1) isolados apresentavam resisténcia a oxacilina pelo
teste disco-difusao, entretanto, ndo abrigavam o gene
mecA; o que pode ocorrer devido a outros mecanismos
de resisténcia, que sdo raros, nao relacionados ao gene
mecA, como a superproducdo de beta-lactamases
ou a producdo de PBPs habituais, porém com graus
variados de afinidade pelos betalactimicos®; 2)
isolados sensiveis a oxacilina abrigavam o gene
mecA. Uma possivel explicagdo para este achado ¢
a existéncia de heteroresisténcia entre as estirpes.
Cada célula na populagao pode carregar a informagao
genética para resisténcia, mas somente uma pequena
fracao pode realmente expressar o fendtipo resistente
sob condic¢des de teste in vitro**>.

A maioria dos estudos utilizou os métodos MLST
e spa-tipagem para a tipificacao molecular das estirpes
MRSA isoladas. Ambos correspondem a uma excelente
ferramenta para investigacdo da evolucao clonal de
MRSA e determinacdo da estirpe ancestral®.

A prevaléncia de MRSA variou significativamente
nos estudos analisados, entre 0 % e 37,2 %. Comparagdes
de prevaléncias nesse caso nao sdo recomendadas,
devido a variagdo dos métodos, esquemas de coleta de
amostras, e os tipos de amostras**. Ainda assim, estes
estudos indicam que MRSA esta presente em uma ampla
variedade de alimentos. A contaminac¢io de alimentos de
origem animal pode ocorrer durante o abate de animais,
devido a contaminacio de carcacas e do meio ambiente
com MRSA’.
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O risco da presenca de MRSA em alimentos
esta relacionado a possibilidade do mesmo ser
colonizado com o micro-organismo durante a sua
produgao, manipulagao e/ou consumo®*'. Ha também
a possibilidade de desenvolvimento de doenga invasiva
causada pela ingestdo de alimentos contaminados,
principalmente em individuos imunossuprimidos,
cujas respostas das imunidades especificas e ndo-
especificas sdo incapazes de atuar como barreiras
para prevenir a colonizagdo do trato gastrintestinal.
Entretanto, este é um evento raro, sendo relatado na
literatura apenas uma vez, no contexto de um grande
surto hospitalar de MRSA, devido a ingestao de
alimento contaminado por um paciente na enfermaria
do Erasmus Medical Centre em Roterdia, Holanda,
levando o paciente ao desenvolvimento de sepse severa
e morte®’.

A exposi¢do a esses riscos depende muito das
medidas de higiene adotadas, da capacidade da estirpe
em colonizar o hospedeiro e da quantidade de micro-
organismos presentes na amostra. Com relagdo a esse
ultimo aspecto, a prevaléncia de MRSA em alimentos
¢é geralmente baixa, visto que, a maioria dos estudos
observou frequéncias de isolamento inferiores a 8 %. Além
disso, S. aureus ndo é um bom competidor comparado
com os micro-organismos de deterioracdo em carne
crua e as condi¢des para o crescimento de MRSA nestes
alimentos sdo muito pobres, o que torna a possibilidade
de contaminag¢do humana muito pequena®****.

Curiosamente, entre os alimentos analisados
o hamburguer embalado foi o que apresentou maior
frequéncia de isolamento de MRSA. Este achado pode
estar relacionado as condi¢ées de processamento,
devido a contaminagao do alimento por equipamentos
ou manipuladores contaminados. Ja as amostras de leite
apresentaram a segunda maior prevaléncia de MRSA
nos diferentes estudos. Isso mostra que MRSA esta
comumente associado com a ocorréncia de mastite em
vacas leiteiras, o que justificaria a presen¢a desse micro-
organismo no leite, aspecto relevante em termos de
seguranga alimentar, quando esse alimento é consumido
cru ou usado para a produgdo de queijos elaborados
com leite cru®. O isolamento de MRSA em carnes
suina, bovina, peru e frango crus torna-se irrelevante
como risco potencial relativo a ingestdo, quando tais
alimentos sdo corretamente preparados e submetidos
a processamento térmico. Contudo, a manipulagao
da carne antes de ser cozida envolve um risco de
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coloniza¢do por MRSA se o manipulador, por exemplo,
tocar suas narinas com as maos contaminadas®-*'.

Todos os estudos que realizaram teste de
sensibilidade antimicrobiana encontraram perfil de
multirresisténcia entre a maioria ou todos os isolados
MRSA avaliados. Esse resultado é preocupante, pois a
presenca de patdgenos multirresistentes em alimentos é
reconhecida como um perigo para a saude humana, uma
vez que torna limitada a escolha de principios-ativos para
o controle do micro-organismo e, portanto, mais dificil a
sua erradicagdo®*.

Alguns estudos relataram a detec¢ao de
genes codificadores de enterotoxinas estafilocdcicas
entre as estirpes de MRSA isoladas. Estes achados
fornecem evidéncias de que MRSA também pode
estar envolvido em surtos de intoxicagdo alimentar?'.
Tal como acontece com S. aureus sensivel a meticilina
(MSSA), o alimento contaminado por MRSA pode
dar origem a uma intoxicagdo alimentar estafilocdcica
pela ingestio de enterotoxinas pré-formadas.
Entretanto, é importante considerar que a resisténcia
a meticilina nao é um fator relevante para a produ¢ao
de enterotoxinas. Portanto, a presenca de MRSA em
alimentos pode nao representar um risco maior de
intoxicagao alimentar do que MSSA3**!,

O MLST da linhagem ST398 foi isolado na
maior parte das amostras analisadas nos diferentes
estudos, bem como os genes spa das linhagens t034,
t108 e t011. Estas linhagens clonais sdo atribuidas ao
complexo CC398, identificado inicialmente em porcos,
sugerindo que esta linhagem tenha emergido nessa
espécie animal, sendo subsequentemente disseminada
para outros animais, inclusive humanos®*. A presenca
dessa linhagem clonal em alimentos ratifica que o uso
de antibidticos na pecudria e consequente emergéncia
de MRSA em animais destinados ao consumo humano
sao a principal fonte de contamina¢do. A administragdo
de antibioticos em animais para a produgao de
alimentos, tanto para fins terapéuticos quanto como
promotores de crescimento e, principalmente, o uso
de agentes antimicrobianos com fraca atividade ou
em uma dosagem inapropriada, podem aumentar a
oportunidade para o processo de selecdo de bactérias
resistentes a antibioticos*.

Em um estudo realizado na Holanda, incluido
nessa revisio, uma menor prevaléncia de MRSA foi
observada em carnes de frango criado biologicamente
(aves selvagens ou criadas sem a utilizagdo de promotores

de crescimento) em comparagao a prevaléncia de MRSA
isolados de aves criadas pelo sistema convencional’.

As linhagens ST8 e ST5 também estiveram
frequentemente presentes nas amostras de alimentos
de origem animal. Estas duas estirpes de MRSA
pertencem a biovariedade humana, sugerindo que
os manipuladores de alimentos sido também fonte
de contaminagdo, e levantam a possibilidade destas
estirpes serem introduzidas durante o processamento'®,
enfatizando o papel dos humanos como um importante
reservatorio de MRSA**.

Pesquisas genomicas adicionais sdo necessarias
para determinar, com maior especificidade, a origem
dos isolados de MRSA em alimentos. Mesmo sem a
exata compreensdo sobre a origem de contaminagio
de alimentos por MRSA, politicas restritivas sobre o
uso de antibidticos na pecudria sdo necessarias para o
controle do micro-organismo*. Além disso, a presenca
de MRSA em alimentos de origem animal pertencentes
a biovariedade humana aponta para a necessidade
de melhorias das praticas de higiene na produgdo
alimentar, com aadogdo de medidas como implantagédo
de Boas Praticas de Fabricacdo e do sistema de Analise
de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC),
com objetivo de evitar a ocorréncia, o crescimento e a
sobrevivéncia de MRSA em alimentos prontos para o
consumo®*.

Tendo em vista a ocorréncia de cepas de MRSA
resistentes a multiplos antibidticos ha possibilidade
de, em breve, existirem bactérias resistentes a todos os
agentes antimicrobianos disponiveis para tratamento
de pacientes, ainda mais levando em consideragdo que
novas classes de antibidticos nao tém sido descobertas
nos ultimos 30 anos. Assim, terapias alternativas
ja tém sido propostas para o controle deste micro-
organismo?.

Uma das tecnologias alternativas para o
controle de patdgenos é o uso de bacteriofagos, que
sao componentes da microbiota natural da produc¢ao
de alimentos, desde o campo até a comercializagdo
do produto final. Além de serem estaveis nesses
ambientes sdo prontamente recuperados do solo, da
agua, de efluentes, das fezes e dos proprios alimentos.
Eles tém sido usados como um tratamento efetivo
contra infec¢des bacterianas por aproximadamente 100
anos, mas o complexo médico-industrial atual recusa-
se a reconhecé-los como uma terapéutica valida da
medicina®. Existem alguns relatos na literatura sobre
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o uso de bacteridfagos para o controle de S. aureus.
Esses fagos sdo obrigatoriamente liticos e polivalentes,
a exemplo do fago K, que demonstrou capacidade de
infectar uma variedade de estirpes MRSA, inclusive
aquelas com resisténcia a vancomicina’. Outro
estudo relatou purificagao bem sucedida de uma lisina

codificada pelo bacteriéfago ®MR11, designada MV-L,
que lisou rapida e completamente células de S. aureus,
incluindo MRSA inoculados artificialmente em narinas
de ratos e S. aureus com resisténcia intermediaria
a vancomicina. A administragdo intraperitoneal de
MV-L também protegeu ratos contra morte séptica,
sem quaisquer efeitos prejudiciais®®. Esse estudo
demonstrou que a fagoterapia constitui uma importante
ferramenta para o tratamento de MRSA e varias
outras bactérias resistentes a antibidticos, que estdo
crescendo no ambiente hospitalar e clinicas de saude
em todo o mundo, e cuja cura nao tem sido oficialmente
reconhecida.

CONCLUSAO

A presenca de MRSA em alimentos, embora reduzida
e bastante divergente entre os estudos, indica que esta pode
ser uma importante fonte de contaminacido para humanos.
Entretanto, os diferentes métodos de analise dificultam a
realizagdo de comparacdes e a correta estimativa do risco.

O duplo enriquecimento em caldo e a utiliza¢ao
de PCR sao recomendados para a deteccaio de MRSA
em produtos carneos. A tipificagdo molecular também
demonstra ser bastante importante para determinar a
ancestralidade clonal e, portanto, a fonte de contaminacéo.

Apesar da ocorréncia de CA-MRSA relacionada
ao cultivo suino, os estudos evidenciam que outros
alimentos de origem animal, além da carne suina, sao
contaminados com MRSA, necessitando devida atencéo.

Estudos longitudinais realizados em toda cadeia
alimentar, da producio até o consumo, sdo necessarios para
melhor conhecimento das rotas de transmissao, podendo
fornecer ferramentas para prevengdo da propagacdo de
MRSA. Desde entao, medidas devem ser adotadas, como
controle do uso de antibidticos na pecudria e praticas de
higiene e conservacio adequada dos alimentos. Além
disso, terapias alternativas para o tratamento de infec¢oes
por MRSA tanto em animais, quanto em humanos,
necessitam ser elucidadas e reconhecidas, a exemplo da
fagoterapia, que demonstra eficacia contra MRSA e outras
bactérias resistentes a antibidticos.
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