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RESUMO

A contaminacao de alimentos tem aumentado a cada ano, e atualmente representa um risco potencial para a saide humana.
Staphylococcus spp. foi isolado de alimentos processados e in natura e identificados através dos teste de Gram, catalase, coagulase,
DNAase, termonuclease, acetoina (VP) e metabolismo de carboidratos (glicose, maltose e manitol). Foram selecionadas cepas com
evidente reacao de termonuclease, e realizada analise de enterotoxinas estafilococicas, por teste imunoenzimatico (VIDAS - Staph
Enterotoxin — bioMerieux). Reacao positiva de enterotoxinas estafilococicas foram produzidas por S. aureus em camarao, queijo de
coalho e macarrao e S. intermedius em peixe cozido e pasta de alho. Observou-se SCP (Estafilococos Coagulase Positiva) em queijo de
coalho. Contaminacao por Staphylococcus spp. ocorreu durante os estagios de producao ou na estocagem dos alimentos, produzindo
toxinas. Conclui-se que estes alimentos representam risco a saidde humana se nao forem observadas praticas adequadas de higiene no
seu manuseio € no armazenamento.
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SUMMARY

ENTEROTOXIGENIC STAPHYLOCOCCUS IN NATURE AND PROCESSED FOODS IN STATE OF PERNAMBUCO, BRAZIL. Food
contamination has increased in the recent years and actually represents a serious risk for human health. The occurrence of Staphylococcus
spp. in nature and processed foods were identified by Gram test, catalase, coagulase, DNAase, acetoin production (AP) and by assays
of carbohydrate metabolism (glucose, maltose and mannitol). Strains of Staphylococcus spp were selected by thermonuclease reaction
and analysis of staphylococcal enterotoxins, detected by immunoenzymatic assays (VIDAS — Staph Enterotoxin — bio Merieux). Positive
reaction for staphylococci enterotoxin was produced by S. aureus in shrimps; farmhouse cheese and macaroni mass; S intermedius in
cooked fish and garlic paste. SCP (Staphylococci Coagulase Positive) were observed in farmhouse cheese. Contamination by Staphylococcus
spp occurred during food production and storage. We can conclude that practices of hygiene need to be observed during food production

and storage.
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1 - INTRODUCAO

Os alimentos sdo passiveis de contaminacao por di-
ferentes agentes etiologicos, que podem levar ao desen-
volvimento de doencas, afetando a satide humana, de-
sencadeada por microrganismos patogénicos ou suas
toxinas, [48]. Ressalta-se que todos os alimentos devem
ser objeto de exames microscopicos e microbiologicos.
Estes exames refletem as condicdes higiénicas que en-
volvem a producao, armazenamento, transporte e ma-
nuseio para elucidar a ocorréncia de enfermidades trans-
mitidas por alimentos. Os problemas encontrados podem
ser minimizados através de sistematico controle de qua-
lidade e programas de educagao sanitaria [36, 60].

Os estafilococos sdo bactérias Gram-positivas, imo-
veis, de forma esférica, medindo de 0,5 a 1,0um, agru-
padas em massas irregulares em forma de “cacho”. Apre-
sentam metabolismo respiratorio e fermentativo, atuan-
do sobre carboidratos com producao de acidos, sendo
aerobias e anaerdbias facultativas. Podem crescer em
temperaturas de 7 a 48°C, com um 6timo de 30 a 37°C
[6]. O S. aureus € um dos agentes patogénicos mais co-
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muns, responsavel por surtos de intoxicacao de origem
alimentar. As peculiaridades do seu habitat tornam a
sua presenca largamente distribuida na natureza, sen-
do transmitido aos alimentos por manipuladores [11, 29],
na maioria dos casos por portadores e também por ani-
mais, principalmente, gado leiteiro com mastites, apre-
sentando altos niimeros do microrganismo no leite [39].

A intoxicacao alimentar provocada por este microrga-
nismo é devido a ingestao de enterotoxinas produzidas e
liberadas pela bactéria durante sua multiplicacao no ali-
mento e representando um risco para saude publica. A
enterotoxina estafilococica € termoestavel e esta presente
no alimento mesmo apos o cozimento, possibilitando desta
forma, a instalacao de um quadro de intoxicacao de ori-
gem alimentar. Sendo o agente responsavel por, aproxi-
madamente, 45% das toxinfeccoes no mundo, varios tra-
balhos referem os manipuladores como os maiores res-
ponsaveis pela sua transmissao [1, 7, 16, 43, 48].

Atualmente, o6rgaos internacionais como, WHO
(World Health Organization), ICMSF (International
Committee on Microbiological Specification for Foods) e
a APHA (American Public Health Association), recomen-
dam padroes e métodos de analise microbiolégica tanto
clinica como de alimentos para a rotina laboratorial, tes-
tes bioquimicos minimos para diferenciacdo na area
clinica de S. aureus, S. epidermidis e S. saprophyticus e
em analise de alimentos o S. aureus e S. epidermidis. No
Brasil para a identificacao de S. aureus sao recomenda-
dos os testes de producao de coagulase, termonuclease,
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coloracao de Gram e catalase, permitindo diferenciar o
S. aureus de S. intermédius e S. hyicus 9, 56, 57, 62].

O Ministério da Satde através da Portaria 451 de
19/09/1997, no anexo I, regulamenta a utilizagao dos
testes acima citados, referindo que cepa positiva, para
todos os testes, € classificada como S. aureus, exceto
quando isolada de leite e produtos derivados, nos quais
as cepas reativas recebem a denominacao de estafilococos
coagulase positiva [8]. Alguns autores relacionam testes
bioquimicos como a producédo de coagulase, termonu-
clease, hemoélise e fermentacdo de manitol com a capa-
cidade das cepas de Staphylococcus spp e S. aureus em
produzirem enterotoxinas. Estes sdo testes indiretos,
Uteis para deteccao de cepas potencialmente enteroto-
xXigénicas, embora autores tenham verificado que carac-
teristicas fisiologicas podem ou nao diferenciar cepas
enterotoxigénicas das nao enterotoxigénicas [19, 63].

A intoxicacdo alimentar estafilococica é caracteriza-
da por nauseas, vomito, dores abdominais e diarréia, e
por um curto periodo de incubacao, de 1 a 6 horas apos
a ingestao do alimento responsavel [41, 49].

O periodo de incubacao e a severidade dos sinto-
mas, depende da quantidade de enterotoxina ingerida e
da susceptibilidade do individuo. Niveis dessas toxinas
variando de 0,01 a 0,4ug por grama do alimento sao su-
ficientes, para provocar a intoxicacdo, afetando indivi-
duos mais sensiveis [46].

A técnica imunoenzimatica, que permite a deteccao
de enterotoxinas estafilococicas, através do equipamento
mini-VIDAS é a técnica ELFA — Enzyme-linked Fluorescent
Assay, cuja diferenca para o ELISA, consiste basicamente
nos seguintes aspectos: utilizacao de um leitor da
fluorescéncia desenvolvida durante a analise, reacao
antigeno — anticorpo utilizando anticorpos policlonais e
uso da enzima fosfatase alcalina [63].

Os estudos microbiologicos de grupos de alimentos
vém progredindo sensivelmente, conforme pode ser cons-
tatado na literatura especializada, porém a escassez de
publicacoes relativas a ocorréncia de alimentos conta-
minados por toxinas estafilococicas, no Estado de Per-
nambuco-Brasil, possibilita afirmar que se faz neces-
sario a avaliacao de alguns grupos de alimentos re-
gionais, quanto a presenca destes microrganismos e
seus metabodlitos.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Materiais

Analisou-se 37 amostras de camarao in natura pro-
cedentes da bacia pesqueira do litoral de Natal-RN, sen-
do selecionada uma cepa de Staphylococcus spp.

Dentre 75 amostras de alimentos processados foram
selecionados aqueles que apresentaram positividade para
Estafilococos Coagulase Positiva (SCP), sendo constitui-
dos por trés amostras de queijo coalho, uma de leite em
po integral, uma de peixe cozido, uma de arroz cozido,
duas de macarrao, uma de carne de sol ao molho, uma

de carne homogeneizada light, uma de “beef burguer extra
light”, uma de pasta de alho e uma de figado cozido.

2.2 - Métodos

2.2.1 - Preparo de diluicées das amostras para
contagem, isolamento e identificacao de
Staphylococcus spp

Foram utilizadas aliquotas de 10g de cada amostra
em vidros com capacidade para 100mL, contendo 90mL
de solucao de NaCl 0,9% como diluente. A seguir, a amos-
tra foi transferida para sacos plasticos estéreis e
homogeneizadas em Stomacher 400 (Seward lab system
—England) por 60 segundos [33]. Partindo-se da diluicao
inicial a 10!, preparou-se uma série de diluicoes deci-
mais até diluicdo maxima exigida pela legislacao para o
grupo de alimento analisado, empregando-se tubos de
ensaio com 9,0mL de diluente.

De cada uma das dilui¢coes da amostra de alimentos
examinados transferiu-se 0,1mL para superficie de Agar
Baird-Parker em placas. Em seguida, o inéculo era es-
palhado por toda a superficie do meio, com o auxilio de
alca de Drigalsky e as placas foram incubadas a 36°C
por 48 horas.

Apbs a incubacao, procedeu-se a contagem do nu-
mero de colonias que apresentavam caracteristicas tipi-
cas como, cor negra brilhante, com zona de precipitacao
branca ao seu redor e circundada por um halo transpa-
rente. Os nimeros de colonias contados foram multipli-
cados pelo fator 10 e, em seguida, pela reciproca da di-
luicao correspondente a placa de contagem, obtendo-se
assim o valor da contagem presuntiva de Staphylococcus
spp, por grama de alimento examinado. As colonias sus-
peitas foram semeadas na superficie de agar nutriente
inclinado, seguido de incubacao a 36°C por 24 horas.

A verificacdo microscopica da morfologia das células
isoladas foi realizada pelo método de Gram com lami-
nas, preparadas a partir das culturas em tubos de agar
nutriente inclinado. As células que se apresentaram como
cocos Gram positivos, agrupados em forma de cacho,
eram submetidas as provas de identificacdo bioquimica
[5, 24, 31].

2.2.2 - Provas Bioquimicas

Prova de Catalase e DNase [32], prova de coagulase
[58], prova de utilizacao de glicose e maltose e teste de
Voges-ProsKauer segundo a metodologia descrita por
MAC FADDIN [38], utilizacao de manitol e crescimento
em NaCl a 7,5% de acordo com CHAPMAN [12];

2.2.3 - Extracao e deteccdao da producao de ter-
monuclease

A extracao da enzima foi realizada pelo método des-
crito por TATINI et al. (1975), adaptado por HIROOKA,
VICENTE, YOSHIMOTO [26]. O teste de deteccao da
enzima foi realizado pelo método descrito por LACHICA,
HOEPRICH, FRANTI [35]. As cepas foram inoculadas em
caldo infusao cérebro coracao (BHI) e incubadas a 36°C
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por 24 horas. Apos este periodo adicionou-se SOOuL de
acido tricloroacético (TCA 3,0M) a suspensao bacteriana,
e submeteu-se a centrifugacao a 7.800rpm por 15 mi-
nutos a 4°C. Desprezou-se o sobrenadante e o precipita-
do foi ressuspenso em 1,5mL de tampao TRIS 0,5M com
pH 10,0 adicionado de 1% de peptona bacteriologica. A
atividade nucleasica foi realizada em placas contendo
agar azul de orto-Toluidina - DNA, onde foram feitos pocos
nos quais foram inoculados SuL da mistura (precipitado
+ tampao TRIS 0,5M, pH 10,0), previamente aquecida a
100°C por 15 minutos para inativacao de nucleases
termossensiveis. As placas foram incubadas a 5S0°C por
4 horas e os pocos que apresentaram halo de cor rosa
foram considerados positivos.

2.2.4 - Producédo e deteccao de enterotoxina

Producao da enterotoxina — As cepas que apresen-
taram positividade ao teste de termonuclease foram
ativadas em caldo BHI. A seguir retirou-se uma aliquota
de 2mL e transferiu-se para caldo BHI, enriquecido com
1% de extrato de levedura (EY), incubando-se em mesa
agitadora a 150r.p.m. por 18 horas a 36°C.

Purificacdao da enterotoxina — retirou-se uma ali-
quota de 2mL de in6culo do caldo BHI, colocou-se em
tubo de filtracao/centrifugacao (VIDAS tubes SET-
bioMérieux Vitek-France) a temperatura de 4°C por 15
minutos a 3000rpm.

Deteccao das enterotoxinas — Apos a filtracao e
centrifugacao, retirou-se uma aliquota de SOOuL do fil-
trado, colocou-se no poco do barrete do Kit VIDAS SET
“Staph Enterotoxin” e submeteu-se ao exame do leitor
de ELFA a 450nm, mini VIDAS (mini VIDAS bioMérieux,
Inc.France). As amostras que apresentaram titulos de
VT (valor do teste) < 0,13 foram consideradas negativas
para presenca de enterotoxina e aquelas que apresenta-
ram titulos de VT > 0,13 consideradas positivas [63]. VT
€ a relacao entre a fluorescéncia relativa do padrao e a
fluorescéncia relativa da amostra.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionadas quinze cepas de estafilococos
coagulase positiva isoladas de amostras de alimentos in
natura e processados, de diferentes procedéncias. Ob-
serva-se na Tabela 1 que os resultados das contagens
deste microrganismo apresentaram variacao de <10? a
3,0 x 10'UFC/g.

A amostra de leite em po apresentou contagem de
estafilococos coagulase positiva de 1,5x 10*UFC/g. Este
resultado foi superior ao valor estabelecido pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA [9], que de-
termina o padrdao de 10°UFC/g do produto para
estafilococos coagulase positiva, e, portanto, a amostra
deve ser considerada como produto em condigdo higiéni-
co-sanitaria insatisfatéria. A presenca de SCP em alimen-
tos indica a possivel presenca de enterotoxina
estafilococica, entretanto, a auséncia ou presenca de
pequeno numero deste microrganismo, sobretudo em
alimentos processados submetidos a tratamento térmi-
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co nao indica que estes produtos nao possam ocasionar
intoxicacao.

As caracteristicas do alimento e as condic¢oes de pro-
cessamento podem diminuir ou matar as células bacte-
rianas, entretanto, as enterotoxinas podem permanecer
ativas, e ja foram descritos surtos ocasionados pelo con-
sumo de leite em po, no qual nao se isolou o microrga-
nismo [42]. Essa afirmacao foi confirmada por OLIVEI-
RA et al. [45], pesquisando a relacao entre a qualidade
de leite em po6 e alguns parametros microbiologicos do
leite cru utilizado como matéria-prima, e neste material
foi verificada a contagem de S. aureus de 10°UFC/g, en-
quanto que no leite em po este microrganismo estava
ausente.

As amostras de queijo tipo coalho procedentes de
diferentes locais da cidade do Recife (supermercado,
microempresa e hospital), apresentaram contagens de
estafilococos coagulase positiva inferiores as encontra-
das por CABRAL [10] em 50 amostras de queijo tipo co-
alho na cidade de Joao Pessoa-PB; a autora verificou
que 37 amostras foram positivas para S. aureus, com
contagem média de 1,2 x 10°5UFC/g. Resultados seme-
lhantes foram obtidos por GOMES & GALLO [20], quan-
do analisaram queijo minas frescal em Piracicaba-SP.
Entretanto, SABIONI, NASCIMENTO, PEREIRA [53] em
levantamento realizado com trinta amostras de queijo
minas frescal na cidade de Ouro Preto-MG, encontra-
ram resultados positivos para o S. aureus com contagem
até 10°UFC/g. Das amostras analisadas de queijo tipo
coalho, duas apresentaram-se acima do padrao [8], e
como este produto é consumido sem sofrer nenhum tra-
tamento térmico apos seu processamento, o0 mesmo re-
presenta um risco para a saude do consumidor. Estes
resultados demonstram que a producao ou manipula-
cao subsequiente deste produto foi realizada em condi-
coes higiénicas deficientes, que podem proporcionar a
contaminacao por S. aureus.

Os resultados dos produtos carneos como carne ao
molho, carne homogeneizada light, “beef-burguer extra
light” e figado ao molho, provenientes de restaurantes e
supermercados também deram contagens acima do pa-
drao (Tabela 1). As amostras de carnes cozidas apresen-
taram-se fora do padrao legal que é de 10°UFC/g, e das
carnes cruas uma nao atendeu o padrao, estando acima
de 108UFC/g de S. aureus [8]. Resultados superiores fo-
ram obtidos por ISIGIDI, DEVRIESE, VAN HOOF [30]
em Gent-Bélgica, quando estudaram 52 amostras de
carne moida crua e por FLORENTINO et al. [15], que
analisaram carne moida comercializada em Joao Pes-
soa-PB. Dados semelhantes aos encontrados neste tra-
balho foram obtidos por FUZIHARA & FRANCO [17] em
carne suina, na cidade de Santo André-SP.

Nos ultimos anos, tem sido crescente a preocupacao
dos agentes de inspecdo sanitaria, com as condicdes hi-
giénicas de produtos carneos processados e distribuidos
ao consumo. A contaminacao da carne pode ocorrer em
qualquer etapa da industrializacao, e neste trabalho ob-
servou-se que as amostras com maior manipulacao apre-
sentaram resultados superiores a 10°UFC/g.
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As caracteristicas de composicao, peculiares a cada
tipo de produto carneo, aliadas a diversidade de pro-
cessamento e condicoes de embalagem, determinam a
microbiota capaz de proliferar no produto. Como mos-
tra o trabalho desenvolvido por MARIN, ROSA,
CORNEJO [40] com 233 amostras de presunto curado
e seco, na Espanha, os autores verificaram contagem
de S. aureus <10% a 10*UFC/g. Amostras de carne de
sol, produto artesanal da regido Nordeste do Brasil, ana-
lisadas por SILVA, STAMFORD, LIMA [55], apresenta-
ram contagem de 102 a 10°UFC/g. HOFFMANN et al.
[27], analisando lingliica artesanal de frango na cidade
de Sao José do Rio Preto observou contagens entre 2,0
a 14,0 x 103 UFC/g. Na mesma cidade, HOFFMANN,
GARCIA-CRUZ, VINTURIM [28], estudando condicoes
higiénicas de salame, em 8 amostras encontraram con-
tagens variando de <10? a 4,6 x 10"UFC/g. Desta ma-
neira, nota-se que o produto carneo preparado e con-
servado em condicoes sanitarias inadequadas, revela-
se com contagens altas de microrganismos podendo
acarretar problemas na qualidade do produto e na se-
guranca do consumidor.

Os resultados das contagens de estafilococos
coagulase positiva em uma amostra de peixe cozido e
outra de camarao cru (Tabela 1), foram inferiores ao pa-
drao que € de 10%e de 5,0 x 10°UFC/g, respectivamente,
atendendo as recomendacoes da legislacao vigente [9].
Esses dados foram inferiores aos encontrados por
AQUINO et al. [3], em pescado congelado, na cidade de
Manaus e por DAMS, BEIRAO, TEIXEIRA [13] em filés
de peixe no estado de Santa Catarina. HILUY et al. [25],
avaliando 22 amostras de produtos pesqueiros (peixe,
ostras e camarao), verificaram a ocorréncia de S. aureus
em 50% das amostras de camarao e 20% das amostras
de peixe, relatando a manipulacao inadequada na cap-
tura, processamento e manuseio.

Observou-se que dos amilaceos analisados (arroz, fa-
rinha de trigo e macarrao) (Tabela 1), o numero de UFC/g
de estafilococos coagulase positiva variou de acordo com
a procedéncia, sendo interessante verificar que a amos-
tra de macarrao e de arroz cozidos, procedentes de res-
taurante, apresentaram contagens similares (1,1 x 10%e
3,0 x 10*UFC/g), estando estas amostras fora do padrao,
como a amostra de farinha de trigo (8,0 x 102UFC/g)
procedente de moinho localizado na cidade de Olinda. A
amostra de macarrao proveniente de industria localiza-
da na cidade do Recife encontra-se dentro dos padroes.

Os resultados obtidos mostram que as condicdes de
higiene em que os alimentos sao beneficiados ou prepa-
rados € um dos fatores responsaveis pelo crescimento
de microrganismos. Vale ressaltar que a atividade de agua
reduzida (aw=0,86) permite o crescimento de S. aureus,
que é compativel com a atividade de agua dos alimentos
anteriormente citados. STWARTZENTRUBER et al. [59],
analisando a qualidade microbiologica de 3.084 amos-
tras de macarrao e produtos obtidos de macarrao, pro-
cedentes do mercado varejista em Washington, relata-
ram o crescimento de S. aureus em 2% das amostras,
com valores entre 10" a 10°UFC/g, dados que compro-

vam a possibilidade do desenvolvimento deste microrga-
nismo em alimentos com baixa atividade de agua.

A amostra de alho (Allium sativum) em pasta apre-
sentou crescimento de estafilococos coagulase positiva
com uma populagao de 5.5 x 10°UFC/g (Tabela 1), re-
sultado este que atende ao padrao do Ministério da Satide
que é de 10°UFC/g para S. aureus, [8]. GONZALEZ-
FANDOS et al. [23], verificando o efeito do alho desidra-
tado sobre a sintese de termonuclease e enterotoxina
por Staphylococcus sp, encontrou crescimento de uma
populacao menor ou igual 10°UFC/mL em meio conten-
do 2% de alho desidratado. Os resultados evidenciam
que este microrganismo tem capacidade de se desenvol-
ver na presenca de substancias bactericidas em baixa
concentragdao. SCHWAD et al., [54], analisando a quali-
dade microbiolégica de alguns temperos e ervas em mer-
cados varejistas em Washington, ndo encontrou a pre-
senca de S.aureus em temperos como sementes de aipo,
alho, canela, cravo da india, gengibre, noz-moscada,
orégano, paprica, pimenta, alecrim e tomilho.

TABELA 1. Contagem de SCP (Estafilococos Coagulase Positi-
va) em alimentos in natura e processados comercializados
na cidade do Recife, PE. Brasil

Alimentos n’ amostras UFC/g
Leite em p¢ integral 01 1,5x 10*
Queijo coalho 03 <10’a1,5x 10
Carne ao molho 01 1,5x 10"
Carne homogeneizada light 01 55x 10
Beef burguer extra light 01 1,0x 10*
Peixe cozido 01 9,5x 10°
Pasta de alho 01 55x 107
Farinha de trigo 01 8,0 x 10
Macarrio 02 50x10°a1,1x10*
Camario 01 4,0x10°
Figado 01 1,5x 10"
Arroz 01 3,0x 10*

UFC/g = Unidade formadora de colonia por grama de alimento.

As quinze cepas de Staphylococcus spp isoladas de
alimentos in natura e processados foram submetidos ao
teste de coagulase e os resultados apresentados mostram
que 100% apresentaram positividade para o teste realiza-
do. LOPES & STAMFORD [37], ao analisarem 88 cepas
de Staphylococcus spp isoladas de leite cru, detectaram
que 54,5% das amostras foram coagulase positiva.

Os resultados do teste de termonuclease das quinze
cepas de Staphylococcus spp isoladas de amostras de ali-
mentos mostram positividade para (40%) dos isolados (Fi-
gura 1). LOPES & STAMFORD [37], analisando cepas de
Staphylococcus spp isoladas de leite cru de vaca, verifica-
ram que 46% delas apresentaram reacao de termonuclea-
se positiva. Por outro lado, esses resultados diferem dos
obtidos por SILVA, STAMFORD, LIMA [S5], ao analisarem
271 cepas de Staphylococus spp isoladas de amostras de
carne de sol, quanto a capacidade de produzirem a enzima
termonuclease, verificaram positividade de 15%.
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A identificacao confirmatoria das cepas (Tabela 2) foi
realizada através de provas bioquimicas complementa-
res, e os resultados mostram o isolamento de uma cepa
de S. aureus e duas de S. intermédius. Oito cepas perma-
neceram com a identificacao presuntiva de S. aureus,
por apresentarem reacOes de coagulase e/ou
termonuclease e maltose positivas, segundo critérios ci-
tados por MOSSEL [44] e SPECK [57]. Quatro cepas fo-
ram identificadas como estafilococos coagulase positiva
SCP, porque os critérios bioquimicos utilizados nao per-
mitiram classificar as linhagens ao nivel de espécies. Para
identificacao das espécies, utilizou-se o teste de acetoina
(teste de Voges — Proskauer) o qual é recomendado pelo
Conselho Nacional de Mastite — USA, como um meio
adicional para diferenciacao de S.aureus das outras ce-
pas coagulase positiva, pois esta apresenta alto grau
(90%) de positividade para acetoina a partir de glicose,
enquanto as cepas de S. intermédius e S. hyicus sao
acetoina negativas [S1].

termonuclease
positiva 40%

termonuclease
negativa 60%

FIGURA 1. Grafico da distribuicao Percentual de 15 cepas de
Staphylococcus spp para a enzima termonuclease.

TABELA 2. Comportamento de cepas identificadas de
Staphylococcus spp, isoladas de alimentos in natura e pro-
cessados, com relagao aos testes bioquimicos.

Espécies de Staphylococcus
aureus®  aureus**  intermedius SCP

Nitmero Total

15 1 8 2 4
Reacdes positivas

Testes
Bioquimicos

Coagulase 15 1 8 2 4
Termonuclease 06 1 2 2 1
Catalase 15 1 8 2 4
Acetoina 11 1 8 0 2
Manitol 08 1 3 2 2
Maltose 09 1 6 1 1
Glicose A 09 1 6 1 1
Glicose An 09 - 6 1 2
DNAse 13 1 7 2 3
Crescimentoem 13 1 7 2 3
NaCl7,5 %

*S. aureus - com identificacao confirmativa;

**S. aureus - somente com identificacao presuntiva;
SCP - estafilococos coagulase positiva;

Glicose A - glicose em aerobiose;

Glicose An - glicose em anaerobiose.

Os resultados da identificacao das cepas isoladas
em outros alimentos (Tabela 3) mostraram ocorréncia
elevada de S. aureus (identificadas presuntivamente) e
SCP, nos seguintes alimentos: leite em po6, queijo tipo
coalho, carne ao molho, carne homogenizada ligth, “beef
burguer extra ligth”, figado, farinha de trigo, macarrao e
arroz. A identificacdo confirmatoéria ao nivel de espécie
s6 foi possivel para cepas S aureus em camarao e de S.
intermedius, em peixe cozido e pasta de alho.
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Varios pesquisadores trabalhando com alimentos
tem detectado uma incidéncia apreciavel destes micror-
ganismos principalmente naqueles produtos de origem
animal ou submetidos a intensa manipulacao.
FLORENTINO et al. [15], analisando 120 amostras de
carne moida comercializada, na cidade de Joao Pessoa
— PB, encontrou 73,3% de positividade para S. aureus
nas amostras de feiras livres e 53,3% nas coletadas em
supermercados. HOFFMANN et al. [27], trabalhando
com oito amostras de salame em Sao José do Rio Preto
— SP isolou S.aureus de todas as amostras. MARIN,
ROSA, CORNEJO [40], analisando 233 amostras de
presunto seco e curado isolou de 133 (57%), S. aureuse
de 2 (0,9%), de S. epidermidis. Pode-se observar que
nas carnes e produtos derivados ha elevada incidéncia
de S. aureus, resultados estes que sao justificados pela
origem ou pela manipulacdo durante o processamento
desses alimentos.

TABELA 3. Identificacao de cepas de Staphylococcus isoladas
de alimentos in natura e processados.

Alimentos N° de amostras Espécies isoladas

Alimentos Processados

Leite em p6 integral 01 S.aureus ™
Queijo tipo coalho 02 SCP

01 S.aureus™
Carne ao molho 01 S. aureus™
Carne homogeneizada light 01 SCP
Beef burguer extra light 01 SCP
Peixe cozido 01 S. Intermédius
Pasta de alho 01 S. Intermédius
Farinha de trigo 01 S. aureus™
Macarrdo 02 S. aureus™
Figado 01 S. aureus™
Arroz 01 S. aurues™
Alimento in natura
Camardo 01 S. aureus™*

*S. aureus - somente com identificacao presuntiva
**S. aureus - com identificacao confirmativa
SCP - estafilococos coagulase positiva

Na Tabela 3 observa-se a positividade para S. aureus
e SCP em leite em p6 e queijo tipo coalho. Vale salientar
que diversos autores tém se preocupado em avaliar a
qualidade do leite cru que posteriormente sera benefici-
ado. GONCALVES & FRANCO [21] detectaram a ocor-
réncia de S. aureus em 30 amostras de leite pasteuriza-
do dos tipos “B” e “C”. LOPES, STAMFORD [37] avalian-
do os pontos criticos de controle numa plataforma de
processamento de leite localizado na cidade do Recife-
PE observaram que os pontos criticos no fluxograma de
beneficiamento do leite sao os tanques de estocagem e o
processo de envase. Diante do exposto, torna-se eviden-
te a necessidade de um permanente controle higiénico-
sanitario do leite para consumo humano durante a pro-
ducao, industrializacdo e comercializacao, evitando des-
ta forma um produto com numeros elevados de micror-
ganismos, os quais comprometem as suas propriedades
organolépticas e nutritivas, representando também um
risco para a saude do consumidor.

Entretanto, alguns dados como os obtidos por
WENDPAP, ROSA, LIMA [64] ao examinarem 50 amos-
tras de leite pasteurizado tipo “C” nao verificaram a pre-
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senca de S. aureus. EUTHIER, TRIGUEIRO, RIVERA [14]
analisando 20 amostras de queijo de leite de cabra tipo
coalho nao isolaram cepas deste microrganismo de ne-
nhuma amostra, dado este diferente dos encontrados
neste trabalho, o que se explicaria por cuidados higiéni-
cos desde a obtencédo da matéria-prima até o processa-
mento e distribuicao.

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram
que alguns produtos mesmo nao sendo de origem ani-
mal, mas que sofrem intensa manipulacao podem vei-
cular Staphylococcus spp. Isto é também demonstrado
pelos dados de GONZALES, MONTEIRO, OLIVEIRA [22]
que estudando 20 amostras de queijo de soja (tofu) iso-
laram S. aureus de 100% das amostras analisadas.
SWARTENTRUBER et al. [59], estudando 3084 amos-
tras de macarrao e produtos de macarrao detectou 1%
das amostras contaminadas com S.aureus. Existem tam-
bém produtos que contém substancias naturais com
efeitos bactericidas e/ou bacteriostaticos nos quais o
Staphylococcus spp tem o seu crescimento inibido ou bloque-
ado como pode ser demonstrado pelos dados de SCHWAD et
dl. [54] que analisando 1600 unidades de condimentos e
ervas, como sementes de aipo, canela, cravo-da-india, alho,
gengibre, noz-moscada, orégano, paprica, alecrim e tomi-
lho, nao isolou S. aureus de nenhuma das amostras.

Tém sido realizados estudos no sentido de corre-
lacionar a producao de enterotoxina com a presenca
das enzimas coagulase e termonuclease, como tam-
bém com outras provas bioquimicas e fisiologicas do
Staphylococcus spp [5, 24, 52].

Os resultados apresentados mostram o comportamen-
to bioquimico das 15 linhagens isoladas e das quais fo-
ram selecionadas 06 cepas termonuclease positivas, com
reacao bem evidente neste teste, para serem submetidas
a prova de deteccao de enterotoxina. GELLI & MARTINS
[18] destacaram a importancia do teste da termonuclea-
se, tendo em vista que esta enzima é forte indicadora de
presenca da enterotoxina estafilocécica em alimentos.

Do total de 06 cepas de Staphylococcus spp que fo-
ram submetidas ao teste de producao de enterotoxinas,
todas foram positivas por apresentarem VT (Valor do
Teste) acima de 0,13. Caracterizaram-se como enteroto-
xXigénicas, cepas de S. aureus, S. intermedius, S aureus
(cepas com identificacdo presuntiva) e o grupo de SCP,
sendo isoladas de camarao, peixe cozido, pasta de alho,
queijo tipo coalho e macarrao.

As cepas isoladas de queijo tipo coalho apresen-
taram 100% de positividade para enterotoxina
estafilocécica, o que € comum segundo OTERO et al.
[47], pois as caracteristicas dos queijos frescos, favore-
cem a multiplicacdo de estafilococos e a producao de
enterotoxinas. TORNADIJO et al. [61] isolou 22 cepas
de Staphylococcus spp de queijo de leite de cabra tipo
armada-sobado, detectando enterotoxina produzida por
duas de S. sciuri e trés de S. aureus.

Alimentos que sofrem manipulacdo sao potencial-
mente capazes de causar intoxicacao estafilococica e os
manipuladores sdo importantes fontes de contaminacao

de S. aureus. Trabalhos realizados por ANDRADE &
ZELANTE [2] avaliando a ocorréncia de S. aureus
enterotoxigénicos nas maos, boca e fezes em portadores
assintomaticos, verificaram que 24,8% das linhagens
isoladas foram enterotoxigénicas. Resultados similares
foram descritos por PEREIRA et al. [S0], trabalhando com
manipuladores de alimentos de cozinha industrial en-
contraram 30,9% de cepas enterotoxigénicas dos S5 iso-
lados de S. aureus.

A deteccao de Staphylococcus enterotoxigénico em
peixe cozido, camarao, pasta de alho e macarrao, suge-
rem contaminacao pela manipulacao, pois estes sdo ali-
mentos que necessitam de processamento.

No Brasil pesquisas realizadas em diferentes regides
do pais, mostraram a ocorréncia de S. aureus em pescado
[13, 25]. No Estado de Santa Catarina AYULO, MACHA-
DO, SCUSSEL [4], relataram a produc¢ao de enterotoxinas
(EEA, EED e EEB) em carnes de marisco. Até o momento
nao ha relato de S. aureus enterotoxigénico em camarao
(Pennaeus vanamei) na literatura consultada, o que dife-
rencia dos resultados deste trabalho.

A ocorréncia de S. intermedius enterotoxigénico em pasta
de alho, é preocupante, pois este € um tempero muito di-
fundido na culinaria mundial. Deve ser salientado que
KYUNG, PARK, KIM [34] e GONZALEZ-FANDOS et al. [23],
analisando a flora residente e o efeito bactericida e
bacteriostatico do alho (desidratado e reconstituido a 1%,
e na forma de extrato em concentracées de 5% e 20%),
sobre linhagens de S. aureus enterotoxigénicas, verifica-
ram que estas se multiplicam nas concentracoes citadas,
produzindo enterotoxinas e confirmando os riscos deste
alimento como veiculo de enterotoxinas estafilococicas.

O género Staphylococcus é o agente responsavel por
aproximadamente 45% das toxinfeccoes no mundo. A
contaminacao por Staphylococcus spp, pode ser durante
os estagios de producao ou estocagem do alimento, por
cepas de origem ambiental ou humana. Encontrando
condicdes favoraveis como aquecimento ou refrigeracao
em temperatura inadequada, este microrganismo cres-
ce e pode produzir toxinas. O controle das enterotoxinas
€ possivel desde que se observe as boas praticas sanita-
rias de higiene nos estagios de obtencao, producao, es-
tocagem e manuseio de alimentos, pois a protecdo ao
publico contra esta doenca ocasionada por este produto
toxico € uma obrigacao de profissionais da area de ali-
mentos e da saude.

4 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permiti-
ram inferir as seguintes conclusoes:

e As espécies de Staphylococcus que ocorreram nos
alimentos foram: S. aureus, S. intermedius e S. aureus
(com identificagdo presuntiva), além do grupo de
SCP (estafilococos coagulase positiva);

e Verificou-se uma relacao entre a producao da enzima
termonuclease com a producdo de enterotoxinas
pelas espécies analisadas;
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e O S. aureus apresentou maior ocorréncia agru-
pando-se cepas com identificacao presuntiva e
confirmatoria;

e As cepas de Staphylococcus produtoras de
enterotoxinas foram isoladas dos seguintes alimen-
tos: camarao, queijo tipo coalho, macarrao, peixe
cozido e pasta de alho.
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