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* Trabalho realizado

Foram realizados testes de termorresisténcia e teste de
sensibilidade acs antibicticos e quimioterdpicos em 22
cepas de 5. aureus isoladas de eventos de doengas veicu-
ladas por alimentos. Das 5 cepas isoladas de carme, uma
apresentou resisténcia a penicilina/kanamicina/tetraci -
clina, outra cepa para penicilina/tetraciclina e as de-
mais apenas para penicilina. Das doze cepas isoladas de
bolo, tres apresentaram resisténcia para penicilina/aci-
do nalidixico, penicilina/kanamicina e penicilina/polimi
xina B, outras seis somente para penicilina e as demais
sensiveis para todos os agentes testados. Uma cepa iso-
lada de farofa apresentou resisténcia a penicilina/kana-
micina. Das duas cepas isoladas de produtos de confeita-
ria, uma apresentou resisténcia dupla penicilina/sulfame
toxazol-trimetoprim e a outra sensivel a todos os agen-
tes testados. Das duas cepas iscladas de nasofaringe de
manipuladores de alimentos, uma foi resistente a ampici-
l_ma/penicllma e a outra a fosfomicina. O teste de ter-
mrres:l.stencm de 25 cepas mostrou que 5 (20%) estavam
vidveis imediatamente apds a exposigac a 68°C por 10 mi-
mutos. Dos tubos negativos, apde a incubacdo foram ainda
recuperadas 5 cepas (20%).
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1 INTRODUGAQ

As doengas transmitidas por alimentos (DTA) sde reconhecidamente
importantes, tanto pelo agravo a saude como pela demanda de re-
CUrsos gastos com atendimento médico, hospitalar e medicamentos,
pela perda de forga de trabalho e pela inutilizagde dos alimen
tos contaminados.

A ocorréncia destas doengas & de interesse sanitdrio e epidemio-
légico. Nos paises do Hemisfério Norte, esta ocorréncia é avalia
da, inclusive estatisticamente. Assim, de 1981 a 1984, cerca de
3% das DTA por agentes bacterianes, na Inglaterra e Pais de Ga-
les, foram por Staphylococcus aureus (4). No Canadd, entre 1978
a 1979, foram relatados 44 surtos por essa etiologia e, nos Es-
tados Unidos, de 1969 a 1973, 30% dos surtes foram por esse agen
te (5, 10, 13). Entretanto, a incidéncia total de surtos de in-
toxicagdo per enterotoxina estafilocdcica, nao @ conhecida, uma
vez que muitos paises ndo realizam, ou realizam incompletamente,
esse levantamento.

No Brasil, as informagdes a esse respeito sdo escassas. Entretan
to, indicagdes disponiveis revelam que as intoxicagGes estafilo-
cécicas sdo de incidéncia alta. Na cidade de S3o Paulo, esta e-
tiologia é responsdvel por 25% das DTA de origem bacteriana (6 ,
8, 10, 11, 12).

As intoxicagbes por enterotoxina estafilocdcica ocorrem por cau-
sa da produgac e liberagdo dessa toxina durante o desenvolvimen-
to do S. aureus nos produtos alimenticios. Assim, o controle das
DTA tem dois pontos critices fundamentais, quais sejam, a intro-
dugdo de células vidveis de 3. aureus no produto alimenticio e a
sua multiplicagdo, até quantidade compativel de enterctoxina es-
tafilocéecica, capaz de desencadear a doenga no comensal. Quande
0 nimero de células vidveis de cepas produtoras de enterctoxina
€ maior ou igual a 105/g ou ml do produto alimenticio, desenca-
deiam-se os sintomas de intoxicagdo por enterotoxina estafiloco-
cica no comensal.

0 S. aureus & largamente disseminade no ambiente, sendo ¢ homem
um dos seus principais reservatdrios. Por isso, é fregientemente
encontrado em ambientes onde alimentos sao manipuladeos (2), No
homem, © S. aureus pode estar presente na regido nasofaringea ,
nas maes (rachaduras, cortes, queimaduras, etc), na pele em ge-
ral e na microbiota intestinal.

Para sua multiplicagio, o 5. aureus precisa de condigdes que o
favoregam, como pH, umidade, nutrientes bdsicos e temperatura a-
dequada. Em condigdes Stimas, da origem a uma nova geracioem cer-
ca de 20 minutos. Os processos de obtengac de alimentos que pos-
sam inibir ou inativar biologicamente a cepa de S. aureus sdo as
condigdes contrdrias aquelas que favorecem a sua multiplicagae.

A inativag8o das células vidveis e da enterotoxina & diferente.
A enterotoxina é mais resistente aos agentes inativadores do que
as células vidveis.
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A termorresisténcia (1, 7, 9) é importante caracteristica dessa
enterotoxina estafxlococlra, sendo influenciada pele pH, popula-
gdo bacterlana. composigdo do meio em gue ocorre o a uecimento ,
presenga de agua, gordura, cloretos, agicares, proteinas, idade
da bactéria e temperatura otima de cresc1mentc Por isso, o co-
zimento, a pssteurlzaqao e outras formas usuais de aquecimento
dos alimentos nao inativam completamente a enterotoxina estafilo
cocica (1, 9).

Quande as células vidveis de estafilococos sao expostas a tempe-
ratura subletal, uma proporgido substancial dos sobreviventes ad-
fquire sensibilidade a meios contendo NaCl 7,5%. Lesdes fisioldgi
cas 8 célula bacteriana, que possam ser prndur:das durante esse
processo incluem perda da membrana citoplasmdtica, degradacao do
ribossoma e alteragao da capacidade celular. Essas lesges sdo re
versiveis e durante o processo de regeneragdo a atividade predo-
minante se relaciona aos ribossomas.

Em caso de isolamentc de nimeros significativos de células via-
veis de 5. aureus em produtos envolv:dos em surtos de DTA por es
se agente, pode se concluir gue ndoc ocorreu a "1nat1vagao irre-
versivel" de células presentes ou que ocorreu a intredugdo do S.
aureus apdés o tratamento de obtengae do produto alimenticio em
questdo (7).

0s dados epidemioldgicos obtidos dos surtos precisam de comple-
mentagde laboratorial para avaliagdc ampla dos surtos e suas can
sas. Esta complementacac estd baseada no tipo de enterotoxina
presente no produto, origem e procedéncia das cepas que o produ-
zem, com identificagd3o por fagotipagem das cepas isoladas, tes-
tes de sensibilidade/resisténcia a antibidticos e quimioterdpi-
cos, sorotipagem, etc (9).

A variagao de comportamento das cepas encontradas em surtos, em
relagido aos fatores usados para inativd-las tem 1mportanc1a para
a higiene de allmentos, uma vez gue a resisténcia a temperatura,
por exemplo, ndo é idéntica para todas as cepas.

0 presente levantamento teve por cbjetivo avallar a sensibilida-
defresxstenC1a aos antibidticos e quimioterdpicos, bem como a re
sisténcia térmica de cepas de $S. aureus iscladas de produtos ali
menticios envolvidos em surtos de intoxicagdo estafilocdcica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foram utilizadas cepas de 5. aureus iscladas de alimentos respon
saveis por surtas de intoxicagoes, clinica e laboratorialmente
ronflrmados, tendo como agente causal a enterotoxina estafilocd-
cica, sendo 23 cepas isoladas de alimentos e 2 cepas isoladas de
nasofaringe de manipuladores.

As cepas sdo procedentes de:

Campinas (sete) - trés de carnes, duas de bolo, uma de coxinha
e uma de salsichay

Sorocaba (sete) - cinco de bolo e duas de nasofaringe de mani-

B.CEPPA, Cyritiba, v. 10, n. 1, jan./jun.1992 25



puladores;

Ribeirdo Preto (seis) - trés de bolo, uma de carne, uma de cre
me de morango e uma de queijo;

Bauru (duas) - uma de farofa e uma de arroz;

Presidente Prudente (uma), de bolo;

Sdo José do Rio Preto (uma), de bolo;

Sdo Paulo (uma), de bolo.

2.2 Manutengao da cepa e preparo do inéculo

As cepas foram mantidas em dgar padrdc e conservadas em gela-
deira. 0s indculos foram feitos com caldo BHI e inoculados a 35°C
per 12 horas.

2.3 Teste de sensibilidade acs antibioticos e quimicterdpicos

0 método utilizado foi o de Kirby-Bauer em placas com dgar Mue-
ller-Hinton e os discos impregnados com antibidtices utilizades
foram da Laborclin.

2.4 Teste de termorresisténcia

Foi adicionado 0,5 ml de indculo em BHI, de cada amostra, em seis
tubos contendo 9 ml de leite desnatado estéril. Os tubos foram
expostos a 68°C durante O, 2, 4, 6, B e 10 minutos em banho-ma-
ria (5).

Imediatamente antes e ao final de cada tempo de exposigdo foi re
tirado um tubo para proceder-se & contagem de unidades formade-
ras de colénias (UFC) em dgar padrio, usando-se diluigdes seria-
das em sclugdo salina peptonada (SSP) a 0,1%. Todos os tubos de
leite desnatado usados na exposigdc foram mantidos a 35°C por 24
horas e 48 horas.

Apds a contagem das unidades formadoras de coldnias, procedeu-se
a semeadura por estrias em Agar Baird-Parker, incubadas a 35°C
por 48 horas, para confirmagao do 5. aureus e para verificagao
de sua possivel viabilidade, no caso dos tubos gue nio apresenta
ram formagdo de coldnias, gquando semeados em dgar padrdo (3).

3 RESULTADOS

05 resultados obtidos estdo expressos na Tabela 1, onde constam
a procedencia das cepas, os antibidtices e quimioterdpicos, suas
sensibilidade e resisténcia.

A termorresisténcia apresentada pelas cepas, esta indicada nos
Graficoz 1, 2, 3 a 4.

26 B.CEPPA, Curitiba, v. 10, n. 1, jan./jun.1992



BTOUSISTSIT 3D S

sepeisay seded 8D OISUMN.

o a o] Q o BPUTSTUWOOURS,
0 Q 0 0 Q’‘ob BUTTITORINE]L
(4] 0‘0% o] 0 (4] wrIdolsuTiL-ToZexoisue] Ing
o a [¢] a o] PUTOTAIRITY
o 0 [#] £'8 o] g BULXTWTTCY
005 0°0s 0'oot 0'SL 0°00T BUTTTOTUS]
[¢] Q 8] 4] 4] PUTCIURINIOIITH
0 0 0’001 £'8 0’02 BUTOTWEURY
o a 8] o] ] PUTOTUIRIUES
0'0s 0 0 0 [+] PUTOTWOISC
o] Q 4] Q 0 BUTOTWOII T
0 0 0 0 o] [0DTUSIUBRIOTD
o ] a o] [¥] BUTIOTEIE]
o o a o o] BUTTTOTUSCIRD)
0'0s ] 4] ] o] BUTT ToTdUY
b2 0 0 £'s 10 GOTXIPTTEN GDIOIY
SODIIYEEIOIWIND
3T HLINY

z z T 2T *S

EﬁngﬁQﬁu@aQﬁﬁﬁHﬁ WISVIIHANCGD 30 SOLNaCHEd WACH A o1ea ANED SVY4ID SWO WHDT

SOLNIAYT 3T SOUYIQSI ENsane

SOINAWITY HOd SYAVINOIZA SYONZOO 30
'S 3d SOJIdYHIALOIWIND 3 SOJILQIEILNY ¥ VIDONJLSISIH 30 WIOVINIOHId - T ¥Iddavl



GRAFICO 1 - SENSIBILIDADE TERMICA DE CEPAS DE S. aureus ISOLADAS

DE ALIMENTOS CARNEQS ENVOLVIDOS EM INTOXICAGDES EsS-
TAFILOCGCICAS

Cepa 4.. .. . .. .
Cepa S—. . .
Capa 6

UFC-S.aureus/mi

Minutos
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GRAFICO 2 - SENSIBILIDADE TERMICA DE CEPAS DE S. aureug ISOLADAS

UFC-S. aureus/mli

DE AMOSTRAS DE BOLOS ENVOLVIDOS EM_INTOXTCAGGES ES-
TAFILOCACICAS

105— Cepa 7,8,9 ...,
Cepo 10 T
Cepo 11,14 __

10" 4

G.CEPPA, Curitiba, v. 10, n. 1, jan./jun.1992 9



GRAFICO 3 - SENSIBILIDADE TERMICA DE CEPAS DE S. aureus ISOLADAS

DE AMOSTRAS DE BOLOS ENVOLVIDAS EM‘INTOXICA(;E?ES ES-
TAFILOCGCICAS

Cepo 13,16 —. _.__
Cepo 23
Cepa 24
Cepa 25

UFC~-S. aureus/ml
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GRAFICO 4 - SENSIBILIDADE TERMICA DE CEPAS DE 5. aureus ISOLADAS
DE AMOSTRAS DE DIVERSOS ALIMENTOS ENVOLVIDOS EM  IN-
TOXICAGOES ESTAFILOCOCICAS

Gapaniiy e s
Cepa |18

Capa 19
Cepa 20
Capa 200 _ElnSnal .
Capni2d oo e

UFC- S, aursus/ml

-
-
T
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4 DISCUSSAQ

As 22 cepas testadas foram agrupadas de acordo com a espécie do
predute de onde foram isoladas e apresentaram resisténcia acumu
lada da seguinte maneira: das cinco cepas isoladas de carne, u-
ma apresentou resisténcia tripla (Kanamicina, Penicilina, Tetra
ciclina); outra dupla (Penicilina, Tetraciclina) e as demais,
simples (Penicilina). Das doze cepas isoladas de bolo, trés a-
presentaram resisténcia dupla (Acide nalidixico, Penicilina) ;
{Penicilina, Kanamicina); (Penicilina, Polimixina B); seis sim-
ples (Penicilina) e as demais nao apresentaram resisténcia a ng
nhum antibidtico. A cepa de farofa apresentou resisténcia dupla
(Penicilina, Kanamicina). Os produtos de confeitaria apresenta-
ram uma cepa com resisténcia dupla (Penicilina, Sulfametoxazol-
Trimetoprim) e uma sem resisténcia. Das duas cepas de nasofarin
ge de manipuladores, uma apresentou resisténcia dupla (Ampicili
na, Penicilina) e outra simples (Fosfomicina) cenforme a Tabela
1. Observagdo: o bolo 10 e o bolo 11 foram preparados pelos ma-
nipuladeres dos quais se isolaram da nagsofaringe a cepa 1% & a
cepa 20.

Com relagdo a termorresisténcia de cepas de S. aureus, os dados
obtidos revelam que das 25 cepas iscladas de alimentos, 5 (20%)
mostraram-se vidveis imediatamente apos a exposicidc a 68°C por
10 minutos. As cepas isoladas de nasofaringe foram inibidas a-
pos exposicdo por 4 a 6 minutos. A incubagao posterior dos tu-
bos negativos revela recuperagdo de 5 (20%) cepas. Observou-se
que, com relagac as duas cepas isoladas de nasofaringe, expos-
tas a 68°C por 10 minutos nao ocorreu nenhuma recuperagic. Ape-
nas uma delas foi recuperada apds exposigdo a 68°C por 8 minu-
tos.

5 CONCLUSAQ
De acordo com os resultados obtides, pode-se concluir que:

As cepas testadas mostraram acentuada sensibilidade aos antibig
ticos e quimioterdpicos, ou seja, 18,1% sensiveis a todos os a-
gentes usados no teste, uma cepa com resisténcia tripla e sete
com resisténcia dupla. Nenhuma cepa mostrou resisténcia a Rifam
picina, Cefalotina, Carbenicilina, Nitrofurantoina, Vancomici-
na, Eritromicina, Gentamicina e Cloranfenicol, tendos a maioria
apresentado resisténcia a Penicilina.

0 teste de sensibilidade/resisténcia das cepas produtoras de en
terotoxina ndo € um marcador epidemioldgico significative, poisg
ndo mostra padrio de resistencia aos antibidtices e quimiotera-
pPicos testados. Entretanto, pelo resultado obtido de cepa isola
da de nasofaringe do manipulador (19) pode-se dizer que a cepa
de S. aureus encontrada no bolo 11 ndo teve esta via de proce-
déncia.

Quando analisado o comportamente das cepas com relagdo a ter-
morresisténcia nota-se que estas foram injuriadas fisiologica-
mente, porém ndoc destruidas. Os resultados sugerem ainda que a
termorresistencia de cepas de S. aureus envolvidas em surtes de
intoxicagdo estafilocdcica nio & homogenea e que, em substrato
contendo leite o tratamento térmico usado pode nao ser suficien
te para sua destruicdo.
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Abgtract

Twenty-two 5. aureus strain isolated from food-borne diseases, were tested
to evaluate their thermo-resistance and antimicrobial susceptibility. Among
five strains from meat origin, one was resistant to Penicillin G, Kanamycin
and to Tetracycline; another strain was resistant to Penicillin G and to
Tetracycline and three were resistant to Penicillin G only. Analysis of
twelve strains isolated from cake demonstrated one resistant to Penicillin G
and to Malidixic acid, one resistant to Penicillin G and to Kanamycin and
another resistant to Penicillin G and to Polimyxin B. Six strains were
resistant to Penicillin G only and three were susceptible to all tested
agents. One strain isolated from farofa was resistant to Penicillin G and
to Kanamycin. Concerning the confectionary products, cne strain isolated
was resistant to Penicillin G and to Sulfamethoxazole-trimethoprim, and
another one was susceptible to all the antimicrcbials. Among two food-
handlers' nasopharynx isolated, one, strain wes resistant to Ampicillin and
to Penicillin G, and the other one showed resistance to Phosphomyein, The
thermo-resistance testing of twenty-five strains showed that five of them
(20%) were viable when tested immediatly after being exposed to 68°C for
ten minutes. Recovery of five strains (20%) was achieved after incubation of
negative tubes.
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