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RESUMO

Devido ao aumento crescente de surtos de i.ntoxicagéc alimentar
provocados pela contaminacéo de alimentos por diferentes microrganismbs ou
seus metabolites, esta pesquisa foi realizada com o objetivo de investigar o
comportamento e a produgc&o de enterotoxinas, em alimentos, por estafilococos
coagulase negativos. Ha algum tempo, acreditava-se que somente S.aureus
g’fosse capaz de produzir enterotoxinas em alimentos, mas pesquisas recentes
demonstrando a capacidade enterotoxigénica em meios de cultura laboratorial,
por linhagens de estafilococos coagulase negativas, instigaram a busca de
icomprobatoriedade com essa mesma capacidade em alimentos.

Assim, cinco linhagens de estafilococos coagulase negativas, de
origem bovina, e cinco de origem humana, foram utilizadas para o estudo. Essas
linhagens foram selecionadas por sua comprovada producéo de enterotoxinas
em meio de cultura. As linhagens teste entdo identificadas foram assim
discriminadas: (2) S.wameri, (1) S.hyicus, (1) S.chromogenes, (3) S.epidermidis,
(2Y Sxylosus, (1) S.hominis . Leite em pé desnatado e presunto cozido
adquiridos comercialmente e creme de confeitaria, preparado no laboratorio,
caracterizaram os alimentos selecionados para a experimentacdo, que se
realizou a temperaturas diferenciadas de 25°C, 30°C e 37°C, seguindo tempos
diferentes de incubacdo de 12, 24, 48 e 72 h. Concomitantemente, amostras

previamente tratadas termicamente destes substratos, foram também estudadas,
a firn de se apurar possivel interferéncia da microbiota pré-existente.

O desenvolvimento das dez linhagens teste foi observado em todos
os alimentos, com destagque para S.chromogenes (origem bovina),
desenvolvendo-se muito bem em todas as amostras analisadas. A temperatura
6tima de crescimento foi evidenciada a 37°C e o periodo de incubacéo de 12 a
24 horas, o melhor para © crescimento da populagdo. Apds esse tempo fol
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verificada uma tendéncia a consténcia e, em alguns casos, ocorreu uma queda
na contagem de microrganismoes. Para presunto cozide houve um meihor
desenvolvimento dos estafilococos, quando as amostras eram tratadas
termicamente.

A andlise estatistica dos dados enconirados referentes ao
desenvoivimento dos estafilococos coagulase negativos nos itrés alimentos
estudados, indicou que o tempo de incubacdo foi significative para todos os
alimentos. Em uma segunda analise, a analise de varidncia a trés vias em cada
um dos tempos de coleta, onde as variaveis analisadas foram temperatura de
incubacao (25°C, 30°C e 37°C), fonte { origem bovina e origem humana), tipo (
amostras fratadas e nao tratadas termicamente), para as amostras de leife as
interagcOes temperatura x tempo; fonte x tempo e tipe x tempo foram
significativas. Nas amosiras de presunto houve significancia nas inieracdes
temperatura x tempo e tipo x tempo e para as amostras de creme as interacées
fonte x tempo e tipo x tempo foram significativas (p< 0,05).

Da dez linhagens teste inoculadas, apenas S.wameri (01) e
S.chromogenes (01), ambas de origem bovina, mostraram-se aptas a produzir
enterotoxinas nos alimentos experimentalmente inoculados.

Este trabalho pode contribuir como subsidio para uma possivel
reavaliagcdo dos procedimentos microbiologicos normativos da legislacao sobre
alimentos, que até o momento, correlacionam a producio da enzima coagulase
com a capacidade de producio de enterotoxinas por estafilococos.




ABSTRACT

Due to the constantly mcreasing numbers of food poisoning outbreaks
resulting from the contamination of food by different microorganisms or their
metabolites, this research was realized with the objective of verifying the behavior
and production of enterotoxins in food by coagulase negative strains of
Staphylococcus.

For some time it was thought that only Saureus was able to produce
anterotoxing in food, but recent research has demonstrated the enterotoxigenic of
soagulase negative staphylococcal strains in culture medium, leading to the need to
sheck for such enterotoxigenic capacity i food.

Five coagulase negative bovine staphylococcal strains and five human
ynes were used for this study. These strains were chosen due to their prover ability
{o produce enterotoxins in culture medium. The test staphylococcal strains were
identified as S.warneri (2), S.hyvicus (1), S.chromogenes (1), S.epidermidis (3},
S xyvlosus (2) and S.hominis (1).

The foods chosen for the experiment were non-fat dried milk, cream
sies and cooked ham. Sterilized and non-sterilized food samples were used in order
o check for possible inferference by pre-existent microorgamism.in the food The
research was conducted under different temperature/time incubation conditions of
25°C, 30°C and 37°C for 12, 24, 48 and 72 hours.

The development of the ten test strains was observed m all food
samples, that of bovine S. chromogenes, being especially apparent. A statistical
inalysis showed that 37°C was the optimum temperature for growth and 12 - 24

hours the best incubation period, the microbial population tending to stabilize or
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even decrease after this period. In the cooked ham samples, better staphylococcal
growth was shown in the heat treated samples.

The statistical analysis of the data for growth showed that incubation
time was significant for all foods. A second analysis of variance at each incubation
time, where the variables were incubation time (25°C, 30°C and 37°C), source
{bovine and human) and type (heat treated and non-heat treated), showed that for
the milk samples, the interactions temperature x time, source X time and type x time
were all significant. For the ham samples the interactions temperature x time and
type x time were significant and for the cream pies the interactions source x time
and type x time (all at p<0.05).

Of the ten strains tested, only bovine S warneri and S, chromogenes
stramns were capable of producing enterotoxins in the foods analyzed.

The results of this study indicate that research emphasising the
umportance of coagulase negative staphylococci in food poisoning outbreaks is
important, leading to a possible reavaluation of the legislation regarding
microbioogical procedures which previously correlated the production of the

enzyme coagulase with the production of enterotoxins.
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L 1-INTRODUCAO | J

O papel etiolégico dos estafilococos, sobretudo S.aureus, em
patologias humanas e animais, bem como a producdo de suas enterotoxinas,
responsaveis por surtos de intoxicacdo alimentar, remonta ao século passado, e
dispoe de ampla divulgacio cientifica.

No Brasil, dados do Ministério da Salde indicam gque cerca de
21.000 pessoas foram internadas no ano de 1987 devido a algum tipo de
intoxicag&o alimentar, sendo que destas, 4.500 internagdes foram observadas
em criangas menores que cinco anos. Os agentes etioldgicos de maior
ocorréncia foram S.aureus e C.perfringens, envolvidos em 50% dos surtos
investigados (GERMANO et al., 1993).

Dos alimentos mais frequentemente envoividos em surtos por
intoxicacéo estafilocdcica, sdo destacados os produtos lacteos (queijo; leite cru;
pausteurizado € em po; manteiga e sorvetes), produtos de confeitaria (tortas,
bolos recheados e doces cremosos), carnes frescas e curadas, ovos e massas
alimenticias, frutas, vegetais e saladas. Os maiores disseminadores do
microrganismo aos alimentos sdo os manipuladores, que, na maioria das vezes,
n&o séo treinados, de forma adequada, em técnicas de assepsia, destacando-se
ent&o como os principais responsaveis pela ocorréncia de surtos.

Normalmente, o controle feito pelas industrias de alimentos e orgaos
de fiscalizagéo adota a metodologia recomendada pelo FDA (Food and Drug
Admistration) € APHA (American Public Health Association), onde as provas de




produgdo de coagulase € desoxirribonuclease termorresistente apos, ©
isolamento do microrganismo nos alimentos, caracterizam o procedimento

padréo.

Apesar de alguns autores (CRASS & BERGDOLL, 1986: FUKUDA et
al. 1984; OLIVEIRA & PEREIRA, 1995) terem observado a produgéo de
enterotoxinas por espécies coagulase negativas, a produgio de coagulase, como
indicativo da patogenicidade e enterotoxigenicidade de estafilococos, ainda €
amplamente aceita. BRECKINRIDGE and BERGDOLL (1971) relataram uma
intoxicacdo, provocando gastroenterite aguda, em razéo da existéncia de
enterotoxinas no alimento, produzidas por linhagens de Staphylococcus
epidermidis. Posteriormente, em 1986, um outro surto aconteceu como
decorréncia da producdo de enterotoxina A por uma linhagem coagulase
negativa isolada de frangos (CRASS & BERGDOLL, 1986)..

GARCIA et al. (1986) determinaram a ocorréncia de estafilococos
em fossas nasais de manipuladores de alimentos; embora os autores tenham
encontrado como predominantes as espécies S.aureus e S.epidermidis,
observaram também, a incidéncia de S.capitis, S.hominis, S.haemolyticus,

S.saprophyticus € S.chromogenes.

Estafilococos coagulase negativos também sdo encontrados na
superficie do corpo de animais lactantes, podendo ser responsaveis por
episoddios de mastites e, consequentemente, pela contaminacéo do ieite.

Até 0 momento, ndo ha divulgacéo de estudos que tratem do
comportamento de espécies coagulase negativas produtoras de enterotoxinas
em alimentos. As informagoes existentes apenas relatam a existéncia de tais
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Cepas, comprovando sua enterotoxigenicidade pela deteccéo de enterotoxinas
produzidas em meios de cuitura utilizados em laberatérios de analise
microbiologica.

Tendo ciéncia que espécies coagulase negativas fazem parte da
microbiota normal de humanos e animais, e ainda pelo fato de serem capazes de
produzir enterotoxinas e causar surios de intoxiccéo alimentar, torna-se
imprescindivel o seu estudo para que seja esclarecida sua verdadeira
importancia em microbiologia de alimentos, bem como os riscos que possam
representar a saude da populagéo, em especial aquela submetida a refeicoes
coletivas.
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1.1 -OBJETIVO GERAL

As metas buscadas com o desenvolvimento deste trabalho serao:;

1- ldentificar dez linhagens de estafifococos enterotoxigénicos coagulase
negativos previamente isolados a partir de leite bovino e de manipuladores de
alimentos.

2- \erificar a capacidade de crescimento e produgdo de enterotoxinas das 10
linhagens de estafilococos coagulase negativas identificadas, de origem
bovina € humana, em leite em pé desnatado, presunto cozido e creme de

confeitaria, experimentaimente inoculados.

3- Em se constatando a producgdo de enterotoxinas nos alimentos peias cepas
coagulase negativas, investigar o seu comportamento em diferentes
condicdes de tempo, temperatura e subsirato, objetivando fornecer

informacdes a respeito destas linhagens.

4- Comparar as espécies isoladas de leite bovino aquelas isoladas de
manipuiadores de alimentos, quanto ao seu desenvoivimento & producéo de
enterotoxinas nos diferentes alimentos estudados e nas diferentes condicoes

de tempo e temperatura.

5. Verificar o efeito antagonista da microbiota natural dos alimentos sobre O

crescimento das linhagens em estudo.



1.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- ldentificar, segundo critérios bioguimicos e morfotintorials, dez linhagens de
estafilococos coagulase negativas previamente isoladas de leite bovino e de
manipuladores de alimentos. '

Z- Avaliar o crescimento e producdo de enterotoxinas das dez linhagens de
estafilococos coagulase negativas em diferentes alimentos e condicbes de
tempo e temperatura de incubacéo, correlacionando origem bovina e origem

humana.

3- Verificar o efeito antagonista da microbiota contaminante presente nos
alimentos sobre o crescimento das linhagens em estudo.




2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Taxonomia

Um total de 28 espécies e oito sub-espécies ja foram reconhecidas
no género Staphylococcus, conforme apresentado na 9° edicdo do Bergey's
Manuai of Determinative Bacteriology (HOLT et al., 1994). Desde entdo, novas
espécies e sub-espécies estio sendo descritas, dentre elas: S.muscae (HAJEK
et al, 1992), S.pasteuri (CHESNEAU et al., 1983), S.piscifermentans
(TANASUPAWAT et al., 1992), S.pulvereri (ZAKRZEWSKA-CZERWINSKA et al.,
1995), S.vitulus (WEBSTER et al, 1994) e mais recentemente S.saprophyticus
subsp. bovis (HAJEK et al., 1996) e S.succinus (LAMBERT et al., 1998).

S&o capazes de coagular o plasma de coelho as espeécies S.aureus
subsp. aureus; S.aureus subsp. anaerobius; S.delphini; S.intermedius;
S.schieiferi subsp. coaguians e S.hyicus, para esta Ultima 11-88% podem ser
consideradas positivas (HOLT et al, 1994),

A produgdo de desoxirribonuclease termorresistente € uma
caracteristica de S.gureus subsp. aureus: S.aureus subsp. anaerobius:
S.intermedius; S.hyicus; S.schieiferi subsp. coagulans; S.scheleiferi subsp.
schieiferi; S.carnosus, que apresenta uma reagao retardada, S.epidermidis;
S.simulans; S.chromogenes e S.felis podem ou néo serem produtoras (HOLT et
gl., 1994).




2.2 — Caracteristicas dos Estafilococos

Os estafilococos sdo microrganismos Gram positivos, anaerobios
facultativos, catalase positivos, com excecao de S.aureus subsp. anaerobius, n@o
possuem motilidade, nao sao fotossintéticos e nem formadores de esporos
(MINOR & MARTH, 1972; KLOOS, 1980). Sdo mesdfilos que crescem melhor em
condigdes aerbbias. A temperatura 6tima de crescimento é de 37°C, mas
algumas linhagens podem crescer no intervalo de 39 a 40°C (PEREIRA &
SALZBERG, 1982), sendo que a 10°C ainda é possivel verificar o cresctimento.
Muitas linhagens produzem pigmentos amarelos ou alaranjados, particularmente
em meio contendo cloreto de sodio, € fermentam uma variedade de carboidratos
produzindo &cido lactico com auséncia de gases (MINOR & MARTH, 1972).

O pH étimo para o crescimento de S.aureus esta no intervalo entre
6,0 a 7,0, podendo crescer numa faixa entre 4,0 a 9,8; foi observado tambeém,
que S.aureus cresce em concentracbes de até 20 % de cioreto de sodio (TATINI,
1973).

S.aureus possui a habilidade de tolerar baixa atividade de agua (Aa).
A Aa 6tima para o seu crescimento maior que 0,98, mas pode também crescer
numa faixa de 0,99 a 0,83 (TATINI, 1973). Segundo SCOTT (1953), S.aureus €
capaz de se desenvolver aerobicamente em meio de cultura com uma Aa de
0,86, mas seu crescimento & inibido quando a Aa estd abaixo de 0,91 em

condi¢cdes anaerobias.



Embora muitos testes tenham sido desenvolvidos para o isolamento
e identificacdo dos estafilococos, somente alguns s&o utilizados na rotina de um
iaboratério de analises microbiolégicas de alimentos. Dentre estes, estdo a
producdo da enzima coagulase, de nuciease termoestavel (TNase) e
sensibilidade a lisostafina. Utilizacao anaerdbia de glicose e manitol também
podem ser utilizadas. Qutras consideracées importantes na identificacdo dos
estafilococos incluem a observagdo direta em microscopio e atividade de
catalase (BENNETT et al., 1986).

A enzima coagulase produzida pelos estafilococos, possui a
capacidade de coagular o plasma humano e de outros animais, por ativacdo da
protrombina que resulta na conversédo do fibrinogénio em fibrina (FOSTER & Mc
DEVITT, 1994). A nuclease termoestavel (TNase) por sua vez, é uma
fosfodiesterase que possui a capacidade de clivar tanto o DNA como o RNA
(NISKANEM & KOIRANEN, 1977). Esta enzima é produzida por 99% de S.aureus
(PARK et al., 1980).

Um outro produto especifico de S.aureus & a proteina A
(FORSGREN, 1970). A proteina A é um constituinte da parede celular de
S.aureus, e estd ligada covalentemente a estrutura do peptideoglicano. CHANG
and HUANG (1994) mencionam gue esta proteina, raramente é utilizada com o
proposito de identificacfio de S.aureus, talvez pela sua natureza nio enzimatica,
fome o ensaio para sua deteccdo, mais dificil que o ensaio das enzimas

coagulase e TNase.




2.3 — Enterotoxinas Estafilococicas

Alguns estafilococos possuem a capacidade de produzir
enterotoxinas, quando inoculados em meio de cultura laboratorial e, também, em
varios alimentos. As enterotoxinas, quando ingeridas peio homem, podem

provocar uma sindrome gastroentérica (BERGDOLL, 1972).

Até o momento, nove tipos de enterotoxinas imunologicamente
distintas foram identificadas, a saber: enterotoxina estafilococica A (EEA) por
CASMAN et al., 1960; EEB (BERGDOLL et al, 1859); EECy (CASMAN et al.,
1967); EEC, (AVENA & BERGDOLL,1967); EEC: (REISER et al., 1984); EED
(CASMAN et al., 1967); EEE (BERGDOLL et al., 1971); EEG, ainda néo
purificada (BETLEY et al, 1992), EEH (SU & WONG, 1995) e “TSTS™1, esta
Gltima associada a sindrome do choque tdxico (SCHLIEVERT et al., 1981) e,

atualmente, n&o considerada como uma enterotoxina.

A identificacdo das enterotoxinas vem sendo feita com base em suas
reacbes com anticorpos especificos (CASMAN et al, 1963) e, no caso das
enterotoxinas do grupo C, estas reagem com O mesmo anticorpo principal; porém
reagem também com anticorpos especificos, permitindo assim, sua identificacéo
e isolamento, através destes ultimos, o que indica que as estruturas individuais
das enterotoxinas C diferem, tanto em perfil imunologico quanto eletroforético
(LEE et al., 1980).

As toxinas purificadas s&o moiéculas proteicas, cujo peso moiecular
varia de 27,5 a 20 KD. Sao formadas por uma cadeia simples de polipeptideos,



com estrutura basica similar, todas portanto, possuem pontes de dissulfeto
presentes no centro da molécula (TRANTER, 1990).

As enterotoxinas estafiiococicas sdo moléculas termoestaveis,
resistem a uma temperatura de 121°C por 3 a B minutos, ndo sendo inativadas
pela temperatura utilizada no processamento dos alimentos, embora o
microrganismo seja facilmente destruido, D60°C = 0,43 a 8 minutos (BAIRD-
PARKER, 1990). O valor “z” para a enterotoxina B (52 —~ 58°F) é maior que para a
enterotoxina A (46 - 50°F), indicando uma maior resisténcia da enterotoxina B
(READ, 1966). A inativacdo das enterotoxinas nao depende somente da
temperatura, mas também da composig¢ao e pH do meio que as contém (TATINI,
1976).

Alguns estudos indicam que a perda da atividade imunolégica é
maior entre 70 a 80°C do que entre 90 a 100°C (TRANTER, 1990). TATINI
(1976) relata que existe um aumento na atividade bioldgica das enterotoxinas,
apds tratamento térmico. SCHWABE et al. (1990) demonstraram que a
enterotoxina, apés ter sido completamente inativada por tratamento térmico, pode
recuperar sua atividade biolégica e imunolégica, seguindo um ajuste de pH igual
a 11,0 e posterior reducgéo até pH 7,0.

Teoricamente, uma simples célula de S.aureus pode ser capaz de
[iniciar crescimento e produzir enterotoxinas em alimentos, se as condigbes forem
[pdequadas ao microrganismo. Entretanto, para S.aureus crescer e multiplicar
nestes substratos, devera ser capaz de competir com a microbiota pré-existente
(GOEPFERT and KIM, 1975).
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Para que S. aureus cres¢a € produza enterotoxinas em determinado
meio, alguns requerimentos nutricionais devem ser supridos, como fonte organica
de nitrogénio (aminoacidos), fonte de energia (carboidratos), fontes de vitaminas
(tiamina e niacina) e minerais. Outras condicbes devem ser adequadas, como
atividade de agua, pH, auséncia de substancias inibidoras, potencial de éxido-
reducdo e temperatura (TATIN!, 1973).

TATINI (1973) observou que a producdo de enterotoxinas por
S.aureus pode ocorrer numa faixa de 10 a 46°C, sendo a temperatura 6tima de
40 a 45°C. Com relagéo ao pH, BARBER and DEIBEL (1972) demonstraram que
valores baixos de pH favorecem a sintese de enterotoxinas A, B, Cz e, E, guando
as culturas foram incubadas em aerobiose em meio BHI (Brain Heart Infusion) a
pH 4.9; 5,0; 4,9 e 4,8, respectivamente. Em anaercbiose, o pH minimo para a
produgdo das enterotoxinas A, B, C, foi 5,7: enquanto que o0 minimo para a
enterotoxina E foi 5,0. Os autores observaram tambem em outras linhagens gque a
produgéo de enterotoxina A ocorreu na faixa de pH entre 4,9 a 5,7, em aerobiose,

e 5,7 a 7,0, em anaerobijose.

O requerimento de Aa para a produgdo de enterotoxinas € similar
aquele para o crescimento de S.aureus, com uma variagao de 0,86 a > 0,92 e um
6timo acima de 0,99. Quando parametros nutricionais e ambientais s&0
otimizados, o crescimento de estafilococos pode aumentar, mesmo havendo a
reducéo de Aa. Quando estes parametros afastam-se do 6timo, a Aa minima

tolerada por S.aureus eleva-se (SMITH et al, 1983).
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2.4 - Mecanismo de A¢do das Enterotoxinas

Quanto ao quadro clinico apresentado por individuos que tenham
ingerido enterotoxinas estafilocécicas, verificou-se que este é caracterizado por
vomitos incoerciveis, diarréia e mal estar, apds um periodo médio de incubacéo
entre 4 a 6 horas. O quadro pode ser agravado, quando individuos muito jovens,
idosos ou pessoas fisiologicamente debilitadas sio expostas a acdo destas
toxinas. Os sintomas desaparecem rapidamente em 24 horas (BERGDOLL,
1983).

O estudo de um surto de intoxicagdo alimentar ocorrido em Madison,
Wisconsin, EUA, envolvendo uma populagéo de estudantes de segundo grau,
onde o alimento envolvido no surto foi ieite achocolatado, possibilitou concluir
que 200 ng ou menos de enterotoxina A pode provocar intoxicacao em individuos
sensiveis (EVENSON et al., 1988).

A resposta emética ocorre por estimuios de receptores eméticos
localizados no intestino e transmitidos ao cérebro via vago € nervos simpaticos.
AplGs a realizacdo de ensaios em animais submetidos a vagotomia e
simpatectomia, observou-se ndo haver resposta a agcdo das enterotoxinas
(TRANTER, 1990).

O mecanismo de diarréia pode ser atribuido a inibicdo da absorcéo
da agua ou aumento do fiuxo do liquido transmucoso no limen intestinal
(BERGDOLL, 1979). Estudos feitos em ratos demonstraram que a enterotoxina
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atravessa completamente a parede intestinal, chegando & corrente circulatoria
antes de sua eliminagdo pelos rins (BEERY et al., 1984).

O conhecimento sobre como a estrutura das enterotoxinas esta
relacionada a sua atividade emética, ainda & muito restrito (HARRIS et al., 1995).
Alguns autores tém sugerido que a toxicidade destas enterotoxinas esta
relacionada a grande quantidade de citocina liberada, seguida pela ativagdo das
céluias T linfocitarias (MARRACK and KAPPLER, 1990).

Outros estudos sugerem que a atividade emética € o seu papel
como “ superantigenos” nao estéo correlacionados. Carboximetilagéo dos
residuos de histidina da EEA e EEB pode anular a atividade, quando
administrada intragastricamente em animais de laboratorio (IKEJIMA et al.,
1988).

HARRIS et al. (1995) estudando, a partir de mutantes, a importancia
de certos residuos e aminoacidos N terminais da enterotoxina estafilococica A,
guanto a atividade bioldgica, observaram que Asn-25, Phe-47 e Leu-48 séo
importantes para a atividade emética ¢ atividade de “superantigenos” (que é a
estimulacéo de todas células T). Mutantes produtores de EEA, com substituicbes
na posicdo 25, 47 ou 48, tiveram diminuicdo na atividade estimulatéria das
células T. Com relacdo a atividade emética, em macaco rhesus, 0s mutantes a

posi¢do 25 ou 48, exibiram diminui¢do, mas com uma significante atividade.
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2. 5- Detecgéio de Enterotoxinas

Como ja citado anteriormente, as enterotoxinas s3o completamente
estaveis a fatores fisicos e quimicos, podendo estar presentes nos alimentos
mesmo quando néo mais da presenca do agente etioldgico. Assim, métodos de
deteccéo de enterotoxinas estdo em constante desenvolvimento e os métodos
biolégicos e soroldgicos na averiguacéo das mesmas s3o 0s rais usuais.

Os métodos biolégicos consistem na administragdo intraperitoneal
ou intravenosa de soiucdes com concentragdes varidveis de enterotoxinas em
gatos e administraco oral em macacos rhesus (VARADAJ & RANGANATHAN,
1989). O método mais eficaz para o diagnéstico de enterotoxinas é o ensaio
biolégico, utilizando macaco rhesus (Macaca muiatta), porque entre os diferentes
metabdlitos produzidos por estafilococos, somente as enterotoxinas sio capazes
de provocar reagéo emética em macacos, 0 mesmo sintoma apresentado em
humanos, apés a ingestdo de alimentos com as enterotoxinas estafilococicas
presentes (SURGALLA et al.,, 1953). No entanto, dificuidades e custos inerentes
a ensaios utilizando animais, torna inviavel o seu uso, dando iugar a ensaios

mais rapidos, econdmicos e de facil execugso.

Os ensaios imunolégicos tém sido desenvolvidos com especificidade
e sensibilidade diferentes. Os métodos mais frequentemente utilizados para a
deteccdo das  enterotoxinas  sdo imunodifuséo, imunoaglutinacgéo,
radioimunoensaio e a técnica de ensaio imunoenzimatico (EIA). A imunodifusdo
nao requer a necessidade de um equipamento especial, mas consome um longo
tempo para a obtengéo dos resultados e & pouco sensivel. A técnica de
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imunoagiutinacdo € sensivel, mas inviavel para a analise de um grande numero
de amostras de alimentos, devido aos problemas de aparecimento de reacdes
inespecificas. O radicimunoensaio é uma técnica rapida e sensivel, mas requer 0
uso de material radioativo. Entre os vérios métodos de deteccdo de
enterotoxinas, um dos mais promissores € a técnica de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay). Este método é rapido, sensivel e n&o ha necessidade de
material radioativo (ORDEN, et., 1892}

No que tange as técnicas voltadas a biologia molecular, o progresso
na tecnologia de DNA recombinante parece oferecer possibilidades para o
desenvolvimento de novos ensaios analiticos para a detecgao de microrganismos
responsaveis pela contaminagao dos alimentos (TRANTER and BREHM, 1990;
SNOPKOVA et al., 1994; GOH et al., 1997).

Em 1992, JAULHAC et al., desenvolveram um ensaio genotipico,
baseado na hibridizagdo com sonda de oligonucleotideos, para a deteccao
especifica do gene responsavel pela producéo da toxina da sindrome do choque
téxico e dos genes responsaveis pela producdo das enterotoxinas estafilococicas
A, B, C, D e E. Para cada gene da toxina, uma sequéncia de nucleotideos foi
previamente determinada. Um total de 143 linhagens de estafilococos, 133
S.aureus e 12 espécies coaguiase negativas, foram estudadas através deste
ensaio genotipico e por ensaios fenotipicos ( imunodifusdo em gel e ELISA). Os
autores encontraram uma Otima correlagdo entre os ensaios testados. E
concluiram que o ensaio genotipico € conveniente para estudos epidemiologicos.
Quanto & investigacdo de enterotoxinas em alimentos envolvidos em
intoxicacdes, os ensaios fenotipicos, como 0s métodos imunoidgicos, sdo mais

Gteis, pois detectam diretamente as enterotoxinas nos alimentos.



2.6 — Relatos Epidemioiégicos

Séo consideraveis os dados na literatura referentes a incidéncia de
S.aureus enterotoxigénicos isolados a partir de animais, alimentos e portadores
humanos (CASMAN et al., 1967 WIENEKE, 1974; OLSON et al, 1 970:
NISKANEM & KOIRANEN, 1977, KLOOS, 1980: OLSVIK et al, 1981;
GUTIERREZ et al., 1982; HARVEY & GILMOUR, 1985: POLLEDO et al., 1985;
DE BUYSER et al., 1987; HARVEY & GILMOUR, 1988; RADDI et al., 1988;
UMOH, 1988; EL-DAIROUTY, 1989, HARDT-ENGLISH et al., 1990; NANU and
NARAYAN, 1992; MARIN et al., 1992: NG and TAY, 1993).

No Brasil, foram retatados alguns surtos de intoxicag&o alimentar
estafilocdcica, sendo incriminados, principalmente bolos confeitados, queijo “tipo
Minas”, nhoque e sorvete (SABIONI et al., 1988: CARMO et al., 1990; PEREIRA
et al., 1991, CERQUEIRA-CAMPOS et al., 1993)

EL- DAIROUTY (1989) relatou uma série de surtos de intoxicacdo
ocorridos no EGITO, no ano de 1986, devido ac consumo de leite em pd

desnatado importado.

Varios surtos de intoxicagdo estafilocécica ocorreram nos Estados
Unidos, em 1989, como resultado do consumo de cogumelos enlatados
importados da China (HARDT-ENGLISH et al., 1990: BRUNNER and WONG,
1992) e, em 1986, foi divuigado também, um surto de gastroenterite ocorrido na
Califérnia. Para este, os sintomas decorrentes da ingestdo de enterotoxinas
estafilococicas A e C presentes em macarrao “ tortellini” consumido durante uma
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refeicao oferecida aos participantes de uma conferéncia Literaria (BRYANT et al.,
1988).

2.7 - Produgao de Enterotoxinas Por Outras Espécies de Estafilococos

Das 32 espécies de Staphylococcus citadas na literatura, S.aureus
sempre foi considerado aquele de grande importancia por sua capacidade
enterotoxigénica, mas ial capacidade ja ndo € mais exclusiva dessa especie,
uma vez que existem relatos de que outras espécies de estafilococos também

possuem tal capacidade.

OLSVIK et al. (1982) demonstraram a produgéo de uma ou mais
enterotoxinas A, B ou C por espécies coagulase negativas classificadas como
S.epidermidis, S.haemolyticus, S.capitis e ainda, Micrococcus luteus.

ADESIYUN et al. (1984) verificaram auséncia, utilizando testes
sorologicos, de produgac de enterotoxinas por linhagens de S.hyicus.
Entretanto, todas as linhagens produziram resposta emética em dois ou mais

macacos utilizados para o ensaio biologico.

FUKUDA et al. (1984) constataram que 24% das 210 linhagens de

S.intermedius isolados de caes produziram uma ou mais enterotoxina A, B ou C.

CRASS & BERGDOLL (1986) relataram a producéo de enterotoxinas
A e C por linhagens de estafilococos ndo produtores de coagulase e
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desoxirribonuclease termorresistente e por S.epidermidis. Os autores também
descreveram uma flinhagem coagulase negativa isolada de frangos responsavel
por um surto de intoxicac&o alimentar devido a producéo de enterotoxina A.

HARVEY & GILMOUR (1990) ao examinar 37 amostras de leite em
pé procedentes de cinco diferentes centros de processamento na frlanda do
Norte, encontraram nove diferentes espécies de estafilococos. Os isolados foram
identificados como S.epidermidis, S.hominis, S. wamen, S.haemolyticus, S.sciiuri,
S.capitis, S.cohnii, S.saprophyticus e S.xylosus. Algumas amostras de leite em pé
foram submetidas a andlise de deteccdo de enterotoxinas utilizando o teste de
aglutinacdo reversa passiva em latex, ndo sendo confirmada, contudo, a
presenca de EEA EEB, EEC, nem EED.

A habilidade de 342 cepas de estafiiococos isolados de diferentes
sitios anatomicos de cabras saudaveis foi investigado por VALLE et al. (1990)
que verificaram a produgéo de enterotoxina por 74,3% das 70 cepas coagulase
positivas e por 22% das cepas coagulase negativas. Os autores observaram
ainda, que as seguintes espécies foram produtoras de enterotoxinas: S.aureus,
S.hyicus, S..chromogenes, S.haemolyticus, S.wameri, S.epidermidis, S caprae,
S.xylosus, S.sciuri. S.saprophyticus e S.lentus, sendo detectado, no leite de 17
das 133 cabras saudaveis, as enterotoxinas A, B e C, peia técnica ELISA.

BAUTISTA et al. (1988) isolaram de leite de cabras, 124 linhagens
de estafilococos e observaram a enterotoxigenicidade em 78 cepas, dentre estas,
incluindo as espécies S. cohnii, S. epidermidis, S. haemolyticus e S. xylosus,

havendo a produgéo das enterotoxinas A, B, C ou D.
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OLIVEIRA & PEREIRA (1995) ao estudarem a incidéncia de cepas
de estafilococos produtores usuais e baixo produtores de enterotoxinas isoladas
de leite bovino, verificaram que das cepas isoladas, 73,7% mostraram-se
enterotoxigénicas. Do total de cepas enterotoxigénicas, 19,4% eram coagulase
negativas. VERNOZY-ROZAND et al. (1996) observaram a produgao de
enterotoxinas por 10, dos 187 estafilococos coagulase negativos isolados de leite
e queijo de cabras, a quantidade de enterotoxina detectada variou de 10 a 90
ng/mL do sobrenadante de cultura. As espécies produtoras de enterotoxinas
foram identificadas como S.simulans, S.xylosus, S.equorum, S.lentus e S.capilis.

2.8 — Estafilococos em Alimentos

Alimentos dos mais variados sdo incriminados quanto a presenca de
estafilococos, sendo o leite e seus derivados os mais contaminados. Muitas das
espécies de estafilococos conhecidas tém sido isoladas de leite cru de bovinos,
caprinos € ovinos. S.aureus, S.hominis, S.wameri, S.haemolyticus, S.xylosus,
S.lentus, S.epidermidis, S.chromogenes, S.hyicus, S.sciufi, S.simulans, S.capitis,
S.auricularis, S.saprophyticus ja foram isolados do leite desses animais
(HARVEY & GILMOUR, 1985; de BUYSER et al, 1987, BAUTISTA et al., 1987,
GARCIA et al., 1988; BURRIEL, 1998).

Leite em p6 também ja foi incriminado em surtos de intoxicac&o pela
presenca de enterotoxinas e de células de S.aureus (GALESLOOT &
STACHOUDERS, 1968; EL-DAIROUTY, 1988). HARVEY and GILMOUR (1890)
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isolaram e identificaram estafilococos existentes em leite em po produzido na
ilanda do Norte. Dentre as espécies presentes, encontraram S.capifis,
S.saprophyticus e S.cohnii, estas informacdes demonstram que, mesmo em
alimentos processados, pode haver a presenca do microrganismo.

A presenca de estafilococos em queijo e o seu envolvimento em
surtos de intoxicagdes foi relatado por Sabioni et al (1988). A capacidade de
S.aureus sobreviver, crescer e produzir enterotoxinas em queijos tem também
sido estudada (GOMEZ-LUCIA et al., 1992; MEYRAND et al, 1998).

Outros alimentos onde foram constatados o crescimento e producao
de enterotoxinas por S.aureus foram: cremes (HALPIN-DOMNALEK and MARTH,
1989; HIROOKA et al., 1987); manteiga (HALPIN-DOHNALEK and MARTH,
1889); cogumelos (Agaricus bisporus) ( BRUNNER and WONG, 1992; MARTIN
and BEELMAN, 1995); leguminosas, como feijio e soja (NEUMAYR and
KRAMER, 1989); leite fermentado (UMOH and GOMWALK, 1987); massas do
tipo “tatharin® (GOCKLER et ai., 1988), salm&o e sardinhas eniatadas (STERSKY
et al., 1984); bebidas (NG and TAY, 1992); e presunto (MARIN et al., 1992). Nas
amostras de presunto, além de S.aureus, os pesquisadores encontraram duas
linhagens de S.epidenmidis produtoras de enterotoxina C.
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2 9 .- Estafilococos em Portadores Humanos

Como S.aureus, estafilococos coagulase negativos fazem parie da
microbiota normal da pele e mucosas de animais e humanos (GASZEWSKA-
MARTALARZ et al., 1995).

GARCIA et al. (1986) isolaram 201 cepas das fossas nasais de 300
manipuladores de aiimentos, a maioria das cepas de estafilococos isolados
foram classificados como S.epidermidis (97 cepas) e S.aureus (81 cepas).
Observaram ainda que tais linhagens estavam presentes em grande numero nas
fossas nasais (10° e acima de 10° UFC). S.epidermidis predominou quando
S.aureus estava ausente ou em baixo nimero. Embora essas duas espécies
tenham sido as predominantes, verificaram tambeém a incidéncia de S.capitis, S.

hominis, S.haemolyticus, S.saprophyticus e S.hyicus subsp. chromogenes.

Espécies coagulase negativas sao contaminantes comuns em
hospitais. S.saprophyticus e S.epidermidis sa0 0S mais importantes na aréa
clinica, podendo causar bacteremia (HOVELIUS and MARCH 1984; GOLLEDGE,
1988).
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2.10 - Estafilococos em Animais

Em animais, as espécies mais frequentemente encontradas sdo:

em bovinos - S.lentus, S.xylosus, S.cohnii, S.chromogenes, S.hyicus, S simulans,
S.epidermidis, S.haemolyticus, S.wameri e S.aureus (DEVRIESE et al., 1985).
em suinos - S.lentus, S.xylosus, S.sciur, S.hyicus, S. chromogenes, S.aureus,
S.simulans e S.hominis (DEVRIESE et al., 1985 and SHIMIZU et al., 1987).

em ovinos - S.lentus e S.sciuri (DEVRIESE et al., 1985)

em caprinos - S.lentus, S.sciun, S.xylosus (DEVRIESE et al., 1985)

em equinos - S.equorum, S.sciuf, S.xylosus, S.aureus e S.intermedius
(DEVRIESE et al,, 1984).

em aves - S.lentus, S.xylosus, S.sciuri, S.cohnii, S.gallinarum, S.hyicus, S aureus,
S.chromogenes (DEVRIESE et al., 1985).

Estudos realizados por FREITAS e MAGALHAES (1990)
demonstraram que S.aureus é um dos maiores causadores de mastite bovina,
com elevado indice de infecgéo no rebanho leiteiro bovino. No entanto, nos
dltimos anos foram encontradas evidéncias de que outras espécies de
estafilococos (S.hyicus, S.epidermidis, S.wameri, S.chromogenes, S.simulans)
responsabilizam-se pela mastite sub-clinica e, ainda, por doencas de pele nos
animais leiteiros (GILMOUR & HARVEY, 1990). Estes microrganismos podem
contaminar o leite e, como potencialmente possuem capacidade
enterotoxigénica, podem virem a ser responsaveis por surtos de intoxicacdes.

As informacges apresentadas demonstram a grande importancia dos
[estafilococos; importancia esta ndo restrita a S.aureus, mas extensiva a outras
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espécies ndo produtoras da enzima coaguiase, estando igualmente envolvidas
em surtos de intoxicacdes alimentares, como ja relatado- por BRECKINRIDGE
and BERGDOLL (1971) e CRASS and BERGDOLL (1986).

Ha portanto, a necessidade de estudos mais aprofundados na

elucidacdo do seu comporiamenio em alimentos, quanto a producio de

enterotoxinas.
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3 -MATERIAL E METODO

3.1 - Material

3.1.1 - Linhagens de Estafilococos Coagulase Negativas Estudadas

Foram utilizadas dez linhagens de estafilococos enterotoxigénicos
coagulase negativos, cinco de origem bovina e cinco de origem humana. As
linhagens de origem bovina foram isoladas a partir de leite bovino cru, e as de

origem humana isoladas de méaos e fossas nasais de manipuladores de
alimentos. As linhagens foram escolhidas ao acaso.

3.1.2 - Alimentos Empregados para o Estudo

Os seguintes alimentos foram empregados para a averiguacao da

produgao de enterotoxinas peias cepas em estudo:

» leite em p6 desnatado e presunto cozido, adquiridos em supermercados da

[regido de Campinas, SP.

[» creme de ovos preparado no proprio laboratério, utilizando-se © mesmo método
e ingredientes empregados em estabelecimentos comerciais.
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3.1.3 — Meios de Cuitivo Laboratorial e Reagentes

Bacto Baird-Parker Agar Base, Difco, adicionado de telurito de potassio e

gema de ovo
Plate Count Agar (PCA), Difco
Meio de cultura, para a producéo de enterotoxinas - triptona (Difco)3% e

extrato de levedura (Biobras)1%.
- Complexo agar-DNA-Azul de toluidina
- Plasma liofilizado de coelho, Difco
- Sistema Api Staph, bio Mérieux SA
- Mec Farland Standard, bio Mérieux SA
- Kit Vidas Staph Enterotoxin, bio Mérieux SA
- Kit RPLA ou SET-RPLA, manufaturado por Denka Seiken Co.Ltda,

comercializado pela Oxoid

3.1.4 - Equipamentos

- ph-metro B 374, Micronal

- Centrifuga refrigerada RC5 C , Sorval Instruments
- mini Vidas , bic Mérieux

- Estufa C. B retilinea, Fanen Lida.

- Céamara de fluxo laminar verticall, Veco

- Autoclave, mod 104 — Fabbe itda.

25



3.2 - Método

3.21 - Confirmagdo da Produgio de Enterotoxinas pelas Linhagens
Coagulase Negativas, em Condigdes de Cultivo Laboratorial

Para a confirmagdo da enterotoxigenicidade das dez linhagens
escolhidas para o experimento, estas foram submetidas & producéo de
enterotoxinas em meio de cultura laboratorial. O método utilizado para a
producéo de enterotoxinas estafilocécicas foi o de cultura em papel celofane
sobre 0 meio de 3% de ftriptona, 1% extrato de levedura e 1,5% de agar
bacteriologico em pH 7,0 (Robins et al., 1974), e incubacdc a 37°C por 24
horas. Apds o crescimento do microrganismo, a superficie do papel foi lavada
com 2,5 mL de tampé&o fosfato 0,01M.

A deteccdo de enterotoxinas do tipo A, B, C e D foram verificadas
nos sobrenadantes de cultura, apds centrifugacdo dos extratos a 900g por 20
minutos a 4°C, sendo utilizado o ensaio de Aglutinacdo Reversa Passiva em
Latex (RPLA), de acordo com FUJIKAWA and IGARASHI (1988).

3.2.2 - Identificagéo das Linhagens de Estafilococos Coagulase Negativas,
em Estudo

As dez linhagens, escolhidas ao acaso, previamente comprovadas
juanto a produgéo de enterotoxinas, em meios de cultivo laboratorial, foram
dentificadas de acordo com os critérios descritos no Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology (KOOLS & SCHEIFER, 1986). Os seguintes testes
'oram realizados:




« Crescimento em meio Baird-Parker acrescido de gema de ovo e telurito de
potassio; coloragdo de Gram; producéo de catalase; producdo de coagulase
livre; produ¢éo de nuclease; producdo de termonuclease.

« Testes complementares foram realizados utilizando o sistema de identificac&o
para o género Staphylococcus e Micrococcus, APl STAPH-IDENT (Bio-Mérieux
Vitek), o qual inclui testes bioguimicos padronizados em miniaturas € uma base

de dados especifica.

3.2.3 - Estudo do Comportarﬁento de Linhagens de Estafilococos
Coagulase Negativas, em Alimentos Experimentaimente inoculados

Os alimentos escolhidos para o experimento foram:
o Leite em P6 Desnatado

O leite foi obtido em supermercados da regido de Campinas, SP.
Apos reconstituigdo com agua destilada estéril, seguindo proporcbes estipuladas
no rétulo do produtor; em frascos Erlenmeyer, amostras de 200 mL, nao
tratadas e termicamente tratadas em autoclave por 15min a 121°C, foram
inoculadas com aproximadamente 10° UFC/mL, isoladamente, para cada
linhagem a ser testada. Foi observado o crescimento e producdo de
enterotoxinas a partir de 12, 24 48 e 72h de incubagéo nas temperaturas de
25°C, 30°C e 37°C.

A densidade populacional foi estabeiecida utilizando-se a Tabela de
McFarland, cuja leitura de absorvancia a 550 nm corresponde a densidade otica
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do padréo utilizado, e contagem de células, a partir de diluicdes seriadas em
“PCA” (Plate Count Agar).

e Presunto Cozido

O presunto, também foi obtido em supermercados da regido de
Campinas, SP. Amostras de 100g foram distribuidas em placas de Petri. As
placas foram divididas em dois lotes, um autoclavado e o outro utilizado
diretamente, conforme anteriormente descrito para leite em pd. Indculo, tempo e
temperaturas de incubacdo seguiram os mesmos procedimentos utilizados para

leite em pod.

» Creme de Confeitaria

O creme foi preparado utilizando-se 0 mesmo meétodo e ingredientes
empregados em estabelecimentos comerciais, nas seguintes quantidades:
100g de actcar refinado, 100g de amido de milho, 8mL de solucao de corante
amarelo para alimentos (tintanil) 1%, uma gema de ovo e dois litros de leite.

Os ingredientes foram homogeneizados e aquecidos sob agitagédo
até a obtencdo de um creme com consisténcia adequada ao uso de confeitaria.
O creme foi dividido em dois lotes e distribuidos em frascos Becker com 100g
cada. Um dos lotes foi autoclavado por 15 minutos a 121°C, e o outro utilizado
diretamente, e assim, deu-se continuidade ao mesmo tratamento efetuado para

0s outros alimentos testados.
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Uma amostra controle, ndo inoculada, foi utilizada para cada
alimento estudado (leite em pd, presunto cozido e creme de confeitaria), € a
contagem do numero de microrganismos mesofiios e estafilococos foi verificada
durante o experimento. Isto foi realizado, com o objetivo de uma comparacéo e
avaliagdo do desenvolvimento dos microrganismos e producéo de enterotoxinas
nas amostras experimentaimente inoculadas, e também para que néo
houvessem davidas quanto a capacidade de producéo de enterotoxinas pelas
linhagens inoculadas.

Para o leite em p6 desnatado e presunto cozido foram adotadas no
experimento, sempre a mesma marca comercial dos produtos.

Medidas de pH foram tomadas para cada amostra de alimento
utilizado no experimento, nos diferentes periodos de tempo e temperaturas de
incubagéao.

3.2.4 - Contagem da Microbiota Meséfila e Estafilococos nas Amostras de
Alimentos

A contagem do nimero de microrganismos meséfilos foi realizada
através do metodo padrédo em placas com meio PCA, e de estafilococos,
conforme método de inoculacdo em superficie, obedecendo-se os diferentes
periodos de tempo e temperaturas de incubagéo adotados no experimento, em
meio seletivo e diferencial de Baird-Parker (APHA, 1984).
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3.25 . Detecgdo de Enterotoxinas Produzidas pelas Linhagens de
Estafilococos Coagulase Negativas, em Alimentos

Para a detecgdo e discriminagéo do tipo de enterotoxinas produzidas
has amostras de alimentos em estudo foi utilizado o ensaio de Aglutinacio
Reversa Passiva em Latex (RPLA) de acordo com FUJIKAWA and IGARASHI
(1988), técnica esta, que se baseia na sensibilizacdo de particulas de latex com

anti-enterotoxinas especificas.

As amostras de alimentos, a serem analisadas foram submetidas a
uma diluicdo 1:1, com solugéo de cloreto de sddio (0,85%), e homogeneizadas.
Apos, foram centrifugadas a 900 g por 30 minutos, a 4°C, e os sobrenadantes
utilizados na deteccéo de enterotoxinas.

O ensaio foi realizado em dupiicata, utilizando-se tomadas de 25ulL
da amostra a ser pesquisada, que foram aplicadas aos orificios da placa de
microtitulacéo, para posterior adigéo de outros 25ul de solugdo de particulas de
|atex sensibilizadas com anticorpo especifico. A placa de microtitulo, uma vez
inoculada, foi mantida por até 24 horas a temperatura ambiente, sem agitacdo. A
leitura foi procedida contra um fundo negro. Este método & considerado simples
e sensivel (0,25ng/mL). O kit utilizado SET-RPLA (Oxoid) detecta as
enterotoxinas do tipo A, B, C e D, somente.

Com a aquisicdo pelo Laboratério de Toxinas Microbianas, FEA,
UNICAMP, do equipamento mini-Vidas da bic Mérieux, com recursos fornecidos
pela FAPESP (Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo), todas
as amostras de alimentos foram testadas, paralelamente, guanto a presenca de
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enterotoxinas, tendo em vista a comparacdo de resultados fornecidos pelas duas
metodologias.

O Sistema Vidas alia a moderna automatizacdo de diferentes testes
unitarios executados simultaneamente com a metodologia ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent Assay). Este ensaio imunologico é similar a0 ELISA, apresentando
como diferenca o substrato 4 MUP, 4 Meti! Umbeliferil Fosfato, que apds ser
hidrolizado pela enzima fosfatase alcalina, se transforma em umbeliferona,
emitindo flurescéncia a 450nm, quando excitada a 370nm. A intensidade de
fluorescéncia liberada é medida, e determina o resuitado. Os testes tornam-se,
portanto, mais sensiveis, uma vez que a minima formacéo do hidrolizado produz
sinais de fluorescéncia detectaveis. A maior especificidade dos testes ELFA é
dada em fungdo do tipo de reacdo realizada (sanduiche indireto, sanduiche
direto, competicdo e imunocaptura), dependendo da pesquisa realizada (Manual
Mini Vidas).

A utilizacéo do sistema depende exclusivamente do equipamento e
reagentes. O equipamento Mini-Vidas, responsavel pela realizacido de todas as
etapas da reacéo até a leitura final (pipetagem, lavagens e leitura). Apresenta-se
dividido em 02 compartimentos independentes, onde cada um possui 06 canais
que possibilitam a execucdo simultdnea de 06 testes. A capacidade total de
execucéo simultanea, portanto, € de 12 testes.

As camaras de reacdo sdo compostas por ponteiras conicas, nas
quais esta adsorvido o anticorpo de captura, e um cartucho composto por nove
compartimentos, nos quais estao presentes os demais reagentes utilizados na
reacao (tampéo de lavagem, conjugado e substrato).
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Para proceder a andlise, a amostra é colocada no primeiro
compartimento do cartucho, a ponteira imerge automaticamente na amostra
sendo aspirada e reffuida varias vezes, permitindo que ocorra a reacéo entre o
antigeno soltivel na amostra ¢ o anticorpo adsorvido na ponteira. O cartucho
desloca-se horizontalmente para a préxima etapa, que corresponde ao descarte
da amostra, onde foram capturados os antigenos, mecanicamente o cartucho
desloca-se e o0 conjugado é aspirado peia ponteira, realizando os mesmos
movimentos de aspiragdo e refluxo, e o procedimento segue o mesmo
mecanismo até a ltima etapa onde o substrato sera hidrolisado.

Quanto a revelacdo da reagdo, 0 4 MUP, em presenca da enzima
fosfatase alcalina, sofre hidrélise e transforma-se em umbeliferona. O produto
final é devolivido a clpula de leitura, sofrendo uma excitagdo a 370 nm, emitindo
uma fluorescéncia a 450 nm, cuja intensidade é captada por um sensor. O RFV
(Valor Relativo de Fiuorescéncia) é caiculado e convertido pelo computador em
resultado final do teste.

O resultado do teste corresponde ao valor do sobrenadante dividido
pelo vaior de fluorescéncia relativo padréo ou (RFV), quaiquer resultado com
leitura < 0,13 € considerado negativo. Este teste tem sensibilidade de 1ng/g
(VERNOZY-ROZAND et al., 1998). As enterotoxinas detectadas s&o do tipo A, B,
C, D, e E. E um método qualitativo, sendo os resultados interpretados como

positivo ou negativo.

Para a obtencdo dos extratos para a anadlise, as amostras de
presunto cozido e creme de confeitaria foram homogeneizadas com tampéo
Lpropriado (2,5 mol/L TRIS; 10g/L tween e 10 g/l azida sédica), em uma diluicéo
1:1. Apds, procedeu-se a centrifugacdo, em tubos de filtragdo apropriados, de 2
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mL da suspensao, a 494 g por 15 minutos, a 4°C. O pH do filtrado foi ajustado
entre 6 — 8, quando necessério. Para a leitura dos resultados, 0,5 mL do filtrado
foi removido e colocado em orificio apropriado, presente no cartucho que contém
os reagentes para a leitura pelo mini-Vidas

As amostras de leite em pd reconstifuido foram utilizadas
diretamente, isto &, ndo foram diluidas com o tamp&o. Para inativar a enzima,
fosfatase alcalina endégena, presente em leite ndo pasteurizado, que poderia
interferir com o resultado do ensaio, o filtrado foi aquecido a 80°C por 3 minutos.
Para o teste, 2 mL da amostra foi centrifugada, em tubos de filtracdo
apropriados, a 494 g por 15 minutos, & 4°C, e o filtrado ajustado a um pH entre 6
- 8. Apés, 0,5mL do filtrado foi utilizado para a leitura dos resultados.
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Amostra

Esquema do Método ELFA

Aspiracao e Aspiracédo e

Refluxo Refluxo

Ag-Ac anugado

Aspiracao e
Refluxo

L

3\
UMBELIFERONA
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3.2.6 -~ Anélise Estatistica

A varidvel dependente (numero  de estafilococos coagulase
negativos) foi transformada pelo logaritmo na base 10, devido a grande
amplitude de variacdo dos valores desta variavel. Em sequida foi feita anafise
descritiva exploratéria para cada um dos trés alimentos, através dos graficos
box-plot para a variave! iogaritmo na base dez do numero de estafilococos
coagulase negativos.

Para a andlise estatistica dos dados enconfrados referentes ao
desenvolvimento dos estafilococos coagulase negativos nos trés alimentos
estudados (leite em pé desnatado, presurto cozido & creme de confeitaria)
utilizou-se a analise de variancia multivariada com medidas repetidas, ou seja,
considerando-se emparelhamento nos diversos tempos de coleta, 12, 24, 48 e
72 horas (JOHNSON & WICHERN, 1982: DUNN & CLARK, 1987).

Com os resultados da analise de variancia muitivariada foi realizada
em seguida, a andlise de varidncia a trés vias (DUNN & CLARK, 1987) em cada
urn dos tempos de coleta. As varidveis analisadas foram temperatura de
incubagéo (25° 30° e 37°C) , fonte (origem bovina e origem humana), e tipo (
amostras tratadas e néo tratadas termicamente) e descritas em graficos box-plot,
apés estratificacdo para as variaveis que se mostraram significativas.

O software para a andlise dos dados foi o “SPSS for Windows”
versdo 7.5 e o nivel de significancia utilizado foi 0,05.

A andlise estatistica dos dados foi realizads peioc CEMICAMP
{Centro de Pesquisas e Controle das Doencas Materno Infantis de Campinas),
Faculdade de Medicina — Unicamp - Campinas, SP.
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4 - RESULTADOS

41 - Identificacdo das Linhagens de Estafilococos Coagulase
Negativas Estudadas

Os resultados que definem o perfil bioquimico das dez linhagens
estudadas s@o mostrados na Tabela 01. Como foram escolhidas ao acaso, houve
a repeticdo de linhagens diferentes, mas da mesma espécie. As espécies
identificadas foram: S. xylosus (2), S. wameri (1), S. hyicus (1) e S. chromogenes
(1) de origem bovina, e S. epidermidis (3), S. wameri (1), S. hominis (1), de

origem humana.

Com excecdo da producéo das enzimas Dnase, TNase e coagulase,
os outros testes descritos na Tabela 01 foram realizados utilizando-se 0 Sistema

Api-Staph.

Quanto a producdo de Dnase e Tnase pode-se verificar que para as
espécies de origem bovina, S.xylosus, S.hyicus € S.chromogenes, €
S.epidermidis, de origem humana, o teste foi positivo, enquanto gque para as
outras espécies o teste foi negativo, com excecdo de S.epidermidis, de origem

humana, que apresentou resultado fracamente positivo.
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A producéo da enzima coagulase confirmou-se negativa para todas
as linhagens. A negatividade deste teste foi condi¢do principal para que estas
linhagens enterotoxigénicas fossem escolhidas, para a realizacdo deste trabalho.

Na Tabela 02 pode-se observar os tipos de enterotoxinas produzidas
pelas linhagens identificadas. As enterotoxinas foram produzidas pelas iinhagens
em meio de cultura contendo extrato de levedura mais triptona e detectadas
utilizando-se 0 ensaio de RPLA. Verificou-se que das dez linhagens escolhidas, 4
produziram em meio de cultura iaboratorial, mais de um tipo de enterotoxina,
sendo elas a EEA, EEC e EED. Para nenhuma linhagem foi verificada a producao
da enterotoxina do tipo B, pelo método de deteccdo RPLA.
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Tabela 02— I|dentificagdo de linhagens de estafilococos coagulase‘ negativas
isoladas de leite bovino e manipuladores c:le_ allmentos_ e
respectivas enterotoxinas produzidas em condicdes de cultivo

laboratorial.
Staphylococcus Identificados’ Tipos de enterotoxinas
xylosus - 04 EEA, EEC e EED
warneri —- 02 EEA
hyicus — 03 EEA, EEC e EED
xylosus — 04 EEA
chromogenes — 05 EEC e EED
epidermidis - 06 EED
wamern - 07 EEA, EEC e EED
epidermidis — 08 EEC
epidermidis — 09 EED
hominis - 10 EED

1- As cinco primeiras espécies descritas no quadro foram provenientes de lefie bovino e as
€inco restantes isoladas de manipuladores de alimentos.

4.2 - Contagem Inicial de Microrganismos nas Amostras Controle dos

Alimentos

O namero de microrganismos meséfilos e estafilococos
encontrados nas amostras controle esta apresentado na Tabela 03.

Pode ser observado Queé nas amostras de presunto o indice
inicial de contaminacdo foi muito alto, o mesmo ndo ocorrendo para as
amostras de leite e creme de confeitaria. Apés 12 horas de incubacéo, o
numero de meséfiios nas amostras apresentou contagens da ordem de 104
UFC/mL para o leite, 10° UFC/g para o creme e o presunto atingindo 10°
UFC/g.
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Tabela 03 - Média da contagem de microrganismos mesdfilos, em PCA, e
estafilococos, em agar BP, nas amostras controle dos
alimentos (leite, presunto cozido e creme de confeitaria)
empregados no experimento. |

Média das Contagens

Tempo de Leite Presunto Creme de Confeitaria
Incubacéo (UFC/mL) (UFC/g) (UFC/g)
{(horas)
PCA BP PCA BP PCA BP
0 <10 <10 88x10° <10 <10 <10
12 52 x 10* <10 1.1x10° 23x10° 76x10° <10
24 61x10° 12x10® 31x10° 41x10° 17x10° 48x10°
48 72x10°  23x10° 50x10° 6.1x 10° 63x10° 23x10°
72 23x10°  31x10° 42x10° 32x10° 62x10° 10x10*

4.3 - Comportamento das Linhagens de Estafilococos Coagulase

Negativas, em Alimentos
4.3.1 ~ Em Leite em P6 Desnatado

Nas tabelas 04 e 05 estdo apresentados os valores em UFC/mL
das contagens de estafilococos inoculados (10°* UFC/mL) em amostras de
leite tratadas e ndo tratadas termicamente. Nas amostras n&o tratadas
termicamente, também foi realizada, a contagem de mesofilos.

O crescimento dos microrganismos inoculados foi progressivo

nas ftrés sendo que a 37°C houve um melhor

desenvolvimento. Em 12 horas de incubacdo os niveis populacionais
[alcangaram 10° — 107 UFC/mL, énquanto que a 25°C somente foi observado

temperaturas,
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o mesmo ndmero apds 24 e 48 horas de incubagéo. A partir de 48 horas, 0
crescimento populacional manteve-se constante nas 3 temperaturas

estudadas.

O mesmo néo foi observado para a contagem de mesofilos, que
apresentou aumento do ndmero de microrganismo até 72 horas de

incubacgao.

O pH inicial das amostras de leite ficou ao redor de 6,6 € com ©
decorrer do periodo de incubagédo o valor caiu para 4.8 nas amostras néo
tratadas termicamente, enquanto que para as tratadas, permaneceu ao redor
de 6,0.

A deterioracdo nas amostras de leite nao tratadas termicamente
foi verificada ap6s 24 horas de incubacdo, o mesmo ndo ocorrendo nas que

sofreram tratamento témico.

4.3.2 - Em Presunto Cozido

O presunto foi adquirido semanaimente em supermercados da
regido e o inoculo inicial utilizado foi de 10° UFC/g. A contagem inicial de
mesofilos nas amostras de presunto foi maior em relacéo a encontrada nas
amostras de leite. Como pode ser observado nas Tabelas 06 e 07, a
contagem foi monitorada em até 72 horas de incubacgio, quando alcancou
valores de até 10'° UFC/g.
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Nas amostras de presunto n&o tratadas termicamente, néo foi
possivel observar o crescimento da linhagem 03 (S. hyicus) & temperatura
de 25°C e 30°C, das linhagens 08 e 09 (S. epidermidis) na temperatura de
37°C e da linhagem 10 (8. hominis) & temperatura de 25°C, ap6s 48 horas
de incubacdo. Em 72 horas de incubacdo ndo se observou aumento na
populacéo das linhagens 02, 03, 06, 07 e 10 & temperatura de 25°C; 03 e 07
a 30°C e 03, 04, 07, e 08 & 37°C.

A linhagem 05 (S.chromogenes) cresceu de forma acentuada e
constante nas diferentes temperaturas e tempos de incubagéo, tanto nas
amostras tratadas quanto nas nio tratadas termicamente. O pH das
amostras analisadas ficou em torno de 6,0.

4.3.3 - Em creme de confeitaria

O creme foi produzido no proprio laboratério, sob condicdes de
higiene. Um indculo inicial de 10° UFC/g das linhagens estudadas foi
utilizado. A contagem de meséfiios nas amostras nao tratadas termicamente
foi semelhante a contagem de estafilococos, Tabelas 08 e 09, 4s mesmas

condigoes.
Da mesma maneira, ao observado nas amostras de leite, o

crescimento  populacional de estafilococos, aumentou até 24 horas de
ncubacgao, sendo que apds, manteve-se constante.
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Nas trés temperaturas de incubagéo estudadas, observou-se O
desenvolvimento das espécies inoculadas, sendo que em 12 horas de
incubagdo & 37°C o numero de estafilococos ja havia alcancado valores de
107 UFC/g, e as temperaturas de 25°C e 30°C numeros semelhantes foram

atingidos apds 24 horas de incubag&o.

Também foi verificado que nas amostras de creme de
confeitaria nao tratadas termicamente, apos 24 horas de incubacéo foi

visivel a deterioracdo das mesmas.

O pH inicial das amostras de creme de confeitaria ficou em
torno de 6,5, diminuindo apds o periodo de incubac&o, chegando algumas
amostras a apresentar um pH ao redor de 4,9.
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Tabela 04 - Comportamento de estafilococos coagulase negativos inoculados (10°
de mesdfilos em leite em po desnatado mantidos em 25 30 e 37°C, a

UFC/mL) e contagem
pos 12 e 24 horas de

incubacéo.
Temperatura de Incubacéo
(°C)
25 30 37
T(h) Cepa N/T T’ N/T T N/T T
PCA® BP* BP PCA BP BP PCA BP BP
01  23x10° 32x10° 57x10° 5,4x10° 6,1x10° 5,5x10° 1,5x10" 1,7x107 1,1x107
02  51x10° 9,9x10° 55x10° 25x10 4 5x10° 1,5x10° 8,8x107 1,4x107 5,5x10°
03  97x10° 1,1x10°  1,2x10°  1.2x107  1.5x10° 1,6x10°  57x107 5,1x10° 4 4x10°
04  1,4x10° 80x10™ 20x10* 1,9x10° 4,0x10* 2,2x10* 3,0x10° 2,6x10° 2,2x10°
1205 1,500 42x10°  14x10°  13x107  7.6x10° 2,2x10"  2,0x10® 6,8x10° 5,9x10°
06  4,1x10° 55x10° 42x10° 1,410"  7.4x10° 1,2x10°  4,7x107 5,5x10° 1,2x10°
07  97x10° 96x10° 97x10*  5,1x10° 1,4x108 1,1x10° 1,6x107 7.2x10° 1,3x10°
08 23x10° 12x10° 1,1x10° 21x10 2,5x10° 1,5x10°8 2,8x107 2,9x10° 1,8x10°
09  30x10° 32x10° 3,1x10° 32x10° 1.1x10° 1,2x10°  7,6x107 9,8x10° 3,1x10°
10 _1,6x10° 1,5x10°  21x10°  9.2x10°  1.0x10° 55x10°  4,1x107 3,6x10° 4,6x10°
PCA BP BP PCA BP BP PCA BP BP
01 23x10° 37x10° 36x10° 91x10° 46x10° 4,4x10° 1,2x107 1,3x107 1,0x107
02 42x10° 72x10° 44x10° 2,5¢10°  1.0x107 9,1x10°  95x10° 1,9x107 1,2x107
03  42x10° 51x10° 55x10° 22x10° 4,2x10°8 2,2x10° 1,1x10° 1,3x10° 2,5x10°
24 04 32x10° 15x10° 21x10°  7.8x107 5.0x10° 3,4x10° 6,1x10° 1,2x107 4,1x10°
05 11x10° 36x10° 1,0x10° 1,1x10° 2,6x107 3,1x107 1,6x10° 4,1x10" 6,3x107
06 36x10° 26x10° 34x10° 1,3x10°  1.2x107 1,2x107 6,3x10” 1,1x107 1,06107
07  1,8x107 28x10° 20x10° 52x107 7.3x10° 4,6x10° 1,5x10° 3,6x10° 2,9x10°
08 81x107 9,0x10° 51x10° 93x10 1,4x107 1,2x107 9,4x10” 1,1x107 1.1x107
09  26x10° 4,9x10° 53x10°  6,3x10" 1.8x10 9,5x10°8 1,2x10° 2,2x107 2 0x107
10 1,5x10° _55x10°  7,7x10°  3.1x107 4 8x10° 34x10° 1.5x10° 8,3x10° 6,0x10°

- Amostras do alimento néo tratadas termicamen
*- Contagem de microrganismos totais em PCA; *
* Crescimento de coldnias ndo caracteristicas de
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Tabela 05 - Comportamento de estafilococos coagulase negativos inoculados (10° UFC/mL) e contagem de
mesdéfilos em leite em p6 desnatado mantidos em 25, 30 e 37°C, apos 48 e 72 horas de
incubagéo.

Temperatura de Incubagao
°C
25 30 37

T(h) Cepa N/T? T2 NIT T N/T T

PCA® BP* BP PCA BP BP PCA BP BP
01 7.0xi0' 81x10° 83x10° 1,0x10" 8:2x10° 1,3x10’ 1,1x10° 3.0x10° 5 4x10’
02 21x10° 32x107 56x10° 80x10° 2,0x10°  83x10° 46x10° 1,2x10 1,0X10’
03 23x10° 12x10° 1,3x10° 40x10°  3,9x10’ 1,3x10° 1,8x10° 4,0x10" 1,9x10°
04 48x10° 9,0x10°% 6,0x10° 18x10° 56x10°  99x10°  586x10° 1,6x10° 1,2x107
48 05 43x10° 41x107  33x107  1,0x10° 51x107  6,7x10’ 1,4x10° 6,9x10’ 6,1x10’
06 32x10° 1,2x107  56x10° 2,6x10°  4,2x10 1,9x10 1,8x10° 4,7x107 1,2x10°
07 64x10° 57x10° 2,5x10° 1,6x10°  2,0x10 3,4x10° 1,5x10° 8,3x10° 1,6x10°
08 109x107 45x10° 83x10° 29x10°  6,4x10 1.1x10° 1,1x10° 1,2x107 1,4x107
09  16x10° 67x107  14x107 17x10° 18x10"  1,9x10°  54x10° 5,9x10° 2 2x10’
10 36x10° 7.0¢10°  1.8x10°  17x10°  1,4x10°  1,4x10°  1,2x10° 9,0x10° 1,2x10°

PCA BP BP PCA BP BP PCA BP BP
01 62x107 1,0x10° 1,0x107  1,5x10°  1,8x10° 1,4x10’ 1,7x10° 1.6x10° 1.5x107
02 13x10° 50x10° 1,1x107  1,5x10° 3.4x10°  4,0x10° 2,6x10° 3.0x10° 1,6x107
03  16x10° 24x10°  21x10° 52x10° 2,1x10°  3,7x10° 4,7x10° 2 9x10% 5,2x10°
70 04 1.0x107 6,0x10° 7,5x10° 26x10° 56x10°  9,9x10° 3 5x10° 1,6x10% 1,2x10°
05 23x10° 35x10° 25x10°  1.8x10° 21x10°  6,2x10° 1,3x10° 4.6x10° 1,7x10
06 41x10° 1500  24x10°  1,4x10° 14x10°  2,0x10° 7.8x10° 1,6x10° 1,3x10
07  62x107 29x10° 29x10° 2,3x10° 1,1x10°  7.0x10° 1,3x10° 1,2x10° 1,3x10°
08 81x10° 21x107  2,1x10° 32x10°  1,4x10’ 6,0x10 7.8x107 9 4x10° 7.9x10°
09 58x107 23x10° 83x10° 7,7x107  54x10° 1,4x10° 1,1x10° 31x10° 3 1x107
10 90x107 80x10°  1.0x107  55x107  21x10°  1,3x10 3,6x107 3,1x10°  6,0x10°

‘1—"'Amostras do alimento n&o fratadas termicamente, “_ amostras tratadas termicamente

®. Contagem de microrganismos totais em PCA; 4 _ Contagem de Staphylococcus em Baird-Parker
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Tabela 06 — Comportamento de estafilococos coa
mesdfilos em presunto cozido mantidos em 25 3

gulase negativos inoculados (10° UFC/mL) e contagem de

0 e 37°C, apds 12e 24 horas de incubacéo.

Temperatura de Incubac&o

°C
25 30 37
T(h) Cepa N/T? T2 N/T T N/T T
PCA® BpP* BP PCA BP BP PCA BP BP
01  45x10" 1,7x10° 3,6x10° 3,0x10° 2.6x10° 1,5x10° 2,0x10° 7,8x10° 1,0x10°
02  60x10° 33x10° 1,0x10° 54x107 1.8x10° 4,0x10° 1,4x10° 4,7x10° 5,2x10°
03  20x10° 25x10° 43x10* 93x10° 3.2x10° 1,8x10°  3.2x10° 3,9x10° 1,6x10°
04  63x10" 53x10° 29x10° 91x10" 53x10° 4,7x10° 3,0x10° 1,6x10° 1,6x10°
1205 31x10° 1,8x10° 3 2x10° 4,1x10°  8,5x10° 8,3x10° 6,4x10" 9,3x10° 9,1x10°
06 28x10° 3,0x10° 4,5x10° 7,9x10° 2.0x107 8,0x10°  4,3x10° 1,2x10° 1,2x10°
07  69x10" 1,0x10*  1,3x10° 16x10' 56x10° 52x10°  2,9x10° 5,3x10* 9,3x10°
08 88x10° 4,7x10° 1,8x10° 9:8x10° 50x10°  2,0x10° 2,1x10° 3,0x10* 2,3x10°
09  1,1x10° 2,1x10° 6,4x10° 96x10° 4.7x10° 1,0x10° 1,7x108 1,0x10* 2,1x10°
10 83x10° 2,0x10°  58x10°  12x10°  7,0x10" 1,2x10° 1,5x10° 1,1x10° 8,0x10°
PCA BP BP PCA BP BP PCA BP BP
01 3,3x10° 50x10° 32x107 85x10° 1.0x10° 4,0x10" 2,0x107 1,5x10° 4,0x10’
02 48x10° 32x10° 6,1x10° 9.3x10° 1,5x10° 5,5x107 1,6x10° 9,5x107 9,3x107
03  6,0x10° 32x10° 1,8x10° 64x10° 6.2x10° 1,8x10° 4,1x10° 3,0x10° 2,2x10"
24 04 60x10° 60x10° 37x107 11,9107  4.6x10° 1,5x10° 7,8x107 2,0x10° 8,4x107
05  43x10° 39x10" 4,0x10° 7.2x10° 1.2x10° 39x10°  8.8x10° 1,0x10° 1,3x10°
06  1,1x10° 8,0x10° 4,6x10° 3,0x10° 2 4x10° 1,2x10° 8,0x10” 9,6x10° 7.2x107
07  1,4x10° 2,2x10°  1,4x10° 23x10° 2.3x10° 1.2x10°  4,0x107 1,0x10" 3,9x107
08  61x10° 1,0x10° 1,1x10° 47x10° 3.5x107 1,9x10° 3,0x10°8 3,0x10° 1,8x10°
09 1,6x10° 4,0x10° 92x10° 22x10° 8,0x10° 1,4x10° 8,5x10° 6,4x10° 1,6x10°
} 10 _16x10° 6,5x10° 37x10°  42x10°  30x10°  53x10° 2 7x10° 52x10"  1,1x10°

"L Amostras do alimento no tratadas termicamen
®- Contagem de microrganismos totais em PCA; *
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Tabela 07 — Comportamento de estafilococos coagulase negativos inoculados (10° UFC/mL) e contagem de
mesdfilos em presunto cozido mantidos em 25, 30 e 37°C, ap6s 48 e 72 horas de incubagéo.
Temperatura de Incubagéo
°C
25 30 37
T(h) Cepa N/T! T2 N/T T N/T T
PCA? BP* BP PCA BP BP PCA BP BP
01 7.4x10° 1,3x10°  63x107  4,4x10° 1,6x10° 1,3x10° 1.2x10° 1,4x10° 1,1x10°
02 19x10° 20x10° 87x107 51x10°  2,9x10° 1,5x10° 5 1x10° 7 6x10° 6,3x10’
03 1,3x10° <10 32x10°  7,3x10° <10 43x10°  6,7x10° 1,9x10° 7.6x10
04 14x10° 19x10° 20x10° 26x10°  2,0x10° 6,1x10 1,8x10° 9.0x10° 1,1x10”
48 05 21x10° 24x107  1,5x10°  43x10°  9,6x10’ 9.6x10’ 3,5x10° 3,5x107 1,6x10°
06 17x10° 423107  7,9x10° 42x10°  2,5x10 1,7x10° 2 5x10° 8,3x10’ 1,6x10”
07  7.7x10° 40x10°  12x10°  66x10°  1,0x10° 2.7x10° 4,7x10° 1,1x10° 1,2x107
08 15x10° 7,0x10° 9810  3,7x10° 8,0x10° 9 4x10’ 2 6x10° <10 1,3x10°
09 35x10° 9.0x10° 83x107  8,8x10° 9,0x10° 9 1x10’ 1,4x10° <10 1,4x107
10 26x10° <10 9,410 37x10°  1.2x10° 1,4x10° 4,2x10° 2,5x10° 1,6x10°
PCA BP BP PCA BP BP PCA BP BP
01 1.3x10° 1810° 82x10" 2,8x10°  3,3x10 82x100  2,6x10"° 9 0x10° 5.0x10°
02 82x10° <10 1.2x107  1,4x10°  5,0x10° 8,6x10° 1,4x10° 3,0x10° 4.7x10"
03 58x10° <10 54x10°  4,1x10° <10 1,5x10 5.7x10° <10 7.1x10
72 04 81x10° 1,0x1C° 51x107  59x10°  6,0x10° 49x10"  4,1x10° <10 2.2x10’
05 21x10° 2,7x10°  1,7x10°  1,2x10°  4,0x10’ 6,8x10"  24x10° 1,3x10’ 5.4x10
06 7Ax10® <10 12x10°  7.5x10°  2,0x10°  1.4x10°  6,7x10° 1,6x10° 6,3x10’
07 45x10° <10 3.0x107  1,1x10° <10 5,6x107 1,0x10° <10 2,5x107
08 46x10° 40x10°  1,1x10° 2,6x10°  1,0x10° 9.4x10"  6,2x10° <10 2.6x10
09 14x10° 2,0x10° 1,0x10°  1,9x10° 1,9x10°8  6,3x10’ 1,5x10° 3.0x10° 5,3x10
10 7,3x10° <10 16x10°  20x10°  1,1x10°  1,5x10°  2.8x10° 3,1x10° 1,5x10°

T R ostras do alimento nao tratadas termicamente, *— amostras tratadas termicamente

°. Contagem de microrganismos totais em PCA; * _ Contagem de Staphylococcus em Baird-Parker
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Tapbela U8 — Comportamento de estafilococos coaguiase negativos inoculados (10°UFC/mL) e contagem de
mesofilos em creme de confeitaria mantidos em 25, 30 e 37°C, apbs 12 e 24 horas de
incubacéo.

Temperatura de Incubacédo
°C
25 30 37

T(h) Cepa N/T T2 N/T T N/T T

PCA? BP* BP PCA BP BP PCA BP BP
01  64x10" 6,7x10°  4,0x10° 1,4x10° 1.2x10° 1,3x10" 2,9x10° 1,1x10° 1,9x10°
02 42x10" 1,0x107  1.2x10°  32x107  1,3x10’ 1,9x107 4,8x107 2,4x10 3,9x107
03  29x10° 1,8x10° 186x10° 82x10° 6.5x10° B6,9x10° 1,1x10° 1,1x107 7.,8x10°8
04 54x10" 66x10° 6,1x10°  1,3x10°  1,0x107 1,6x107 1,1x10° 1,3x10’ 1,5x107
12 05 82x10° 32x10° 99x10° 98x10° 2.6x10° 3,2x107 5,6x10° 3,4x107 3.0x107
06 81x10" 1,5x10°  13x10° 26x10° 1,2x107 3,4x10° 2,7x10° 1,2x10° 2,7x107
07  32x10° 3;1x10° 2,5x10° 87x10° 3,6x10° 3,8x10° 8,0x107 5,3x10° 4 6x10°
08  1,1x10" 1,410° 1,9x10°  7.6x107  1.3x10 4,2x10° 1,7x10° 2,2x107 1,8x107
09 14x107 1,0x107  29x10° 1,5x10°  3,1x10 2,7x107 1,9x108 2,6x10° 3,1x107
10 42x10° 52x10°  18x10°  1,7x10° 2 1x10° 2,3x10° 2,6x10° 1,8x10" 2,0x107

PCA BP BP PCA BP BP PCA BP BP
01  47x10° 48x107  55x107  4,1x10°  4,8x10°  57x10° 6,2x10° 5,7x107 7,6x107
02  19x10° 15x107 64x10" 32x10° 55x107  3.7x107 4,1x10° 5 5x10° 9,4x10"
03 52x10° 7.4x10° 54x10° 7.6x107 12x10°  35x10° 7,1x107 2,2x10 9,4x10°
24 04 24x10° 2,8x107 28x107 1,7x10° 32x107  6.2x107 1,1x10° 41x10° 6,0x107
05 20x10° 56x10° 57x107  22x10°  4.9x107 6,7x107 3,9x10° 5,3x10” 9.4x107
06  15x10° 30x10°  62x10° 1,9x10° 41x107  2.8x10°  95x10° 1,6x10° 47x107
07 24xt0° 90x10° 48x10° 25x10° 89x10° 1,1x107 4,6x10° 1,0x10" 5,5x10°
08  1,4x10° 37x107  25x10° 32x10° 32x107  2,9x10 8,1x10° 8,4x10’ 1,1x10°
09 58x10° 76x10° 56x107  8,1x10°  6.4x107 4,9x107 1,1x10° 1,6x108 1,5x10°
10 1,0x10" 14x10°  85x10°  18x10°  44x107  12x10° 1 .4x10° 2,3x10 2,5x10”

'. Amostras do alimento néo tratadas termicamente, 2_ amostras termicamente tratadas

% Contagem de microrganismos totais em PCA: 4 — Contagem de Staphyiococcus emn Baird-Parker
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Tabela 09— Comportamento de estafilococos coagulase negativos inoculados (10° UFC/mL) e contagem de

mesofilos em creme de confeitaria mantidos em 25, 30 e 37°C, ap6s 48 e 72 horas de
incubacao.

Temperatura de Incubagéo

°C
25 30 37
T(h) Cepa N/T T2 N/T T N/T T
PCA* BP* BP PCA BP BP PCA BP BP

01 32x10° 6,1x10° 49x10° 3.9x10° 2,7x10’ 1,2x10° 8,4x10° 5 9x10’ 6,6x10
02  38x10° 1,4x10° 7,.8x107 34x10° 1.4x107  2,9x10 5,7x10° 2 8x107 6,7x10°
03 30xi0° 28x10° 7,0x10° 21x10° 2,0x10°  2,2xi0° 6,2x107 4,5x10° 3.3x10°
04 88x107 920x10° 2,4x107  48x10°  1,3x10 1,2x10° 1,5x10° 1,9x107 1,4x10°

48 05 19x10° 1,1x10°  4,7x107  2,4x10°  9,.2x10’ 5,2x107 1.2x108 51x107 3,4x10°
06 37x10° 63x10° 85x107 63x10° 1,7x10° 3,2x10° 2 7x10° 1,5x10° 52x107
07 53x107 2.2x10°  1,0x10° 2,4x10°  1,6x10° 7.4x10° 1,2x10° 2,0x10° 2 1x10°
08 29x10° 25x10  41x107 61x10° 1,3x10°  48x10° 3,5x10° 7,8x107 3,1x10
09 15x10° 21x10° 93x10"  4,3x10°  7,7x10’ 7.4x10° 6,8x10° 1,8x10° 1,6x10°
10  7.0x107 46100 32x10° 31x10°  1.6x10° 1,9x10° 9 ,6x10° 4 0x10’ 7.2x10°

PCA BP BP PCA BP BP PCA BP BP

01 46x10° 78x10° 23107 1,4x10°  82x10’ 1,6x107 1,5x10° 1,4x10° 1,7x10°
02 18x10° 1.3x107 6,3x10° 54x10°  3,7x10’ 2 6x107 2,0x10° 7.1x10° 2,9x10°
03 22x10° 56x10° 1,.2x10°  26x10° 23x10° 36x10° 3 1x10° 3,0x10° 8,5x10°

72 04 96x107 2,5x100 9,3x10° 98x10"  1,3x10° 1,1x107 5,3x107 8,5x10° 2 1x10°
05 25x10° 53x107  3,6x107 4,9x10° 2,0x10° 3,7x107 1.8x10° 3,0x10° 2,0x10°
06 21x10° 37x10"  3,9x107 22x10°  6,5x10° 3,4x10° 1,1x107 2,4x107 2,2x10°
07  1,4x10° 2,5x10°  51x10°  7.2x10" 4,5x10°  4,9x10° 2 5x107 1,2x10° 5,1x10°
08 53x10° 58x107 42¢x107  7.2x10°7  2,2x10° 8,3x10° 2 4x107 1,3x107 8,6x10°
00 11x10° 67x107 49107 29x10° 86x10 4 1x10° 2 2x10° 8.1x10° 1,1x10°
10 27107 45x107  22x10°  15x10°  1,0x10°  42x10"  57x10°  &,7x107  83x10°

"1 Amostras do alimento néo tratadas termicamente, - — amostras tratadas termicamente
*. Contagem de microrganismos totais em PCA, 1 _ Contagem de Staphylococcus em Baird-Parker
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4.4 - Estudo descritivo dos dados obtidos

Os dados obtidos neste trabalho foram submetidos a uma analise
estatistica. Primeiro serd demonstrada analise descritiva dos dados obtidos.

Para uma primeira andlise exploratéria do crescimento dos
microrganismos, pode-se verificar uma tendéncia de aumento do logaritmo do
namero de estafilococos ac longo do tempo, para cada um dos trés alimentos
(Graficos 01, 02 e 03).

As Tabelas 10 a 12 mostram os valores descritivos do logaritimo
do numero de estafilococos encontrados, segundo o tempo, para os alimentos
leite, prezunto cozido e creme de confeitaria, respectivamente. As amostras
tratadas e ndo tratadas termicamente foram analisadas conjuntamente, o

mesmo ocorendo para as amostras, nas trés temperaturas.
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Tabela 10 — Valores descritivos do logaritmo do numero de estafilococos
coaguiase negativos incubados 3 25°C, 30°C e 37°C, segundo o
tempo para ieite (amostras tratadas e n@o tratadas termicamente)

Tempo (horas) .

Medidas posicao 12 24 48 72

Minimo 3,18 5,53 4,60 4,46
Percentil 25 5,05 6,56 6,28 6,27
Mediana 6,15 8,76 6,94 6,72
Percentil 75 6,73 7,08 7,50 7,07
Maximo 7,46 8,11 8,41 8,28
(n) 60 60 60 60

Tabela 11 — Valores descritivos do logaritmo do nimero de estafilococos
coagulase negativos incubados a 25°C, 30°C e 37°C, segundo o
tempo para presunto cozido (amostras fratadas e nao tratadas

termicamente)
Tempo (horas)
Medidas posicéo 12 24 43 72
Minimo 3,11 3,34 0,00 0,00
Percentil 25 5,24 5,79 6,02 5,61
Mediana 5,69 7,52 7,20 7,37
Percentil 75 6,28 7,98 7,93 7,78
Maximo 7,96 8,60 8,23 8,23

(n) 60 60 60 60
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Tabela 12 — Valores descritivos do logaritmo do nimero de estafilococos
coagulase negativos incubados & 25°C, 30°C e 37°C, segundo o
tempo para creme de confeitaria {amostras tratadas e ndo tratadas

fermicamente)
Tempo (horas)
Medidas posicéo 12 24 48 72
Minimo 4,26 6,54 500 5,40
Percentil 25 6,56 7,22 8,83 8,71
Mediana 7,02 7,63 7,52 7,39
Percentil 75 7,28 7.77 7,88 7,81
Maximo 7,59 8,20 8,32 8,92

(n) 80 60 80 60
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para o leite tratado e ndo tratado termicamente
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Observa-se nos Graficos 01 a 03 que para os trés alimentos
estudados, houve um aumento na populagéo de estafilococos inocuiados até 24
horas de incubagdo, a partir desse periodo o crescimento manteve-se quase
gue constante. )

No Gréfico 04 pode ser visualizado que as linhagens inoculadas
em amostras de leite, apés 12 horas de incubacdo apresentaram melhor
crescimento & temperatura de 37°C, e apos esse periodo, ndo se observou
mais nenhuma diferenca no desenvoivimento populacional, em relacdo a
temperatura de incubagdo utilizada. No Grafico 05 observa-se que para o
mesmo periodo de incubagéo (12 horas) nas amostras de leite tratadas e nao
tratadas termicamente, houve um melhor desenvolvimento das linhagens
provenientes de fonte bovina, isto &, a contagem do ndmero de estafiiococos foi
maior. Apos esse periodo de incubacéo, néo se verificou diferenca significativa
na comparacdo do desenvolvimento de linhagens de estafilococos de origem

bovina e humana.

Para as amostras de presunto cozido (Gréfico 06), observa-se um
melhor desenvolvimento nas temperaturas de 30°C e 37°C em 12 e 24 horas de
incubacio, e a partir desse periodo ndo houve diferenca no crescimento dos
estafilococos coagulase negativos, em relacéo a temperatura. Verifica-se ainda
que nos diferentes tempos de incubagdo, os estafilococos desenvolveram-se
melhor nas amostras de presunto tratadas termicamente (Grafico 07).

Nas amostras de creme de confeitaria, a temperatura em que
meihor se desenvolveram os estafilcococos foi 37°C. no periodo de 12 horas de
incubacdo, a partir desse tempo néo houve diferenga significativa quanto as
temperaturas estudadas (Gréafico 08). Em relac&o a fonte dos microrganismos,
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nas primeiras 12 horas de incubacac, as de origem bovina desenvolveram-se
melhor que as de origem humana (Gréafico 09).
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Grafico 4 - Boxplot do logaritmo do nimero de
estafilococos segundo o tempo e a temperatura,

para o leite tratado e néo tratado termicamente
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Grafico 6 - Boxplot do logaritmo do nimero de

estafilococos segundo o tempo e a temperatura,

para o presunto tratado e ndo tratado termicamente
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Grafico 8 - Boxplot do logaritmo do ndmero de

estafilococos segundo o tempo e a temperatura,

para o creme tratado e ndo tratado termicamente
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4.5 — Estudo analitico dos dados

Inicialmente os dados foram analisados utilizando-se a técnica de
andlise de variancia multivariada com medidas repetidas ao longo do tempo
(12, 24, 48 e 72 horas), para cada um dos alimentos em separado.

Os resultados da andiise estatistica quanto ao desenvoivimento
dos estafilococos inocuiados Para os difrentes alimentos estdo inseridos nas
Tabelas 13, 14 e 15. Pode-se verificar que a interacido temperatura x tempo,
fonte x tempo e tipo x tempo foram significativas (p<0,05), quando o alimento
em estudo foi o leite. Para as amostras de presunto cozido, pode-se observar
que a interac&o significativa foi tipo x tempo; e para as amostras de creme de
confeitaria houve significancia nas interacdes temperatura x tempo e fonte x

tempo.

A variavel tempo de Incubagdo, no desenvolvimento dos
estafilococos em estudo, Sémpre aparece como sendo significativa nas
Interacfes com outras variaveis estudadas. Portanto, em uma segunda analise,
a analise de variancia a trés vias, optou-se em estudar cada periodo de
incubacdo para os diferentes alimentos, e assim verificar as possiveis
significancias em relacdo a temperatura, fonte do microrganismo e tipo de
alimento (tratado e n&o tratado termicamente).

Verificou-se que o efeito principal, a temperatura foi significativo no
desenvolvimento dos estafilococos apés 12 e 24 horas de incubacdo, e a
jnteracéo temperatura x fonte, sendo significativa, somente no periodo de 12
horas de incubacdo. Apos 72 horas de incubac&o houve significancia no efeito
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principal tipo, isto &, diferengca no desenvolvimento dos estafilococos entre as
amostras de leite tratadas e nao tratadas termicamente (Tabela 186).

Para as amostras de presunto cozido, o efeito principal
temperatura foi significativo no periodo de 12 e 24 horas de incubac&o, apos,
ndo se observou significancia estatistica. Pode ser verificado também, que em
12 horas de incubacdo a interacao fonte x tipo foi significativa. Em todos os
tempos de incubagdo houve significAncia no tipo, amostras tratadas e nao
tratadas termicamente, de presunto cozido, no desenvolvimento dos
estafilococos estudados (Tabela 17).

Para as amostras de creme de confeitaria, apenas no periodo de

12 horas de incubacao, a interagdo temperatura x fonte foi significativa para o
desenvolvimento dos estafilococos coagulase negativos (Tabela 18).
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Tabela 13 - Andlise de varidncia multivariada com medidas repetidas do
numero de estafilococos@ para leite

Fonte de variacdo sQ’ GF F> p?
Tempo 39,3 3 41,2 <0,001
Temperatura 12,3 2 59 0,005
Fonte 04 1 0,4 0,517
Tipo <0,1 1 <0,1 0,851
Temperatura x tempo * 20,7 6 10,9 <0,001
Fonte x tempo * 5,9 3 6.2 <0,002
Tipo x tempo * 6,7 3 7.0 <0,001
Dentro dos grupos 49,9 48

Residuos 459 144

@ Transformacg8o logaritmica na base 10

1 Soma de quadrados

2 Graus de liberdade

3 Estatistica F de Snedecor
4 p-valor, nivel descritivo

* Interagdo significativa: efeitos principais séo de pouco interesse; pode-se testar em cada tempo, a
temperatura, a fonte (bovina,humana) e o tipo (amosiras tratadas e ndo tratadas termicamente)

Tabela 14 — Analise de variancia multivariada com medidas repetidas do
nimero de estafilococos@ para presunto cozido

Fonte de variagcdo SQ gl F p
Tempo 53,0 3 8,8 <0,001
Temperatura 22,6 2 2,0 0,143
Fonte 3,1 1 0,6 0,458
Tipo 2388 1 42,9 <0,001
Temperatura x tempo 4,5 6 04 0,894
Fonte x tempo 1,0 3 0,2 0,921
Tipo x tempo * 79,4 3 13,2 <0,001
Dentro dos grupos 267 .4 48

Residuos 289.,6 144

@ Transformacao logaritmica na base 10
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Tabela 15 - Analise de varidncia multivariada com medidas repetidas do
nimero de estafilococos@ para creme de confeitaria

Fonte de variacao SQ gl F . P
Tempo 13,8 3 20,0 <0,001
Temperatura 2,2 2 1,2 0,322
Fonte 0,1 1 0,1 0,804
Tipo 0,9 1 0,9 0,337
Temperatura x tempo * 6,5 6 47 <0,001
Fonte x tempo * 3.4 3 49 <0,005
Tipo x tempo 0,6 3 0,9 0,465
Dentro dos grupos 46,4 A8

Residuos 33,2 144

@ Transformacéo logaritrmica na base 10
* Interagio significativa: pode-se testar em cada tempo, as outras fontes de variagéo
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Tabela 16 — Andlise de varidncia a 3 vias do ndmero de estafilococos@ para
leite, em cada tempo

Fonte de variacdo SQ gl F . P
Tempo 12 horas (n=60) :
Temperatura 29,0 2 245 <0,001
Fonte 4.4 1 7.5 0,009
Tipo 20 1 3.4 0,070
Temperatura x fonte 4,5 2 3,8 0,029
Temperatura x tipo 04 2 0,3 0,716
Fonte x tipo <0,1 1 <01 0,879
Residuos 28,3 48

Tempo 24 horas (n=60)

Temperatura 2,5 2 6,7 <0,005
Fonte 0,1 1 0.4 0,532
Tipo 0,4 1 2,0 0,168
Temperatura x fonte 0,8 2 23 0,112
Temperatura x tipo <0,1 2 0,1 0,872
Fonte x tipo <0, 1 1 0,2 0,637
Residuos 8,8 48

Tempo 48 horas (n=60)

Temperatura 0,9 2 0,8 0,458
Fonte 0,1 1 0,2 0,696
Tipo 0,2 1 0,3 0,599
Temperatura x fonte 0,1 2 0,1 0,925
Temperatura x tipo 1,4 2 1.2 0,308
Fonte x tipo 1,1 1 1,8 0,180
Residuos 27,8 48

Tempo 72 horas (n=60)

Temperatura 0,7 2 0,6 0,577
Fonte 1,8 1 28 0,102
Tipo 42 1 6,5 0,014
Temperatura x fonte 0,7 2 0,6 0,565
Temperatura x tipo 23 2 1,8 0,177
[Fonte x tipo 0,3 1 0,5 0,494
Residuos 30,9 48

[@ Transformagao logaritmica na base 10
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Tabela 17 — Anélise de variancia a 3 vias do namero de estafilococos@ para
presunto cozido, em cada tempo

Fonte de variacao SQ gl F p
Tempo 12 horas (n=60) .
Temperatura 7,0 2 4,0 0,026
Fonte <0,1 1 <0,1 0,879
Tipo 4,9 1 56 0,022
Temperatura x fonte 0,9 2 0,5 0,591
Temperatura x tipo 0,4 2 0,2 0,780
Fonte x tipo 42 1 47 0,035
Residuos 424 48

Tempo 24 horas (n=60)

Temperatura 8,9 2 4.1 0,023
Fonte 0,9 1 0,8 0,368
Tipo 30,0 1 27.8 <0,001
Temperatura x fonte 0,9 2 04 0,671
Temperatura x tipo 0,5 2 0,2 0,805
Fonte x tipo <0,1 1 <0,1 0,827
Residuos 51,8 48

Tempo 48 horas (n=60)

Temperatura 2,7 2 0,4 0,700
Fonte 2,4 1 0,6 0,430
Tipo 80,3 1 21,5 <0,001
Temperatura x fonte 48 2 0,6 0,528
Temperatura x tipo 1,0 2 0,1 0,875
Fonte x tipo 0,6 1 0,2 0,681
Residuos 179,0 48

Tempo 72 horas (n=60)

Temperatura 86 2 0,7 0,420
Fonte 0,8 1 01 0,711
Tipo 203,0 1 343 <0,001
Temperatura x fonte 0,8 2 0,1 0,937
Temperatura x tipo 7.8 2 0,7 0,523
Fonte x tipo 3,9 1 0,7 0,422
Residuos 283,7 48

@ Transformacéo logaritmica na base 10
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Tabela 18 — Analise de variéncia a 3 vias do nimero de estafilococos@ para
creme de confeitaria, em cada tempo

Fonte de variacdo SQ gl F p
Tempo 12 horas (n=60) :
Temperatura 6,9 2 15,8 <0,001
Fonte 1,3 1 6,0 0,018
Tipo 0,1 1 0,5 0,468
Temperatura x fonte 1,9 2 4,5 0,017
Temperatura x tipo 0,6 2 1.4 0,249
Fonte x tipo 0,8 1 3,6 0,065
Residuos 10,4 48

Tempo 24 horas (n=60)

Temperatura 0,8 2 23 0,108
Fonte 0,1 1 0.3 0,579
Tipo <0,1 1 0,1 0,715
Temperatura x fonte <0,1 2 0,1 0,932
Temperatura x tipo <0,1 2 0,1 0,915
Fonte x tipo 0,1 1 0,7 0,409
Residuos 8.4 48

Tempo 48 horas (n=60)

Temperatura 0,1 2 0,1 0,803
Fonte 0,3 1 0,4 0,529
Tipo 1,3 1 1,9 0,171
Temperatura x fonte 0,2 2 0,2 0,857
Temperatura x tipo 0,2 2 0,2 0,838
Fonte x tipo 0,7 1 1,0 0,318
Residuos 31,9 48

Tempo 72 horas (n=60)

Temperatura 0,9 2 0,8 0,471
Fonte 1,8 1 3,0 0,088
Tipo 0,1 1 0,1 0,718
Temperatura x fonte 0,2 2 0.1 0,866
Temperatura x tipo <0,1 2 <0,1 0,989
Fonte x tipo 0,6 1 1,1 0,306
Residuos 289 48

|@ Transformacé&o logaritmica na base 10
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4.6 - Producio e Detecgéo de Enterotoxinas nos Alimentos pelas Linhagens
Estudadas

Para cada periodo e temperatura de incubagéo estudados foram
retiradas amostras dos alimentos inoculados e néo inocuiados, com o objetivo de

se averiguar a presenca de enterotoxinas produzidas pelas linhagens testadas.

Foram comparados dois métodos para a deteccéo e identificacao

dos tipos de enterotoxinas estafilocécicas nos alimentos.

O método ELFA é de alto grau de sensibilidade em fungéo de suas
caracteristicas, como previamente descrito no item 3.2.5, porém n&o identifica o

tipo de enterotoxina presente, em fungdo de utilizar um sistema polivalente.

O outro método, RPLA, & sensivel e consegue identificar os
diferentes tipos de enterotoxinas de A a D, mas apresenta problemas com
relacdo a especificidade, uma vez que pode apresentar resultados duvidosos em

alguns casos.

Das dez linhagens estudadas apenas S.wameri e S.chromogenes de
origem bovina foram capazes de produzir enterotoxinas nos alimentos. E entre
essas duas linhagens S.chromogenes foi capaz de produzir enterotoxinas em

todas as amostras de alimentos analisadas.

Nas amostras de leite tratadas termicamente, quando

S.chromogenes foi incubado & temperatura de 25°C por um periodo de 12 e 24
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horas, ndo foi possivel a deteccdo de enteretoxinas pelo método ELFA |, mas
apos 48 horas de incubacéo, foi possivel a detec¢do de enterotoxinas (Tabela
19). Para as amostras de presunto cozido e creme de confeitaria, em todos os
tempos e temperaturas de incubacdo estudados detectou-se a presenca de
enterotoxinas, produzidas pela mesma linhagem. S.chromogenes se desenvolvey
muito bem durante todo o periodo de estudo (Tabela 19).

A producéo de enterotoxinas por S.warneri, somente foi detectada

pelo método ELFA nas amostras de leite ndo tratadas termicamente, guando
incubadas por 24 horas nas temperaturas de 25°C e 30°C (Tabela 19).
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Tabela 19 — Detecgdo de enterotoxinas estafilococicas produzidas nos alimentos pelas linhagens testadas,
através do método ELFA

S. chromogenes S. warneri
Amostras Amostras
Temperatura Tempo de Leite Presunto  Creme Leite Presunto Creme
°C Incubacéo
(horas)
™ NT* T NT T NT T NT T NT T NT
25 12 - + + + + - - - - - -
24 - + + 4 + + - + - - - -
48 + + + + + + - + - - - -
72 + + + + + + - + - - - -
30 12 + + + + + + - - - - -
24 + + + + + + - + - - - -
48 + + + + + + - + - - - -
72 + + + + + + - + - - - -
37 12 + + + + + + - - - - - -
24 + + + + + + - - - - - -
48 + + + + + + - - - - - -
72 + + + + + + - - - - - -

* _ amostras de alimentos tratadas termicamente
* _ amostras de alimentos ndo tratadas termicamente

69



As amostras de alimentos, também foram submetidas & analise de
Heteccdo de enterotoxinas pelo método de RPLA. Os resultados diferiram em

relacdo aos encontrados pelo método ELFA..

Os resultados obtidos pelo método de RPLA estdo inseridos na
Tabela 20. Apenas estdo demonstradas, aquelas amostras, nas quais foram

detectadas algum tipo de enterotoxina estafilocécica.

Observou-se também, a producéo de enterotoxinas pelas linhagens
ie origem bovina S.chromogenes e S.wameri. Somente nas amostras de
bresunto cozido € creme de confeitaria, detectou-se a presenca de enterotoxinas,

has amostras de leite, ndo se detectou nenhum tipo de enterotoxina produzida

pelas linhagens.

Nas amostras de presunto, tratadas termicamente, incubadas por 12
horas a 30°C, e 24 horas a 37°C, verificou-se a presenca de enterotoxinas do tipo
C e D produzidas por S. chromogenes. A presenca de enterotoxinas produzidas

pela mesma linhagem, também foi verificada em amostras de creme de
konfeitaria ndo tratadas termicamente, ap6s 12 e 24 horas de incubagéo & 30°C,

detectou-se as enterotoxinas do tipo C e D, respectivamente, e apos 24 horas a

37°C, a enterotoxina do tipo C.

S.wameri produziu enterotoxina do tipo D nas amostras de presunto

ratadas termicamente e incubadas a 30 e 37°C por 24 horas, e enterotoxina do
ipo C nas amostras néo tratadas termicamente, e incubadas a 37°C por 24

horas.
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Tabela 20 — Detecgdo de enterotoxinas estafilocécicas nos alimentos pelas
linhagens testadas, através do método RPLA.

Linhagens Amostras de  Tempo de Temperatura de Tipo de

Alimento ncubacéo incubagéo Enterotoxina

(horas) °C ~
S.chromogenes  Presunto (T)* 12 30 EEC e EED

24 37 EED

Creme (N/T)2 12 30 EEC

24 30 EED

24 37 EEC

S.wameri Presunto (T) 24 30 EED’

37
Presunto (N/T) 24 37 EEC*

*- resuitado duvidoso
1-amostras tratadas termicamente
2-amostras ndo tratadas termicamente
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5 - DISCUSSAO

Até 0 momento a importéncia dada as espécies coagulase negativas
na epidemiologia dos surtos de intoxicagdo estafilococica é insignificante, em
relacao as coagulase positivas, cujo envolvimento em intoxicagdes de origem
alimentar € notoriamente comprovado em diversos episodios. O principal
representante das espécies coagulase positivas é o S, aureus, gque tem sido alvo
de estudos nos Ultimos tempos, cujo destaque e importancia é um fato
inquestionavel. A existéncia de dados na literatura, referentes a producao de
enterotoxinas em meio de cultura laboratorial por cepas coagulase negativas
(VERNOZY-ROZAND et al., 1996; OLIVEIRA & PEREIRA, 1995: HARVEY &
GILMOUR, 1990 e BAUTISTA et al., 1988), € mesmo o seu envolvimento em
surtos de intoxicagdo alimentar (CRASS and BERGDOLL, 1986;
BRECKINRIDGE and BERGDOLL, 1971) reforcam a hipotese, da possibilidade
de estafilococos coagulase negativos, serem capazes de produzir enterotoxinas
em alimentos, tornando-se potencialmente problematico a satde publica.

O teste bioquimico de fundamental importancia na selecdao das
linhagens estudadas, foi o de producdo da enzima coagulase, pois a partir desse
dado € que foi comprovado, se as linhagens enterotoxigénicas que seriam
Ltilizadas no experimento, reaimente, nio possuiam a capacidade de produzir

gsta enzima.
Turner and Schwartz (1958) propuseram que gualquer formacéo de

Coagulo poderia ser considerada como uma reacdc positiva. SPERBER &
TATINI (1975) acreditavam que, quase todas as linhagens de S.aureus
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produziam uma reagdo de coagulagédo 4+, enquanto que a coaguiagao do
plasma por outras bactérias seria usuaimente 2+ ou 3+. - Entretanto, a AOAC
(Association of Official Analytical Chemists) preconiza que todos os graus de
coagulagéo do plasma sdo resultados positivos, € a APHA (American Public
Heath Association) considera uma reag&o 3+ ou 4+ como positiva. Por outro
lado, 0 BAM (Bacteriological Analytical Manual), propde que somente 4+ deve
ser positiva. Uma vez que, os procedimentos analiticos, utilizados pela AOAC
(1990), APHA (1990) e BAM (1992) sdo mundialmente aceitos por microbidlogos
de alimentos, e para que duvidas ndo pairassem guanto ao resultado obtido,
somente foram consideradas como linhagens coagulase negativas, aqueias em
que néo se cbservou qualquer formagéo de coagulo apos 24 horas de incubacéo
a 37°C. Ressalvando-se que, a reacdo foi acompanhada em intervalos de uma

hora, durante as seis primeiras horas de incubagao.

Em relacdo as outras caracteristicas bioquimicas verificadas entre
as linhagens identificadas, observou-se que para as duas linhagens de
S.xylosus, o resultado do teste de Tnase foi positivo, divergindo em relagdo aos
dados existentes na literatura (Tabela 01). Comportamento semethante foi
apresentado por uma das linhagens de S.epidermidis, cujo resultado positivo

para a TNase & contrario ao descrito.

Assim, a partir de dez linhagens de estafilococos coagulase
negativas isoladas de leite cru de bovino e portadores humanos, confirmou-se a
producdo de enterotoxinas em meio de cultura laboratorial, utilizando-se 0
método de RPLA para a detecgdo (Tabela 02).

Os estafilococos se desenvolvem em varios tipos de alimentos

quando naturalmente presentes ou quando inoculados. E dentre esses
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alimentos, destacam-se o leite, o presunto e o creme. Os dois Gltimos, pela sua
intensa manipulagdo humana, iém sido os responsaveis por casos de
intoxicagao estafilococica, quando contaminados por enterotoxinas e ingeridos
(OLIVEIRA, 1995; PEREIRA et al., 1994; PEREIRA, 1990).

Portanto, os alimentos escolhidos para o estudc do comportamento
das linhagens coagulase negativas foram o leite em pd, o presunto cozido
adquirido em supermercado proximo a regido e o creme de confeitaria produzido

no préprio faboratério.

Como demonsirado nas Tabelas 04 a 09, o in6culo de estafilococos
coagulase negativos se desenvoiveram nos alimentos analisados, com um
grande aumento da populag&o, nas primeiras 12 horas de incubacdo, dados
esses compativeis ao esperado, com excecdo ao crescimento a 25°C, que
continuou pelo préximo periodo.

Nas amostras de leite em po desnatado e creme de confeitaria, o
desenvolvimenio das linhagens coagulase negativas de origem bovina e de
humanos foi semelhante, tanto nas amostras estéreis, quanto nas nao estéreis.

Portanto, o tratamento térmico das amostras, nao alterou ¢ desenvolvimento dos

microrganismos em estudo, ja que o numero de contaminantes iniciais presentes
era muito baixo (Tabela 03).

Ja nas amostras de presunto cozido, o desenvolvimento diferencial
lem relacdo as amostras estéreis e ndo estéreis foi notorio, conforme
apresentado nas Tabelas 06 e 07. Os estafilococos coagulase negativos
demonstraram um bom desenvolvimento nos periodos de 12 e 24 horas de
incubacdo, com declinio e auséncia de crescimento nos periodos subsequentes
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de 48 e 72 horas, nas amosiras de presunto cozido sem tratamento térmico,
onde o numeroc inicial de contaminantes (Tabela 03) era maior que o inoculo de
estafilococos coagulase negativos .

Esse fato demonstra que a maioria das linhagens de estafilococos
coagulase negativas, experimentalmente inoculadas nos  alimentos,
apresentavam uma baixa capacidade competitiva, quando em desvantagem

numerica.

Qutro fator importante a ser questionado é o declinio de nutrientes
disponiveis apés um certo pericdo de incubagéo, limitando o desenvolvimento de
algumas das linhagens teste, quando inoculadas nas amostras de presunto sem

tratamento térmico.

Cabe ainda discutir, © comportamento dessas linhagens em

diferentes temperaturas de incubacéo.

De acordo com os Graficos 06 e 08, verifica-se que 37°C foi a
melhor temperatura de desenvolvimento, quando as linhagens de estafilococos
coagulase negativas foram inoculadas em amostras de leite e creme de
confeitaria no periodo de 12 horas de incubacdo. Apés esse pericdo, ndo houve
diferenca significativa entre as outras temperaturas utilizadas no experimento.
Enquanto que, para as amostras de presunto, a melhor temperatura observada
para o desenvolvimento das linhagens, no mesmo periodo de incubacac foi
37°C, e apos 24 horas, 30 e 37°C, em relacéo aos tempos subsequentes nao foi
verificada diferenca significativa (Figura 06).

A temperatura de 25°C, mesmo ndo sendc a ideal para os

estafilococos coagulase negativos inoculados, estes conseguiram desenvolver
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em todos os periodos de incubagéo, nas amostras de presunto cozido, creme de
confeitaria e leite (Graficos 04, 06 e 08).

A interferéncia da fiora pré-existente no alimento foi tdo significativa,
que para as amostras de presunto cozido, em todos os periodos de incubacéo,
os estafilococos coagulase negativos inoculados se desenvolveram muito melhor
has amostras tratadas, em relacfo as néo tratadas termicamente (Grafico 7).

Um outro objetivo do trabalho foi verificar se haveria alguma
diferenca no desenvolvimento das linhagens coagulase negativas em relacdo a
fonte da qual foram isoladas, isto &€, bovina ou humana.

Quando estas finhagens foram inoculadas em amostras de presunto
cozido, ndo se verificou nenhuma diferenga significativa, porém em relagdo ao
leite e creme de confeitaria, houve uma diferenca significativa, novamente, no
[periodo de 12 horas de incubacéo (Graficos 05 e 09). As linhagens de origem
bovina, desenvolveram-se methor que as de origem humana.

O melhor desenvolvimento nas amostras de leite e creme de
Confeitaria, pelas linhagens coagulase negativas de origem bovina, em relacdo
as de origem humana, pode ser devido a seu habitat inicial, pois, primeiramente
foram isoladas de leite cru de bovino. Enquanto, as de origem humana tiveram
fjue se adaptar 2 um outro tipo de ambiente. As linhagens de origem bovina,
pupostamente, ja estariam adaptadas em leite, e portanto, conseguiram iniciar
m meshor crescimento. Apos esse periodo, ndo se observou nenhuma diferenca
pignificativa entre as linhagens, talvez pelo fato de sua adaptacéo.

A escassez de trabalhos que tratam da importancia de estafilococos
poagulase negativos em alimentos, o seu comportamento em diferentes
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alimentos, temperatura ideal no seu desenvolvimento, capacidade de producao
de enterotoxinas por linhagens enterotoxigénicas coaguiase negativas, limita o
conteldo da discussdo em relacdo a comparac¢do com outros alimentos.

A Unica citagéo em literatura encontrada, trata sobre o crescimento e
producéo de enterotoxinas por S.wamneri CCRC 12929 e S.haemolyticus CCRC
12923 em leite bovino e caprino (LI & CHENG, 1997), onde os pesquisadores
verificaram a producdo de enterotoxinas do tipo A e D por S.wameri e
enterotoxina D produzida por S.haemolyticus, sendo que a maior quantidade de
enterotoxina produzida foi verificada em leite caprino. Observaram que a
temperatura 6tima de crescimento, e producéo de enterotoxinas no leite foi 37°C.

Das dez linhagens utilizadas neste trabalho, somente duas foram
capazes de produzir enterotoxinas nos alimentos, e as duas linhagens séo de
origem bovina. Durante todo o periodo experimental S.chromogenes demonsirou
um 6timo desempenho em todas as temperaturas estudadas e alimentos
analisados. Este fato mostra que, além da necessidade de nutrientes essenciais
para a producéo de enterotoxinas em alimentos, 0 microrganismo precisa ser um

bom competidor.

Poderia entdo ser questionado, o porqué das linhagens
consideradas ndo competidoras, néo serem capazes de produzir enterotoxinas
has amostras de alimenios tratadas termicamente, considerando que as

concorrentes foram eliminadas.

E dificil encontrar uma resposta satisfatoria, poder-se-ia dizer que,
pelo fato das amostras terem sido tratadas termicamente haveria a possibilidade
da formagdo de complexos ou degradagdo de nutrientes € as linhagens apesar
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de se desenvolverem, nao produziram enterotoxinas: principalmente, aqueias
oriundas de humanos, pois se encontravam em um meio diferente do original,

Um outro fator que deve ser abordado sio as metodologias
ttilizadas na deteccso das enterotoxinas.

O método em que se baseia o ELFA (Enzyme Linked Fluorescent
Assay) é semelhante ao método de ELISA (Enzyme Linked Imuno Assay).
Portanto, 0 método ELFA, como o ELISA sdo bastante sensiveis, uma vez que, o
meétodo de ELISA possui uma sensibilidade de 0,53 1,0 ng de enterotoxinas por
grama de alimento (Bergdoll, 1990), embora sendo um método sensivel, o ELFA
n&o permite distinguir entre os diferentes tipos de enterotoxinas estafilocdcicas
conhecidos, assim o método de RPLA foi utilizade com o intuito de se
caracterizar o tipo de enterotoxina.

A técnica de RPLA é considerada também, simples e sensivel, 0,25
ng/mL, porém, pode apresentar reacdes inespecificas. Segundo PEREIRA
(1996), podem ser evidenciadas no ensaio, reacées cruzadas com componentes
do alimento interagindo com o latex sensibilizado com anti-enterotoxina do tipo
C.

O uso da técnica de RPLA na deteccdo de enterotoxinas produzidas
por S.wameri, em amostras de presunto, diferiram dos resultados esperados,
pois, foi verificado a producdo de enterotoxinas do tipo A, em meio de culturg
laboratorial (Tabela 02), e nas amostras de presunto, as enterctoxinas do tipo C
[e D (Tabela 20). O resuitado encontradoc € duvidoso em relagcdo ao tipo de
enterotoxina produzida por S. wameri, mas ndo que essa linhagem n&o possua
Capacidade enterotoxigénica em alimentos, pois, pelo método ELFA, verificou-se
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a presenca de algum tipo de enterotoxina produzida por €ssa linhagem em leite,
mas 0 mesmo nédo sendo observado nas amostras de presunto cozido e creme

de confeitaria (Tabela 20)

S.chromogenes mosirou ser um excelente produtor de
enterotoxinas, pois, praticamente em iodas as amostras de alimentos analisadas
o resultado foi positivo, quando a deteccdo foi realizada através do método
ELFA, exceto nas amostras de leite tratadas termicamente € incubadas por 12
24 horas, 4 25°C. Nessas amostras, somente foi detectada a presenca de

enterotoxinas apos 48 horas de incubacéo (Tabela 19).

Com base nos resultados obtidos das contagens, observa-se que 0
namero de estafilococos, para as amostras de presunto cozido, poderia ter
sofrido variagdes minimas na concentracéo do indculo, em relacéo as amostras
de leite e creme de confeitaria, no mesmo periodo de incubacéo (Tabelas 04, 06
e 08). Em relagao as amostras de leite, possivelmente, O namero inicial de
microrganismos inoculados foi menor, € somado a uma temperatura abaixo da
6tima poderia se encontrar a explicagdo para baixa producéo de enterotoxinas,
ndo detectadas pelo egquipamento, pois a leitura do RFV encontrava-se no limite

entre positivo ou negativo.

Quando se utilizou o método de RPLA (Tabela 20), para verificar a
presenca de enterotoxinas produzidas por S.chromogenes, somente nas
amostras de presunto cozido € creme de confeitaria &€ que foram detectadas as
enterotoxinas do tipo C € D, as mesmas produzidas em condicdes de cultivo

|aboratorial.
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Resultados semelhanies aos obtidos pela técnica de RPLA, na
detecgéio de enterotoxinas, produzidas pelas linhagens £oagulase negativas
S.warneri e S.chromogenes, demonstram a limitagdo do método, uma vez que,
pelo metodo ELFA, em quase todas as amostras de alimentos analisadas foi
detectada a presenca de algum tipo de enterotoxina produzida por
S.chromogenes, 0 mesmo ndo ocorrendo quando da utilizagdo do método de
RPLA., 0 que caracteriza deficiéncia nesta metodologia.

Face aos resultados obtidos neste trabatho, torna-se claro a
necessidade de uma maior atencao, quanto ao comportamento de linhagens
atipicas de estafilococos, bem como um melhor estudo do seu desenvolvimento
em presenca de outros nutrientes e condigbes ambientais, com a finalidade de
se constatar a real capacidade de produgdo, de pelo menos alguma das
enterotoxinas conhecidas.

Por outro lado, deve-se levar em consideracéo, a provavel existéncia
de outras substancias com acdo emeética produzidas por estes microrganismos.
Segundo opinides pessoais do eminente pesquisador Dr. Merlin S. Bergdoll, na
area de toxinas estafiloccicas, embora estas metodologias sejam bastante
sensiveis, a Unica maneira de se constatar a enteropatogenicidade de uma
linhagem, sem ddvida seria a constatacao da sindrome, porém, esta é uma real
dificuldade, pela caréncia de métodos que possam ser utilizados com esia
finalidade.
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6 - CONCLUSOES

A partir dos resultados discutidos neste trabalho cabem as seguintes

conciusdes:

1 — Com a comprovagéo de que linhagens de estafilococos coagulase negativos,
S.chromogenes e S.wameri possuem a capacidade de se desenvolver e
produzir enterotoxinas em alimentos, ha a necessidade de uma reavaliacdo
nas metodologias normaimente utilizadas como rotina em analise de
estafilococos enterotoxigénicos em laboratérios de microbiologia de

alimentos.

2 - Das duas metodologias utilizadas na deteccdo de enterotoxinas
estafilococicas, o Vidas-Set foi mais eficiente em reiacdo ao SET-RPLA,

além da rapidez dos resultados (80 minutos).

3 — Linhagens de estafilococos coagulase negativas de origem animal
demonstraram possuir uma maior capacidade de adaptacdo em alimentos,
€ consequentemente produzir enterotoxinas.

4 — Dos alimentos utilizados (leite, presunto cozido e creme de confeitaria),
notou-se uma diferenca significativa para o alimento leite € creme de
confeitaria, no desenvoivimento das linhagens de origem bovina no periodo

de 12 horas de incubacéo.
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5 — A melhor temperatura observada no desenvolvimento e produgao de

enterotoxinas nos alimentos, foi 37°C.

6 — Estafilococos coagulase negativos provaram ser incapazes de competir

frente a microbiota pré-existente nos alimentos analisados.
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