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RESUMO

Avaliou-se a incidéncia de Staphylococcus sp. e Staphylococcus coagulase positiva
em 80 amostras de queijos de coalho artesanal e industrial, comercializados em
diversos pontos de venda em Fortaleza-Ceara, bem como a deteccdo de
enterotoxinas estafilocdcicas em queijos de coalho e nas cepas isoladas de
Staphylococcus coagulase positiva. Das 80 amostras de queijos de coalho
analisadas, 44 (55%) foram de produgao artesanal, sendo 33 (41,25%) amostras do
Ceara e 11 (13,75%) de outros estados; 13 (16,25%) industrializados com registro
do SIE e 23 (28,75%) industrializados com registro do SIF. A incidéncia de
Staphylococcus sp. nas amostras analisadas de queijos de coalho artesanais do
Ceara, de outros estados e nas amostras de queijos de coalho industriais com
registro do SIE, foi de 100%; com excecdo de apenas uma (4,35%) amostra de
queijo de coalho industrializado com registro do SIF que ndo apresentou contagem
de Staphylococcus sp. A incidéncia de amostras com Staphylococcus sp. ocorreu
em: 33 amostras artesanais do Ceara, variando de 6,0 x 10* UFC/g a 8,9 x 10’
UFC/g; em 11 amostras de queijos artesanais de outros estados, variando de 2,2 x
10° a 8,9 x 10" UFC/g; em 13 amostras de queijos industriais com SIE, variando de
2,2 x 10° a 1,9 x 10" UFC/g; em 22 amostras de queijos industriais com SIF,
variando de 9,0 x 10* a 4,3 x 10" UFC/g. Esses resultados mostram uma
porcentagem significativa (95,65%) de Staphylococcus sp. para os queijos
industrializados. No entanto, os niveis de contaminagcdo para Staphylococcus
coagulase positiva nos queijos de coalho analisados foram de: 23 (53,49%)
amostras artesanais do Ceara, com contagens entre 1,2 x 10° a 5,9 x 10’ UFC/g; 7
(16,28%) amostras artesanais de outros estados com contagens entre 6,9 x 10° a
2,6 x 10" UFC/g; 9 (20,93%) amostras para queijos industriais com SIE, com
contagens entre 4,4 x 10 a 1,7 x 10’ UFC/g; 4 (9,30%5) amostras para queijos de
coalho industriais com SIF com contagens entre 4,7 x 10° a 2,7 x 10° UFC/g. Das 43
amostras de queijos de coalho contaminados com Staphylococcus coagulase
positiva, a maioria (21 amostras) apresentou contagem entre 1 x 10%°a 1 x 10" UFC/g.
A alta incidéncia de Staphylococcus coagulase positiva colocam em risco a saude do
consumidor. Para as analises de enterotoxinas estafilococicas, foram obtidos 43
extratos das amostras de queijos de coalho contaminadas e 12 extratos de “pools”
de cepas selecionadas de Staphylococcus coagulase positiva, para serem
submetidas a deteccdo de enterotoxinas estafilococicas pelo método ELFA no
sistema VIDAS® da bioMérieux. Nao foram detectadas enterotoxinas estafilocécicas
em nenhuma das 43 amostras de queijos de coalho artesanal e industrial, apesar
das elevadas contagens de Staphylococcus coagulase positiva. Dos 12 pools de
cepas de Staphylococcus coagulase positiva submetidos a deteccdo de
enterotoxinas, somente um pool (8,33%) de cepas foi capaz de produzir
enterotoxinas estafilococicas. Esses resultados evidenciam a necessidade de
orientagcdo aos produtores com relacdo a qualidade da matéria-prima, condicoes
adequadas de higiene e manipulagéo na fabricagcao de queijo artesanal; e uma maior
atengdo e fiscalizagdo por parte dos Orgdos responsaveis, no sentido de
implementar medidas mais rigidas de controle no processamento desse produto,
incluindo Boas Praticas de Fabricagdo em toda a cadeia de producido para a
garantia da qualidade dos produtos oferecidos ao consumidor e para manutengao da
saude publica.



ABSTRACT

It was evaluated the incidence of Staphylococcus sp. and Staphylococcus positive-
coagulase in 80 samples of industrialized and artisanal “coalho” cheese
commercialized in several selling points in Fortaleza-Ceara, as well the detection of
staphylococcal enterotoxins in “coalho” cheese samples and in the isolated strains of
Staphylococcus positive-coagulase. From the 80 samples of “coalho” cheese
analysed, 44 (55%) were artisanal produced, being 33 (41,25%) samples of Ceara
and 11 (13,75%) from other states; 13 (16,25%) industrialized with State Inspection
Service (SIE) register and 23 (28,75%) industrialized with Federal Inspection Service
(SIF) register. The incidence of Staphylococcus sp. in the analyzed samples of
artisanal “coalho” cheese from Ceara, from other states and in the samples of
industrialized “coalho” cheese with SIE, was of 100%; except for one unique (4,35%)
industrialized “coalho” cheese sample with SIF register, which didn’t presented count
of Staphylococcus sp. The incidence of samples with Staphylococcus sp. occurred in:
33 Ceara artisanal samples, varying from 6,0x10* to 8,9x10” UFC/g; in 11 samples of
artisanal cheese from other states, varying from de 2,2 x 10° a 8,9 x 10" UFC/g; in 13
samples of industrialized cheese with SIE, varying from 9,0 x 10* a 4,3 x 10" UFC/g.
These results showed a significative percentage (95,65%) of Staphylococcus sp. to
the industrialized cheese. However, the contamination levels of Staphylococcus
positive-coagulase in the analyzed “coalho” cheese were of: 23 (53,49%) artisanal
Ceara cheese samples, with counts from 1,2 x 10° to 5,9 x 10’ UFC/g; 7 (16,28%)
artisanal samples from other states with counts from 6,9 x 10° to 2,6 x 10" UFC/g; 9
(20,93%) samples to the industrialized SIE register cheeses, with counts from 4,4 x
10* to 1,7 x 10" UFC/g; 4 (9,30%) samples to the industrialized “coalho” with SIF
with counts from 4,7 x 10° to 2,7 x 10° UFC/g. From the 43 samples of “coalho”
cheese contaminated with Staphylococcus positive-coagulase, the majority (21
samples) presented counts from 1 x 10° to 1 x 10" UFC/g. The high incidence of
Staphylococcus positive-coagulase puts the consumer’s health in risk. For the
staphylococcal enterotoxins analysis, there were obtained 43 extracts from the
‘coalho” cheese contaminated samples and 12 extracts of selected strain pools of
Staphylococcus positive-coagulase, to be submitted to the detection of
staphylococcal enterotoxins by the ELFA method in the VIDAS® system of
bioMérieux. Inspite the high counts of Staphylococcus positive-coagulase, no
staphylococcal enterotoxins were detected in any of the 43 samples of industrialized
and artisanal “coalho” cheese. From the 12 strains pools of Staphylococcus positive-
coagulase submitted to the detection of enterotoxins, only one strain pool (8,33%)
was able to produce staphylococcal enterotoxins. These results indicate the need to
orient the producers concerning to the raw material’'s quality, suitable hygienic
conditions and manipulation in the manufacturing of artisanal cheese; and a greater
attention and fiscalization by the responsable organs, in order to practice the
implementation of more rigid actions in the processing of this product, including Good
Manufacturing Practices in the whole production chain for the guaranty of the
products’ quality offered to the consumer and for the maintenance of the public
health.
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1 INTRODUCAO

A producdo artesanal e industrial de queijo de coalho é tradicional em
varios municipios no estado do Ceara, como também em outros estados do
Nordeste (PE, PB e RN) do Brasil. A maior parte da fabricagéo, ainda é artesanal e o
queijo é feito com leite cru. O nome queijo de coalho é derivado do fato desse
produto ser elaborado a partir da coagulagao do leite pela agdo do coalho, que é
extraido do quarto estdbmago (abomaso) de pequenos animais como, por exemplo,
cabrito, bezerro, pred, mocd, o qual é denominado coagulador ou abomasum
quando devidamente preparado (AQUINO, 1983 apud BENEVIDES, 1999).

De acordo com Burkhalter (1981) e Kalantzoupoulos (1993) citado por
ICMSF (1998), sao produzidas em todo o mundo, entre 400 a 1000 variedades de
queijos. As diferengas entre as variedades sao o resultado de modificagbes feitas em
um ou mais passos basicos da fabricagdo de queijos. Como sempre, até hoje
variagdes sao observadas para alguns tipos de queijo dependendo do fabricante, da
origem e do tipo de leite usado (ICMSF, 1998).

A fabricagao de queijo de coalho artesanal no estado do Ceara concentra-
se principalmente em industrias de pequeno e médio porte, nas regides do Vale do
Jaguaribe (Morada Nova, Russas, Jaguaribe, Jaguaretama), Inhamuns (Taua e
Crateus) e Sertdo Central (Quixada, Quixeramobim) (NASSU et al.,, 2001). Os
queijos provenientes de diferentes municipios do interior do estado chegam a
Fortaleza na maioria das vezes refrigerados, pois os mesmos sao colocados em
freezers apos a desenformagem, no local de produgédo. Durante a comercializagéao
nos pontos de vendas (mercado local) € comum a exposi¢ao do produto sobre

balcdes o dia inteiro a temperatura ambiente, somente a noite os queijos sao
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armazenados sob refrigeracdo. No dia seguinte, sao retirados novamente da
temperatura de refrigeragéo para venda sob temperatura ambiente.

No estado do Ceara, o mercado consumidor dos pequenos produtores é
principalmente, a cidade de Fortaleza onde a comercializagao é feita nas feiras,
mercados, supermercados e padarias. O numero de unidades produtoras de queijos
de coalho artesanais varia de acordo com a safra do leite, o que leva os
comerciantes a comprarem queijos artesanais de outros estados como Maranhao e
Para, de onde toda semana os queijos chegam refrigerados, em grandes
quantidades, transportados em caminhdes. Alguns alegam ainda, que a quantidade
de queijo de coalho produzida no Ceara nao é suficiente para atender o mercado
consumidor, como também os precos sdo mais elevados do que os queijos
provenientes dos outros estados.

Em alguns paises, como nos Estados Unidos, a legislacdo exige a
pasteurizagcao do leite destinado a produgao de queijo mole, no entanto se o queijo
for maturado por 60 dias, ndo € necessario. Mesmo assim, a producao de queijo de
leite cru continua em muitas partes do mundo, e em alguns casos nao inclui 60 dias
de maturacgao. A produgao de queijo que tiver sido elaborada com leite cru e com
menos de 60 dias de maturacdo, requer controle de patégenos e outros
microorganismos indesejaveis no animal, no leite durante a ordenha, na estocagem
e transporte da fazenda a producgao (ICMSF, 1998).

No Brasil, de acordo com o Regulamento Técnico de lIdentidade e
Qualidade (RTIQ) de queijos, fica excluido da obrigacdo de ser submetido a
pasteurizagdo ou outro tratamento térmico o leite higienizado que se destine a
elaboragao dos queijos submetidos a um processo de maturacédo a uma temperatura

superior aos 5°C, durante um tempo nao inferior a 60 dias (BRASIL, 1996).
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O RTIQ de queijo de coalho estabelece que o leite a ser utilizado devera
ser higienizado por meios mecéanicos adequados e submetido a pasteurizacdo ou
tratamento térmico equivalente, para assegurar fosfatase alcalina residual negativa,
combinado ou ndo com outros processos fisicos ou biolégicos que garantam a
inocuidade do produto (BRASIL, 2001b).

Atualmente o queijo de coalho tem sido fabricado a nivel industrial em
alguns estados das Regides Norte (Para), Nordeste (Ceara, Maranhdo, Paraiba,
Pernambuco, Rio Grande do Norte) e Sudeste (Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro).

De acordo com o setor de estatistica do Servico de Inspecdo Federal
(SIF) Ceara, atualmente, quatro estabelecimentos tém registro de producgéo para
queijo de coalho. A producao de queijo de coalho no estado do Ceara sob inspegéo
do SIF durante os periodos de 2003, 2004 e 2005 (até abril) foi de: 162.876 kg;
132.561kg; 45.539 kg, respectivamente (BRASIL, 2005). No entanto a producéo de
queijo de coalho, por doze estabelecimentos com registro do Servico de Inspecéao
Estadual (SIE), foi de 1628 kg até maio de 2005 (informagao verbal)'.

O RTIQ de queijo de coalho (BRASIL, 2001b) elaborado pelo MAPA,
estabelece os requisitos minimos de qualidade que devera cumprir o queijo de
coalho destinado ao consumo humano. No estado do Ceara o queijo de coalho é
produzido em industrias que seguem os requisitos minimos exigidos pela legislagao
devendo ser elaborado com leite pasteurizado. Contudo, a producdo artesanal,
usualmente, é feita a partir de leite cru sem nenhum cuidado higiénico-sanitario,
resultando num produto de qualidade microbioldgica insatisfatéria, o que pode

repercutir na saude do consumidor.

'Dados fornecidos pelo Servico de Inspecédo Estadual — SIE, Fortaleza, 2005.
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Alguns produtores, ainda fazem questdo de usar o coalho de verdade, o
chamado “livro”, que é o quarto estdbmago do animal, guardado no soro, onde todo o
dia é retirado e substituido por outro soro. Em média, a duracdo é de trés dias, e
posteriormente sera substituido por outro coalho (CARVALHO, 2003).

Segundo a Delegacia Federal da Agricultura no Ceara, o queijo de coalho
produzido de forma artesanal € um dos raros alimentos que conseguem furar a
barreira da fiscalizagdo comandada pela mesma (TARELHO, 2003).

Algumas instituicbes de ensino e pesquisas estdo em parceria através de
projetos de pesquisa, visando o desenvolvimento de tecnologias para agregar valor
e preservar a identidade de queijos regionais do Nordeste, especialmente o queijo
de coalho produzido nos estados do Ceara e Rio Grande do Norte. Os queijos teréo
um selo de qualidade, certificando sua origem sem a descaracterizagdo do produto,
ja que o mesmo é parte da identidade cultural do povo nordestino (THOMASI, 2003).

A presenca de Staphylococcus coagulase positiva em queijo de coalho
tem sido relatada em varias pesquisas (LEITE JUNIOR et al., 2000; CUNHA NETO
et al., 2002; RAPINI et al., 2002; FEITOSA et al., 2003; BORGES et al., 2003) e
pode constituir num risco a saude publica, pois algumas cepas desse microrganismo
produzem uma ou mais enterotoxinas termoresistentes que causam intoxicagao
estafilococica alimentar. Em virtude das condigdes de producado, auséncia de boas
praticas, este produto ndo apresenta seguranga alimentar a saude publica exigindo
maior atengdo por parte dos orgaos oficiais ao controle higiénico-sanitario do

produto.
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2 OBJETIVOS

- Determinar a incidéncia de Staphylococcus sp. em queijo de coalho artesanal e
industrial;

- Detectar a presenca de Staphylococcus coagulase positiva em queijo de coalho
artesanal e industrial;

- Submeter as cepas de Staphylococcus coagulase positiva isoladas de queijo de
coalho a detecgao de enterotoxinas;

- ldentificar a presenga da toxina nos queijos de coalho analisados, dos quais

foram isolados Staphylococcus coagulase positiva.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas gerais do género Staphylococcus

A primeira descrigdo do Staphylococcus aureus (S.aureus) foi feita numa
série de artigos publicados entre 1879 e 1872 por um cirurgido escocés Alexander
Ogston, como causa de algumas infec¢cbes piogénicas em humanos. Em 1882
deram o nome estafilococos (do grego: Staphyle, cacho de uvas e coccus um gréao
de baga) pelo aspecto apresentado ao observa-los ao microscépio (ADAMS; MOSS,
1997).

O género Staphylococcus tem despertado interesse entre os
microbiologistas desde os tempos de Pasteur e Koch (1880-1884). Acredita-se que a
primeira observagao registrada, associando estafilococos com intoxicagao alimentar,
foi provavelmente feita por Vaughan e Sternberg que em 1884, descreveram uma
investigacao de um importante surto da doenga em Michigan causado por queijo
contaminado por estafilococos. Entretanto, a relagao evidente dos estafilococos com
intoxicagdo alimentar, foi somente estabelecida em 1914, quando Barber
demonstrou claramente que os estafilococos eram capazes de causar uma
intoxicacao alimentar ao consumir leite procedente de uma vaca com mastite
estafilococica. Nesta época, a significancia deste trabalho n&o foi reconhecida, mas
em 1930, o papel dos estafilococos em intoxicagao alimentar foi redescoberto por
Dack e seus colegas, através de experimentos em voluntarios humanos
(ANDERSON, 1989; ICMSF, 1996; ADAMS; MOSS, 1997).

As bactérias do género Staphylococcus que pertencem a familia

Micrococaceae sao formadas por um grupo de bactérias pequenas, esféricas,
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chamadas de cocos, que dividem-se em planos diferentes e quando visualizadas ao
microscopio apresentam-se na forma de cacho de uva, possuindo didmetro variando

de 0.5 [1 1.5 ['m, ocorrendo separadamente ou em cadeias curtas, em pares e em

grupos irregulares. Sao tipicas Gram positivas, imoveis, ndo formadoras de esporos.
Sao anaerbbias facultativas, quimiorganotroficas, com maior crescimento sob
condicbes aerdbias, apresentando metabolismo fermentativo e respiratoério,
produzem catalase, reduzem nitrato a nitrito, sdo susceptiveis a lise por lisostafina,
mas nao por lisozima. Sado mesofilas apresentando temperatura com limite de
crescimento entre 7,0 a 48,0°C e uma temperatura 6tima de 35 a 37°C. O pH para
crescimento 6timo é de 6,0 a 7,0; com limites de minimo € maximo de 4,0 a 9,8

respectivamente. Atividade de agua (A,) para crescimento € de 0,83 a [1 0,99; sendo
o 6timo 0,98 a (1 0,99; e para cloreto de sodio (NaCl) o 6timo é de 0,5 a 4,0%

(Tabela 1). Usualmente crescem em 10% de NaCl e algumas estirpes sao capazes
de crescerem em concentragcdes de até 20% (HOLT et al.,, 1994; JAY, 1996;
ADAMS; MOSS, 1997).

Algumas estirpes desses microrganismos produzem uma toxina altamente
termoestavel que causa enfermidade no homem. A producdo de enterotoxinas
estafilococicas ocorre numa faixa de temperatura entre 10,0 e 45,0°C com 6timo
entre 35,0 e 40,0°C. O pH para producdo de enterotoxinas € de 5,3 a 6,8 para
enterotoxina A e para outras enterotoxinas é de 6,0 a 7,0; para atividade agua (Aa) o
intervalo é de 0,86 a 1 0,99. A concentragao 6tima para NaCl é de 0,5%. Um
aspecto de muita importancia a saude publica e para a industria de alimentos € a

termorresisténcia da toxina estafilocdcica, que resiste a 100°C por 30 minutos

(ICMSF, 1996; ADAMS; MOSS, 1997; OPAS, 2001).
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Na Tabela 1 sdo apresentados os limites de crescimento e produgao de

enterotoxinas por S.aureus.

Tabela 1 Fatores de crescimento e produgao de enterotoxinas por S.aureus

Crescimento Producéo de Enterotoxinas
Fator Otimo Intervalo Otimo Intervalo
Temperatura (°C) 35-37 7-48 35-40 10 — 45
Enterotoxina A
pH 6,0-7,0 4,0-9,8 53-6,8 4,8-9,0
outras 6,0 -7,0
NaCl 0,5-4,0% 0-20% 0,5% 0-20%
Aa 0,98 - 10,99 0,83 - 10,99 10,99 0,86 - 10,99
Atmosfera Aerdbica Aerdbica Aerdbica (5-20% Aerdbica
Anaerdbica O, dissolvido) Anaeroébica

FONTE: ADAMS; MOSS, 1997 (adaptada).

Segundo o Bergeys’s Manual of Determinative Bacteriology (HOLT et al.,
1994) o género Staphylococcus é formado por 28 espécies e 8 subespécies, das
quais trés subespécies (S. aureus subespécie anaerobius, S. aureus subespécie
aureus, S. scheleiferii subespécie coagulans) e trés espécies (S. delphini, S.
intermedius e S. hyicus) sdo produtoras de coagulase. No entanto, Kloos e
Bannerman (1999) citado por Silva e Gandra (2004) descreveram que o0 género
Staphylococcus € composto atualmente por 32 espécies, das quais cinco sao
capazes de produzir a enzima extracelular, coagulase livre. Destas cinco espécies,
trés (S. aureus, S. intermedius, S. hyicus) foram descritas como produtoras de
enterotoxinas e associadas a surtos de intoxicacdo alimentar em humanos e sao
denominadas de estafilococos coagulase positiva, sendo o S. aureus, a espécie
predominante em casos e surtos de intoxicagcao alimentar. Além disso, estas trés
especies apresentam outras semelhangas, como a capacidade de produzir a enzima

termonuclease (JAY, 1992; SILVA; GANDRA, 2004).
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O grupo de estafilococos coagulase positiva € o0 mais importantes pelas
seguintes razdes: primeiro, porque sua presenga em alimentos processados pode
indicar deficiéncia de processamento ou condicbes inadequadas do processo;
segundo, porque suas enterotoxinas, uma vez presentes no alimento, poderao
causar intoxicagao alimentar (SILVA; GANDRA, 2004).

Segundo Kloos (1990) citado por Pereira et al. (2000) os estafilococos sao
organismos ubiquos e estdo amplamente distribuidos na natureza, na qual o maior
habitat inclui a pele, suas glandulas e membranas mucosas de mamiferos e
passaros. Esporadicamente, foram encontrados no solo, particulas de poeira e ar,
sedimentos marinhos, aguas frescas, esgoto, superficie de plantas, carne, leite e
seus derivados e outros alimentos. Sendo o Staphylococcus resistente a secagem,
pode colonizar equipamento de processamento de alimentos que seja de dificil
higienizagcdo, nas superficies expostas aos ambientes. No entanto, Jablonski e
Bohach (2001) relataram que os humanos sao o0s principais reservatorios de
estafilococos, onde sdo encontrados em diferentes regides do corpo como garganta,
faringe, glandulas mamarias e trato intestinal e urinario.

Individuos colonizados sdo portadores de Staphylococcus para outros
individuos e para o alimento. A disseminacdo de S.aureus entre humanos e de
humanos para alimentos pode ocorrer por contaminacédo direta, indiretamente por
fragmentos de pele, ou através de goticulas do trato respiratério. A primeira das
dificuldades associadas com controle de intoxicagao alimentar estafilocécica € o
grande numero de reservatérios humano e animal (JABLONSKI; BOHACH, 2001).

Além do homem, a maioria dos animais domésticos também é portadora

ou apresenta-se contaminada pela bactéria. Exemplo tipico € a mastite estafilocdcica
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do gado leiteiro. Caso o leite contaminado seja consumido ou utilizado na fabricagéo
de queijos, podera ocorrer intoxicagao estafilococica (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Os estafilococos sao facilmente destruidos por cozimento, ao contrario
das toxinas produzidas por eles que permanecem intactas. Intoxicacdes alimentares
causadas por estafilococos ocorrem geralmente quando um alimento cozido é
contaminado pelo manipulador e mantido sob condigdes de calor (20 — 40°C) por
varias horas. Laticinios, carnes cozidas (particularmente o hamburguer), crustaceos
e outros pratos preparados bem antes do consumo sdo normalmente passiveis de
contaminagdo. Produtos como queijos e salames podem também sofrer uma
fermentacao inadequada, permitindo que os estafilococos crescam e produzam

toxinas durante a maturacgao (ICMSF, 1996).

3.2 Enterotoxinas estafiloc6cicas

De acordo com Bergdoll (1972) citado por Oliveira (1999), alguns
estafilococos possuem a capacidade de produzir enterotoxinas, quando inoculados
em meio de cultura laboratorial e também em varios alimentos. As enterotoxinas
quando ingeridas pelo homem, podem provocar uma sindrome gastroentérica.

Segundo Jablonski e Bohach (2001), o S. aureus pode apresentar
multiplas enterotoxinas com pesos moleculares semelhantes como também
propriedades bioldgicas e fisico-quimicas. As enterotoxinas estafilococicas sao
proteinas de baixo peso molecular (26000 a 34000 Da), de cadeias simples,
constituidas de uma cadeia contendo quantidades relativamente grandes de lisina,

tirosina, acido aspartico e acido glutamico, e caracterizada por conter somente dois
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residuos de cisteina e um ou dois residuos de triptofano. Sdo soluveis em agua e
solugdes salinas (ICMSF, 1996).

Maiores avancgos na caracterizacdo de enterotoxinas estafilococicas foram
feitos aproximadamente duas décadas apds Dack e seus colegas associarem
intoxicacgao estafilocécica alimentar com uma exotoxina. Bergdoll e colegas foram os
primeiros investigadores a produzirem preparagbes purificadas de enterotoxinas
estafilococicas e desenvolverem antisoro especifico (JABLONSKI; BOHACH, 2001).

De acordo com Betley et al., em 1990 foi formado um comité para
estabelecer uma nomenclatura alfabética para a classificacdo das enterotoxinas
estafilocécicas que é usada ainda hoje. Baseado nesta nomenclatura, as
enterotoxinas sao designadas com uma letra do alfabeto na ordem de sua
descoberta (apud JABLONSKI; BOHACH, 2001).

Segundo Le Loir, Baron e Gautier (2003) 14 tipos antigénicos de
enterotoxinas de estafilococos sdo reconhecidos atualmente: SEA, SEB, SEC;,
SEC,, SECs, SED, SEE, SEG, SEH, SEl, SEJ, SEM, SEN, SEO. Séo altamente
estaveis a temperaturas elevadas e resistem a maior parte das enzimas
proteoliticas, tais como pepsina ou tripsina, podendo manter sua atividade no trato
digestorio, mesmo apds a ingestao. A composigao de aminoacidos das enterotoxinas
SEA, SED e SEE é similar, o mesmo ocorrendo entre a SEB e a SEC.

Além das enterotoxinas classicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) existe
uma toxina previamente designada enterotoxina F, que € atualmente conhecida
como responsavel pela sindrome do choque toxico (TSST-1) e ndo por enterite
(FORSYTHE, 2002).

De acordo com Bergdoll (1983) citado por Le Loir, Baron e Gautier (2003),

as enterotoxinas estafilococicas sdo também altamente resistentes ao calor, sendo
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mais termotolerantes quando presentes nos géneros alimenticios do que em culturas
de laboratorio.

Conforme ICMSF (1996) a maioria dos surtos de intoxicagdo alimentar
envolve as enterotoxinas “SEA” e “SED”, que sao formadas em alimentos dentro de
uma maior faixa de pH, Aa e potencial de oxidagdao que as enterotoxinas “SEB” e
“‘SEC”. Biotipos humanos de S. aureus produzem enterotoxinas mais
frequentemente do que aves e outros biotipos animais.

Os surtos sdao geralmente ocasionados por alimentos que nédo foram
mantidos em temperaturas superiores a 60°C ou refrigerados a temperaturas
inferiores a 7,2°C (ADAMS; MOSS, 1997; FORSYTHE, 2002).

Muitos fatores contribuem para a probabilidade de desenvolvimento de
sintomas de intoxicagcdo estafilocécica alimentar e sua severidade. Os mais
importantes incluem a susceptibilidade do individuo a toxina, a quantidade de
alimento contaminado ingerido e da saude geral da pessoa afetada. O tipo de toxina
também pode influenciar na probabilidade e severidade da doenca. No entanto
surtos de intoxicagao estafilocécica alimentar atribuidos a ingestdo de SEA séo
muito mais comuns. Individuos expostos a SEB apresentam sintomas muito mais
severos (JABLONSKI; BOHACH, 2001; FORSYTHE, 2002).

Varios estudos tem sido conduzidos para avaliar o potencial da
enterotoxina estafilocécica e a quantidade de toxina requerida para iniciar uma
intoxicagao estafilococica alimentar. Um nivel basal de aproximadamente 1 ng de
enterotoxina estafilocdcica por grama de alimento contaminado é suficiente para
causar sintomas associados com intoxicagao estafilococica alimentar. De acordo

com FDA, doses eficazes de enterotoxinas estafilococicas podem ser alcancadas
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quando populagdes de S.aureus chegam a 10° microrganismos por grama de
alimento contaminado (JABLONSKI; BOHACH, 2001).

Os alimentos que foram submetidos a tratamentos térmicos (destruigao
das células bacterianas), devem ser testados quanto a presenga de enterotoxinas, ja
que elas apresentam resisténcia ao calor e podem persistir no produto final
(FORSYTHE, 2002).

Apods a ingestao do alimento contendo a toxina pré-formada, o periodo de
incubacao de um surto de intoxicacao estafilocdcica geralmente é de 30 minutos a 8
horas, sendo a média de 2 a 4 horas. Os sintomas mais comuns da intoxicacao
estafilococica sao nausea, vOmito, dores abdominais e diarréia. A recuperacado é
rapida, normalmente dentro de dois dias. Podem ocorrer em casos muito graves,
dores de cabeca, dores musculares, alteragdes temporarias da pressao arterial e da

pulsacao, e colapso (ICMSF, 1996; OPAS, 2001; FORSYTHE, 2002).

3.3 Caracteristicas do queijo de coalho

O queijo de coalho ja € um queijo largamente fabricado principalmente nos
estados do nordeste do Brasil compreendendo: Pernambuco, Ceara, Rio Grande do
Norte e Paraiba. Nestes estados, o queijo de coalho se destaca entre os principais
tipos de queijos artesanais de fabricagdo e consumo comprovadamente
incorporados a cultura regional de tradigao secular, transferida através de geragdes.

Segundo estudo do SEBRAE (1998) a composi¢cao do queijo de coalho
fabricado no estado do Ceara, evidenciada foi a seguinte: O teor de umidade varia

de 35,9 a 55%, denominados de massa semidura. O teor de gordura no extrato seco



25

€ de 25 a 59,9% de gordura, sendo considerados semigordo, gordo e extra gordo. O
pH esta em torno de 4,9 a 6,0. E o teor de cloreto de sddio é de 1,5 a 3,0%.

O RTIQ (Regulamento Técnico de Identidade e qualidade de queijo de
coalho) define o Queijo de Coalho, como o queijo que se obtém por coagulagéo do
leite por meio de coalho ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou ndo pela acao de bactérias lacteas selecionadas e
comercializado normalmente com até 10 (dez) dias de fabricagdo. E classificado
como queijo de média (entre 36% e 45,9%) a alta umidade (entre 46% e 54,9%), de
massa semicozida ou cozida, apresentando um teor de gordura nos solidos totais
variavel entre 35,0% e 60%. E permitida a adicdo de condimento ao queijo desde
que seja mencionado no rétulo. O queijo devera apresentar uma consisténcia
semidura, elastica; uma textura compacta (sem olhaduras mecanicas) ou aberta com
olhaduras mecanicas; a cor € branca amarelada uniforme; o sabor brando,
ligeiramente acido e salgado; o odor ligeiramente acido de coalhada fresca; a casca
é fina e ndao muito bem definida; o formato e o peso sao variaveis. O
acondicionamento do queijo de coalho deve ser feito em embalagens apropriadas
com ou sem vacuo. E para as condicbes de conservagao e comercializacao, €&
especificado que o queijo de coalho devera ser mantido a uma temperatura néao
superior a 12°C (BRASIL, 2001b).

Andrade et al. (2005) avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas de
queijos de coalho industriais com servigo de inspec¢ao (quatro amostras) e artesanais
(quatro amostras), produzidos no estado do Ceara. Foram evidenciados valores
médios para queijos industriais e artesanais respectivamente: umidade 45,06% e
44,52% ; gordura no extrato seco 44,35% e 48,32% ; cloreto de sodio 2,43% e

3,30%; acidez 0,38% e 1,29% ; pH 6,18 e 5,83; Atividade de agua 0,97 e 0,96. Os
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autores constataram diferencas na composicdo dos queijos produzidos de forma
industrial e artesanal, confirmando a necessidade de padronizagao das tecnologias
de elaboracéo.

Quanto aos padrbées microbiolégicos do queijo de coalho, a Resolugao-
RDC N° 12 de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001a) estabelece dois niveis de
tolerancia para estafilococos coagulase positiva para queijo de coalho, em fungéo
do teor de umidade: 10° UFC/g para amostras de média (36%) e alta (46%)
umidade, e de muito alta umidade (55%, com bactérias lacticas abundantes e
viaveis). E 5 x 10° UFC/g para amostras de muito alta umidade (55%, incluindo os
queijos de coalho com umidade correspondente, e outros elaborados por
coagulagao enzimatica, sem a agao de bactérias lacticas).

No RTIQ de Queijos (BRASIL, 1996) estdo estabelecidos os requisitos
microbiolégicos de queijos. O critério de aceitagdo para estafilococos coagulase

positiva € de 10° UFC/g para queijos de média (36% [ umidade [ 46%) e de alta

umidade (46% [ 1 umidade [1 55%).

3.4 Incidéncia de Staphylococcus em leite in natura e queijo de coalho

3.4.1 Leite in natura

No leite e em produtos lacteos, o S. aureus € comumente encontrado.
Infecgbes estafilococicas na glandula mamaria do gado leiteiro representam um
reservatorio significativo de estirpes enterotoxigénicas de S. aureus. Enterotoxinas
A, B, C e D podem ser produzidas por estafilococos isolados de leite in natura

(MARSHALL, 1992).
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A principal fonte de estirpes enterotoxigénicas de S. aureus em leite, é a
mastite no ubere do rebanho leiteiro infectado, podendo assim causar surtos de
intoxicacdo alimentar estafilococica. Em casos de mastite subclinica, niveis de 10* a
10° UFC/mL sé&o relatados, e até 108 UFC/mL em caso de mastite declarada. Antes
do uso do resfriamento rapido do leite e da pasteurizacao se tornar oficial, o leite cru
foi envolvido muitas vezes em surtos de intoxicagao estafilococica. A pasteurizagao
destréi o S.aureus, mas enterotoxinas pré-formadas ndo sao destruidas por este
processo (ICMSF, 1998).

Badini et al. (1996) avaliaram 60 amostras de leite cru comercializado
clandestinamente nos municipios de Botucatu e de Sdo Manuel no estado de Sao
Paulo, provenientes de dez produtores rurais. Os resultados obtidos evidenciaram a
ocorréncia de 30 (50,0%) amostras contaminadas por cepas de estafilococos
coagulase positiva e fora dos padrdes legais estabelecidos pelo Ministério da Saude
(BRASIL, 1987).

Em Minas Gerais, Lamaita (2003c) avaliaram a frequéncia de
Staphylococcus sp. em 80 amostras de leite in natura proveniente de 80
propriedades rurais. A presencga de Staphylococcus sp. foi observada em 100% das
amostras, com contagem média variando de 1,0 x 10° a 2,5 x 10’ UFC/mL. Foi
verificada a presenga de Staphylococcus coagulase positiva e Staphylococcus

coagulase negativa, sendo S. aureus a mais frequente (34,6%).

3.4.2 Queijo de coalho

A presencga de espécies do género Staphylococcus em queijo de coalho

tem sido evidenciada em alguns estados do Nordeste, como também em outros
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estados do Brasil. O S. aureus é frequentemente encontrado em queijos e produtos
de laticinios. Varias pesquisas (Tabela 2) sobre a qualidade microbiolégica do queijo
de coalho relatam a ocorréncia de microrganismos do género Staphylococcus,

excedendo na maioria das vezes, os limites estabelecidos pela legislagéo vigente.

Tabela 2 Ocorréncia de Staphylococcus sp., S.aureus e Staphylococcus coagulase
Positiva (SCP) em queijo de coalho

Staphylococcus sp. S. aureus (UFC/g) Autores

(UFC/g) (Valor maximo detectado)

- 2.4 x10° artesanal Paiva; Cardonha, 1999

1,7 x 10* industrial

- 6,5 x 10’ Hiluy; Aratjo, 1999

- 7,8 x 10° Florentino; Martins, 1999

- 7,6 log (T? ambiente) Leite Junior et al., 2000

7,1 log (T? refrigeracgao)

- 2,0x 10° Bastos et al., 2001

- 6,5x 10’ Nascimento et al., 2001

- 2,4 x 10° (SCP) Benevides et al., 2001

- 4,3975 log Benevides; Telles, 2002
2,0 x 107 - Rapini et al., 2002

- 2,0 x 10° (SCP) Borges et al., 2003

- 1,3 x 10°(SCP) Feitosa et al., 2003
6,8 x 10° - Barbosa et al., 2004

- 1,93 log *c/ SI (SCP) Viana et al., 2004

3,28 log **s/ Sl (SCP)

* média com Servigo de Inspecao; ** média sem Servigo de Inspecéo.

Mendes et al. (1999) avaliaram a qualidade microbiolégica de 105
amostras de queijos de coalho comercializadas em Recife-PE, no periodo de agosto
de 1997 a abril de 1998 procedentes de 15 municipios. Nas amostras do municipio
A, 90% estavam fora do padréo para S. aureus, as amostras do municipio C também
apresentaram elevadas contagens de S. aureus, com indices superiores ao limite
maximo permitido (10° UFC/g).

Paiva e Cardonha (1999) pesquisaram a qualidade microbiolégica de 20
amostras de queijo de coalho, das quais, dez eram artesanais e dez industrializadas

com registro do Servigo de Inspecao Estadual (SIE), comercializadas em Natal-RN.
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Os resultados encontrados para S. aureus em queijos artesanais foram no maximo
de 2,4 x 10° UFC/g e o percentual de amostras em desacordo com os padrbes
vigentes foi de 30%. No entanto, para os queijos industrializados o valor maximo
obtido foi de 1,7 x 10* UFC/g de S. aureus, estando em desacordo com os padrées
vigentes apenas 10% das amostras.

Florentino e Martins (1999) avaliaram a qualidade microbiolégica de 40
amostras de queijo de coalho artesanal consumido no estado da Paraiba, no periodo
de junho de 1996 a janeiro de 1997. A contagem para S. aureus variou de 6,2 x 102
UFC/g a 5,9 x 10° UFC/g. Foi evidenciado que 70% das coldnias de S. aureus
isoladas, apresentaram coagulase positiva.

Em Fortaleza-Ceara, Hiluy e Araujo (1999) avaliaram a qualidade
microbiolégica de 25 amostras de queijos de coalho. A contagem de S.aureus variou

de [ 10 a 6,5 x 10" UFC/g, estando 96% das amostras analisadas com valores

acima do limite estabelecido pela legislacdo vigente e consideraram o produto
impréprio para 0 consumo.

Barreto et al. (2000) avaliaram a qualidade microbioldgica e higiénico-
sanitaria de 36 amostras de queijo de coalho de fabricagdo artesanal em algumas
regides do estado do Ceara, no periodo de abril de 1999 a maio de 2000, das quais
17 foram suspeitas de intoxicagao alimentar. Os resultados mostraram que das 36
amostras analisadas, 25 (69,40%) apresentaram indices elevados para S. aureus.
Foi destacado que os resultados sugerem condicdes precarias de higiene durante a
fabricacdo do queijo de coalho artesanal envolvendo possivelmente, local
inadequado, manuseio excessivo por parte dos manipuladores, acondicionamento e

transporte inadequado; e que esses resultados sdao compativeis com o levantamento
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de dados epidemiologicos das doengas diarréicas ocorridas nas regides onde o
queijo de coalho artesanal foi fabricado.

Borges et al. (2000) avaliaram a qualidade microbiolégica de 43 amostras
de queijos de coalho artesanal oriundas de 11 municipios pertencentes a trés

regides diferentes do estado do Ceara. As contagens de S.aureus variaram de ] 10

a 2,0 x 10° UFC/g, sendo que 73% das amostras obtidas na regido do Jaguaribe e
100% das amostras de Taua / Crateus e Quixada / Quixeramobim encontravam-se
improprias para consumo. Foi evidenciada a necessidade de orientacdo aos
produtores em relagdo a qualidade da matéria-prima, manipulagédo e higiene na
fabricacdo do queijo de coalho, e que nas condi¢cdes encontradas representa risco a
saude do consumidor.

Leite Junior et al. (2000) analisaram 18 amostras de queijo de coalho
comercializados a temperatura ambiente e sob refrigeragcdo em Campina Grande, no
periodo de abril a julho de 1995. Para as amostras de queijos de coalho
comercializados a temperatura ambiente a contagem maxima de S.aureus foi de 7,6
log de UFC/g e para as amostras comercializados a temperatura de refrigeracéo a
contagem maxima de S.aureus foi de 7,7 log de UFC/g. Foi concluido que 100% das
amostras estavam fora dos padrbes estabelecidos pela legislagao vigente (BRASIL,
1987) para S.aureus, sendo potencialmente capaz de causar intoxicagao alimentar.

Menezes et al. (2000) analisaram 50 amostras de queijos de coalho
comercializados no Ceara, provenientes de 15 municipios. Foi evidenciado que 10
(20%) amostras apresentaram S.aureus e salientado que esse produto pode causar
intoxicagao alimentar.

Bastos et al. (2001) inspecionaram uma industria produtora de queijo de

coalho no estado do Ceara, visando a implantacdo de boas praticas de fabricagao.
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Foram analisadas cinco amostras de queijo de coalho, que apresentaram para S.
aureus contagem maxima de 2,0 x 10° UFC/g, estando acima do limite estabelecido
pela legislagdo (BRASIL, 2001a).

Em Fortaleza-CE, Nascimento et al. (2001) avaliaram as condigdes
higiénico-sanitarias de 17 amostras de queijos de coalho comercializados de
diferentes produtores, no periodo de fevereiro a abril, das quais 11,76% foram
positivas para S.aureus. O resultado maximo obtido para contagem de S. aureus foi
de 6,5 x 10" UFC/g.

Benevides e Telles (2002) avaliaram as caracteristicas microbioldgicas,
de 40 amostras de queijo de coalho comercializadas na cidade de Fortaleza-CE,
onde 44,44% das amostras analisadas encontravam-se fora dos padrdes legais
vigentes para S. aureus. Foi ressaltado que os principais fatores que contribuiram
para contaminagdo com S. aureus foram as mas condi¢des gerais dos produtos
comercializados em supermercados e feiras livres, podendo associar a esses
resultados a falta de higienizagcdo no animal, ordenhador, ubere e outros fatores
levando a obtengao de matéria prima comprometida do ponto de vista microbioldgico
e sanitario e consequentemente produto de qualidade duvidosa.

Cunha Neto, Silva e Stamford (2002) analisaram trés amostras de queijos
de coalho processados e comercializados em Recife-PE, das quais duas
apresentaram contagens de Staphylococcus coagulase positiva, com contagens

variando de (1 10% a 1,5 x 10* UFC/g.

Oliveira (2002) analisou 74 amostras de queijo de coalho comercializado
em Fortaleza-CE, no periodo de 1999, 2000 e 2001, quanto a presenca de S. aureus
coagulase positiva, das quais 34 (45,95%) amostras encontravam-se satisfatorias

(menor que 5 x 10?2 UFC/g) e 40 (54,05%) insatisfatérias (maior que 5x10? UFC /g).
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Foi evidenciado que as amostras de queijos de coalho analisadas estavam
contaminadas com S. aureus coagulase positiva acima do limite estabelecido pela
legislacao vigente (5 x 10% UFC/g).

Borges et al. (2003) analisaram 43 amostras de queijos de coalho oriundos
das seis microrregides do Ceara, das quais 90,8% apresentaram estafilococos
coagulase positiva, com contagens variando de 1,0 x 10" a 2,0 x 10° UFC/g. Foi
evidenciado que apenas 2,3% das amostras encontravam-se de acordo com
padrées microbioldgicos vigentes (BRASIL, 2001a), sendo classificados como
produtos em condi¢cbées higiénico-sanitarias insatisfatérias e que nao apresentam
seguranga alimentar.

No Rio Grande do Norte, Feitosa et al. (2003) analisaram 11 amostras de
queijo de coalho oriundas de seis microrregidoes, e observaram a ocorréncia de
estafilococos coagulase positiva em 72,7% das amostras com contagens variando
de 7,0 x 10* a 1,3 x 10® UFC/g. Foi ressaltado que esses valores sdo considerados
elevados e acima do limite permitido pela legislagdo (5 x 10° UFC/g).

Em Fortaleza-CE, Picango et al. (2004) enumeraram estafilococos
coagulase positiva em 46 amostras de queijo de coalho comercializados em
diferentes bairros, onde 100% das amostras apresentaram contagens acima dos
limites estabelecidos pela legislagao vigente.

Viana et al. (2004) detectaram estafilococos coagulase positiva em 20
amostras de queijo de coalho comercializados em Feira de Santana-BA, sendo dez
amostras sem Sl (Servigo de Inspecao Estadual ou Federal) e dez com Sl. A média
dos resultados para estafilococos coagulase positiva obtidos para os queijos com Sl
foi de 1,93 log UFC/g e para queijos sem Sl foi de 3,28 log UFC/g. Foi evidenciado

que os queijos sem Sl encontravam-se com niveis de estafilococos coagulase
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positiva acima do padrao estabelecido (BRASIL, 1996), no entanto 70% das
amostras de queijos de coalho com Sl estavam de acordo com a legislacéo.

Guedes Neto et al. (2004) fizeram uma revisdo sobre a qualidade fisico-
quimica e microbiolégica de queijo de coalho e relataram que os dados
apresentados nos trabalhos da revisao comprovam a baixa qualidade fisico-quimica
e microbioldgica do produto, sendo causada nao somente pela utilizagao de leite cru
em sua producgao, mas também pela auséncia de boas praticas de fabricacao, tanto

em queijos artesanais, quanto em queijos industrializados.

3.5 Producao de enterotoxinas por espécies do género Staphylococcus

Muitas pesquisas tem sido realizadas para a avaliacdo do potencial
enterotoxigénico e de produgcdo de enterotoxinas por estirpes do género
Staphylococcus.

Sena et al. (1997) analisaram 90 amostras de queijo de coalho no periodo
de janeiro a maio de 1997, em Recife-PE. Foram identificadas 377 cepas de
Staphylococcus, assim distribuidas: 218 (57,82%) de S. aureus; 96 (25,46%) de S.
epidermidis; 41 (10,87%) de S. hyicus e 22 (5,83%) de S. intermedius. Os “pools”
das cepas foram testados quanto ao potencial de produgdo de enterotoxinas por
indugao de produgcado em condigdes laboratoriais. Foram identificados os seguintes
resultados: dos 78 “pools” de S. aureus, 48 (61,5%) produziram enterotoxina B; 10
(12,9%), toxina C e 2 (2,5%), produziram toxina D. Dos 11 “pools” de S. intermedius,
7 (63,6%), produziram toxina B e os “pools” de S. epidermidis e de S. hyicus nao

produziram enterotoxinas.



34

Brabes et al. (2000) estudaram 87 cepas de Staphylococcus spp. isoladas
a partir de leite de animais mastiticos provenientes de propriedades de Sao Paulo e
Minas Gerais. A deteccdo de enterotoxinas foi realizada através dos testes
comerciais RPLA (OXOID) e ELISA (RIDASCREEN). Das 87 cepas testadas, 16
(18%) apresentaram producdo de enterotoxinas, sendo destas, dez (62,5%)
identificadas como S. aureus, cinco (31,25%) como S. sciuri e uma (6,25%) como S.
chromogenes. Dentre as 26 toxinas produzidas, dez (38%) foram identificadas como
“SEA”, sete (27%) como “SEB”, cinco (20%) como “SEC”, duas (7,5%) como “SED” e
duas (7,5%) como “SEE”. Foi ressaltada a capacidade de producéo de enterotoxinas
apresentadas por estas cepas provenientes de animais doentes com mastite bovina,
conferindo num possivel risco a saude publica.

Em Goiania-GO, Nicolau et al. (2001) avaliaram o potencial de producgao e
tipos de enterotoxinas estafilococicas encontradas em linhagens de S. aureus e
extratos de amostras de queijo tipo mussarela. Foram analisadas 218 amostras, das
quais 127 (58,2%) apresentaram S. aureus. Das amostras positivas para S. aureus
foram isoladas 419 cepas, sendo que somente 31,5% das cepas isoladas foram
submetidas a analise do potencial de producdo de enterotoxina. Das cepas
analisadas, 13 (9,8%) apresentaram potencial para a produgdo de enterotoxinas.
Destas, oito (61,5%) produziram enterotoxina “SEA”; trés (23,1%) “SEB”; uma (7,7%)
“SEC” e uma (7,7%) “SEA + SEB”. Segundo os autores, a presenca de enterotoxinas
estafilocécicas também foi avaliada diretamente em extratos das 76 (34,8%)
amostras referidas, onde a presencga de enterotoxinas foi detectada em sete (9,8%)
das amostras, sendo que destas, cinco (71,5%) apresentaram “SEA” e duas (28,5%)

“SEB”-
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Rapini et al. (2002) avaliaram 10 amostras de queijo de coalho
comercializados em praias do Nordeste. Das dez amostras, foram isoladas 50 cepas
de Staphylococcus, sendo 46% S.aureus, 40% Staphylococcus coagulase negativa
e 14% Staphylococcus sp. Das cepas de S.aureus, 21,7% produziram SEC; 39,1%
de SEB, e 39,1% de SEB+SEC. Das cepas de Staphylococcus coagulase negativa,
55% produziram SEC, 10% SEB, 20% SEB+SEC e 5% né&o apresentaram produgéao
de toxinas; enquanto que 85,7% das cepas de Staphylococcus sp., produziram SEC
e 14,3% SEB. Nenhuma das cepas de Staphylococcus sp. apresentaram producgéo
de toxina TSST-1.

Lamaita et al. (2003a) em Minas Gerais, ao detectarem enterotoxinas
estafilococicas (SEA, SEB, SEC e SED) a partir de cepas de coagulase positiva e
negativa isoladas de 80 amostras de leite in natura refrigerado de diferentes
propriedades, verificaram maior frequiéncia de SEC e SEB, seguido de SED e SEA,
sendo o0 maior percentual de cepas enterotoxigénicas, observado a partir de
Staphylococcus coagulase negativo. Foi ressaltado que o elevado indice de
Staphylococcus coagulase negativo € preocupante, uma vez que estes
microrganismos nao sdo contemplados pela legislagao vigente.

Em Minas Gerais, Lamaita et al. (2003b) detectaram a Toxina da
Sindrome do Choque Toxico (TSST-1) a partir de cepas de Staphylococcus
coagulase positivo e negativo isoladas de 80 amostras de leite in natura em
diferentes propriedades rurais. Foi caracterizada a produgcdo da TSST-1 pela
observacado individual ou em associacdo a alguma enterotoxina. Dos “pools”
produtores de TSST-1, apenas um “pool” (7,1) produziu esta toxina isoladamente,
enquanto que 13 “pools” (92,9%) produziram TSST-1 associada a alguma

enterotoxina.
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Stamford, Silva e Cunha Neto (2004) pesquisaram em Recife-PE, a
ocorréncia de cepas de Staphylococcus spp. e a sua capacidade de produzir
enterotoxinas em leite in natura. Foram isoladas 109 cepas de Staphylococcus spp.
das quais selecionaram 43 que apresentaram reacdes de termonuclease evidentes,
e foram submetidas ao teste imunoenzimatico ELISA para a deteccdo de
enterotoxinas. Foi evidenciado que 33 (77%) amostras foram positivas, havendo um
predominio de S.aureus e observado que as espécies de Staphylococcus analisadas
apresentaram positividade para enterotoxinas em percentuais acima de 50%.

Em Belo Horizonte-MG, Lamaita et al. (2004) isolaram espécies de
Staphylococcus enterotoxigénicas em leite cru coletado de tanques de resfriamento
de propriedades leiteiras. Foi observada a producdo de enterotoxinas SEA, SEB,
SEC e SED e de TSST-1 (Toxina da Sindrome do Choque Toéxico) pelos 138 pools
de Staphylococcus sp. compostos por S. aureus, S. epidermidis, S. sciuri, S. cohnii,
S. hyicus, S. scheleiferi, S. intermedius e S. delphini, isolados de 80 amostras de
leite cru. A SEC foi a mais detectada e a TSST-1 foi produzida por 92,9% dos pools
associada a alguma enterotoxina estafilocdocica.

Brabes et al. (2004) avaliaram a capacidade de produgdo de
enterotoxinas das cepas de Staphylococcus spp. isoladas de ar ambiente,
manipuladores e de superficies de equipamentos de uma industria de laticinio em
Minas Gerais. Foram isoladas 137 cepas, das quais 116 foram identificadas e
submetidas a producéo, extracio e classificagao das enterotoxinas. Com relagao ao
teste de producdo e classificagdo de enterotoxinas, apenas dezessete (14,65%)
apresentaram producdo de enterotoxinas. Das dezessete produtoras de
enterotoxinas, nenhuma pertencia a espécie S. aureus e, treze (76,48%)

apresentaram produgdo simultdnea de quatro enterotoxinas (SEA, SEB, SEC e
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SED). Foi ressaltado que todas as cepas produtoras de enterotoxinas sado de
espécies coagulase negativa, contrariando aspectos conhecidos de patogenicidade
e de legislagao.

Em Belo Horizonte-MG, Silva, Siqueira e Dias (2005) analisaram amostras
de alimentos (queijos, bolos confeitados, produtos carneos e refeicdes prontas)
envolvidos em surtos de intoxicagéo alimentar. Das 55 amostras analisadas, 49,10%
apresentaram enterotoxinas estafilococicas, sendo a SEA a mais frequente (62,90%)
seguida da SEB (51,85) e em 55,55% das amostras, mais de uma toxina foi
encontrada.

Normanno et al. (2005) investigaram a presengca de Staphylococcus
coagulase positiva e S. aureus em varios produtos alimenticios fabricados na Italia.

Foram analisadas 3097 amostras de leite (leite in natura e pasteurizado) e derivados
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diferentes animais produziram enterotoxinas SEC ou SED. SEC foi produzida por
4,4% (7/160) dos isolados, SED foi produzida por 7,5% (12/160), e SEC e SED foi
produzida por 1,9% (3/160). Nenhum destes isolados testados produziu

enterotoxinas SEA ou SEB.

3.6 Surtos de intoxicacdo alimentar causados por Staphylococcus em

produtos lacteos

Intoxicacdo alimentar ndo € uma doenca relatada em muitos paises,
assim a sua incidéncia verdadeira é desconhecida. Muitos casos provavelmente sao
desconhecidos por causa de sua curta duragcdo; somente surtos que envolvem
grande numeros de pessoas (ex. picnics, jantares em grupos, ou instituicoes
publicas) recebem a atengdo das autoridades de saude publica. A incidéncia da
doenga em diferentes paises varia conforme a geografia e os habitos alimentares
(TRANTER, 1991).

A intoxicacdo estafilococica € uma das principais doengas transmitidas
por alimentos. No Brasil, a investigacdo de surtos e casos, com destaque ao
rastreamento da origem ou procedéncia do microrganismo, pode ser considerada
ainda recente (PEREIRA et al., 1996 apud PEREIRA et al., 1999a). As enterotoxinas
dos tipos A e D, sozinha ou associadas, estdo envolvidas com muita freqiéncia em
surtos de intoxicagao estafilocécica alimentar (ADAMS; MOSS, 1997).

Comumente, os alimentos associados a intoxicacdo sao: carnes e
produtos derivados; aves e produtos derivados do ovo; saladas de atum, frango,
batata e macarrao; produtos de panificagdo como pastéis recheados com creme,

tortas com creme e bombas de chocolate; recheios de sanduiches; leite cru e
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produtos lacteos. Geralmente os produtos que sdo muito manipulados durante a
preparacido e posteriormente sao armazenados em temperaturas inadequadas
(acima de 10°C), estdo envolvidos em surtos de intoxicagao estafilocécica (OPAS,
2001; FORSYTHE, 2002).

A Coordenacgao Geral de Vigilancia Epidemiolégica do Ministério da Saude
notificou varios surtos de doencgas transmitidas por alimentos em varias regides do
Brasil. No Estado do Ceara, em 1999 ocorreram 4 surtos, onde 181 pessoas foram
acometidas; em 2000 ocorreram 5 surtos, sendo 81 o numero de pessoas
acometidas; ja em 2001, ocorreram 2 surtos, onde 218 pessoas foram acometidas.
No ano de 2002 nenhum surto foi notificado (BRASIL, 2002).

No informe anual de surtos das doengas transmitidas por alimentos, no
ano de 2003, o Nucleo de Epidemiologia da Secretaria de Saude do Estado do
Ceara (Tabela 3), notificou 5 surtos de intoxicagdo alimentar, envolvendo 211
pessoas. Um surto foi atribuido a queijo Minas e queijo de coalho, onde onze

pessoas foram acometidas por intoxicagao estafilocécica alimentar (BRASIL, 2004).

Tabela 3 Relatos de surtos de doencas transmitidas por alimentos no estado do
Ceara em 2003

N° Data Municipio | Alimento Agente Etioldgico Local de | Enfermos
Envolvido Ocorréncia
1 | 02/01/03 | Cascavel | Macarrao c/ Salmonella ssp. Restaurante 103
carne
2 | 06/02/03 | Aquiraz - - Escola 27
3 | 29/04/03 | Fortaleza | Queijo Minas| Staphylococcus Hotel 11
e queijo de | coagulase positiva
coalho
4 | 09/07/03 | Camocim - Peixe baiacu Domicilio 02
5 | 20/11/03 | Fortaleza - Salada de verduras Hotel 68
¢/ atum
Total 211

Fonte: BRASIL, 2004.
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Segundo registros do Sistema de Informagdo para a Vigilancia das
Enfermidades Transmitidas por Alimentos na América Latina e Caribe (SIRVETA
2005), durante o periodo de 1998 a 2002, ocorreram 13 surtos de intoxicagao
estafilococica causadas por queijos no Brasil envolvendo 72 enfermos (Tabela 4).
Destes surtos, dois foram notificados no Estado do Ceara no ano de 2000,
envolvendo queijo, com quatorze pessoas enfermas, sete em cada surto. Em Cuba,

México, Nicaragua, Uruguai e Venezuela, a presenca de estafilococos produtores de

enterotoxinas em queijos, foi responsavel por 1949 enfermos (Tabela 4).

Tabela 4 Relatos de surtos de intoxicagéo estafilocécica envolvendo produtos

lacteos no periodo de 1998 a 2002.

Pais Alimento Agente Etioldgico Enfermos (n°)
Argentina Leite pasteurizado S. aureus 98
Bolivia Produtos lacteos Staphylococcus sp. 1195
Brasil Leite S. aureus 07

Queijo S. aureus 58
Queijo colonial S. aureus 14
Cuba Arroz com leite S. aureus 12
Creme S. aureus 37
Mistura de sorvete S. aureus 120
Produtos lacteos S. aureus 85
Leite S. aureus 11
Doce de chocolate S. aureus 151
Queijo S. aureus 83
Queijo branco S. aureus 113
Queijo “criollo” S. aureus 44
Queijo fresco S. aureus 08
Queijo com doce de goiaba S. aureus 12
México Queijo Fresco S. aureus 06
Nicaragua Coalhada, creme S. aureus 129
Queijo Staphylococcus sp. 51
Panama Arroz com leite Staphylococcus sp. 10
Republica Leite S. aureus 916
Dominicana
Uruguai Queijo S. aureus 38
Queijo artesanal Staphylococcus 08
coagulase positiva
Venezuela Leite Staphylococcus sp. 78
Queijo Staphylococcus sp. 688
Queijo branco Staphylococcus sp. 269
Queijo “Llanero” Staphylococcus sp. 06
Total 4247

Fonte: SIRVETA, 2005.
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Sabioni, Nascimento e Pereira (1994) avaliaram a ocorréncia de surto de
intoxicacgao estafilocécica causada por queijo “Minas” em Ouro Preto-MG, em janeiro
de 1992. Neste surto, o numero de casos relatados foi onze, com trés pessoas
hospitalizadas. A contagem de S. aureus foi de 7,0 x 10° a 2,1 x 10® UFC/g, onde
93,75% das culturas de S.aureus que foram testadas eram produtoras de
enterotoxinas SEA, SEB ou SED. O queijo envolvido no surto havia sido produzido
com leite cru e comercializado pelo préprio fabricante, sem qualquer refrigeragao.

Carmo et al. (2002) relataram que no ano de 1999 em Manhagu e Passa-
quatro-MG foram notificados dois surtos de intoxicacao estafilocdcica envolvendo um
total de 378 individuos no primeiro surto, dos quais, 50 individuos ficaram doentes
depois de consumir queijo Minas. Os sintomas de intoxicagéo alimentar (diarréia,
vomito, vertigens, frios e dores de cabega) apareceram dentro de 2 horas nos
individuos que ingeriram o queijo. No segundo surto, 328 individuos foram afetados
e apresentaram sintomas de diarréia e vomito apds o consumo de leite cru. No
primeiro surto as analises do queijo Minas e do leite ndo pasteurizado mostraram
que o S. aureus estava presente na faixa de 2,4 x 10% a 2,0 x 10® UFC/g e tinha
produzido as enterotoxinas SEA, SEB e SEC. No segundo surto, a analise do leite
cru indicou a presenga de Staphylococcus coagulase negativa em contagens
excedendo 2,0 x 10® UFC/g e a producdo de enterotoxinas SEC e SED. As
enterotoxinas especificas encontradas em cada um dos dois surtos, envolveram
como fonte de contaminacdo, no primeiro surto, os manipuladores de alimentos e
para o segundo, a mastite no gado leiteiro.

Varios surtos de intoxicacdo alimentar foram relatados pela FUNED/IOM
no periodo de 1997 a 2002 no Estado de Minas Gerais envolvendo o consumo de

leite (leite cru e leite UAT) e produtos derivados (queijo canastra, queijo curado,
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queijo Minas, queijo mussarela, queijo ralado, bebida lactea e requeijao). Os
alimentos suspeitos foram encaminhados pela Vigilancia Sanitaria Estadual e/ou
Municipal, para o laboratério de Microbiologia de Alimentos e Laboratério de
Enterotoxinas da FUNED/IOM onde pesquisaram Staphylococcus sp. e producéo de
enterotoxinas. As contagens de Staphylococcus sp. nos produtos incriminados
variaram de 6,0 x 10° a 1,8 x 10°® UFC/g, e as principais enterotoxinas estafilocécicas
envolvidas nos surtos foram SEA, SEB e SEC (VERAS et al., 2003).

Em Minas Gerais, no periodo de 1995 a marco de 2001, diversos tipos de
queijos foram responsaveis por 23 surtos de intoxicagbes alimentares por
enterotoxinas estafilocdcicas, com 660 enfermos e um ébito (CARMO, 2002).

A intoxicagao estafilocdcica evolui rapida e progressivamente e pode ser
fatal. Segundo relatos da Fundacao Ezequiel Dias — FUNED, nos ultimos cinco anos,
12.820 pessoas foram intoxicadas e 17 morreram em Minas Gerais, depois de ingerir
alimentos contaminados por enterotoxina estafilococica produzida por S. aureus
(CARMO, 2002).

Silva et al. (2003) relataram que no periodo de janeiro de 2000 a julho de
2003 foram notificados e encaminhados ao Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do IOM/FUNED, 309 alimentos suspeitos de causarem 138 surtos de
doencas transmitidas por alimentos, envolvendo 2715 pessoas. Foram encontrados
Staphylococcus sp. capazes de produzirem toxinas em 39,1% das amostras
analisadas.

Segundo Le Loir, Baron e Gautier (2003), na Franga, durante o periodo de
dois anos, de 1999 a 2000, os produtos lacteos e especialmente os queijos foram

responsaveis por 32% dos casos de intoxicagao alimentar.
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3.7 Métodos analiticos na deteccdo das enterotoxinas estafilococicas

Os primeiros métodos para o ensaio de toxinas bacterianas foram
baseados em testes in vivo (animal) ou in vitro (cultura de tecido). Posteriormente,
testes imunoldgicos foram desenvolvidos baseados em técnicas semelhantes, com
difusdo em gel, mas estes testes foram considerados laboriosos e dificeis para
aplicacdo em alimentos. Os primeiros animais utilizados para o diagnéstico de
enterotoxinas estafilococicas foram, gatos (filhotes e adultos) administrados por via
intraperitoneal ou intravenosa, e macaco Rhesus (Macaca mullata), administrados
por via oral, entre outros (PIMBLEY; PATEL, 1998).

O teste de reacdo emética em macacos permanece até o presente
momento como metodologia comprobatdria para enterotoxinas desconhecidas e nao
caracterizadas, considerando-se como enterotoxinas estafilococicas todas as
substancias que, uma vez administradas intragastricamente, determinam reacéao
emética nestes animais (SURGALLA et al., 1953 apud PEREIRA et al., 1999b). As
dificuldades referentes ao emprego de macacos estédo relacionadas com custos de
manutencdo e, principalmente, com a perda de sensibilidade decorrente do
desenvolvimento de anticorpos especificos apds sucessivas administracoes
(MINOR; MARTH, 1972 apud PEREIRA et al., 1999b).

A ingestdao de 100 a 200 ng de enterotoxina pode induzir sintomas de
intoxicagcao alimentar, e alimentos envolvidos em intoxicacbes tipicamente

estafilococicas apresentaram cerca de 0.5 — 10 [Ig de toxina por 100g. Assim, a

sensibilidade de qualquer método de deteccédo de toxinas precisa ser abaixo desse

nivel, preferencialmente na faixa 0.1 — 0.2 [1g por 100g (EVENSON et al., 1998 apud

PIMBLEY; PATEL, 1998).
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3.7.1 Métodos imunoldgicos tradicionais

Ensaios imunolégicos sdo muito mais simples e mais baratos que ensaios
bioldgicos e, portanto tem sido extremamente adotados. Estes testes fundamentam-
se na capacidade do antigeno (enterotoxina) interagir com anticorpos policlonais
especificos e de titulo préoprio, permitindo a formacao de um precipitado denominado
precipitina. A unido do antigeno-anticorpo, incorporados em uma placa de agar ou
agarose, determinara o aparecimento do precipitado, que se mostra como uma
banda ou linha branca, de facil leitura e observagdo, sendo que a distancia
percorrida por esta unido é diretamente proporcional a quantidade de antigeno
presente na amostra teste. Quando os dois componentes sao dispostos,
separadamente, no suporte de agar ou agarose e se ambos se difundem um em
direcdo ao outro, a técnica € denominada imunodifusdo dupla. Por outro lado,
quando s6 o antigeno se movimenta em diregdo ao anticorpo fixo, o método é
denominado imunodifusao simples (BERGDOLL, 1990 apud PEREIRA et al., 1999b).

O procedimento imunolégico denominado “micro-slide gel double diffusion
test” (micro imunodifusdo em ladmina), no qual pequenas quantidades e reagentes
utilizados conferem sensibilidade e velocidade a reacgao, apresenta nivel de

deteccdo que se estende até 0,101g/mL. Esta técnica permite evidenciar a presenca

de enterotoxinas estafilococicas diretamente da amostra testada; entretanto,
apresenta as desvantagens de exigir uma prévia separagdo dos constituintes
soluveis e insoluveis e, finalmente cuidadosa concentracdo da amostra. Isto
aumenta muito o tempo de analise e requer pessoal especialmente capacitado para

a execugao (ANDERSON, 1989).
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A metodologia denominada “Optimum Sensitivity Plate - OSP”
(Sensibilidade Otima em Placa), proposta por Robbins et al. (1974) citado por
Anderson (1989), foi considerada adequadamente sensivel para a avaliacédo de

linhagens enterotoxigénicas. Com este método se detectam entre 0,5-1,0 [ig de

enterotoxina/mL, tem menor sensibilidade que a técnica de micro imunodifusdo em

lamina, sendo mais facil de execucao e leitura.

3.7.2 Métodos imunolégicos mais sensiveis

Considerando que um numero significativo de linhagens enterotoxigénicas
produzem enterotoxinas em pequena quantidade, muitas vezes inferior a 1ng/mL, as
enterotoxinas nao seriam, portanto, detectadas pelos métodos de imunodifusdo
citados anteriormente, e mesmo assim, seriam capazes de causar intoxicagao
alimentar (IGARASHI et al.,1986; KOKAN; BERGDOLL, 1987; EVENSON et al.,
1988 apud PEREIRA et al., 1999b).

Assim, procedimentos que possam ser aplicados aos extratos de

alimentos, permitindo niveis de deteccao abaixo de 10g/mL (préximo a 0,1-1,5

ng/mL) e portanto, de maior acuidade que o método de imunodifusdo em lamina,
vem caracterizando o perfil de métodos de maior abrangéncia que s&o compativeis
com as linhagens produtoras de enterotoxinas estafilococicas em quantidades muito
pequenas, permitindo ao mesmo tempo, entre outras vantagens, resultados em
tempo mais rapido. Entre os métodos imunoldgicos mais sensiveis para detec¢ao de
enterotoxinas estafilocécicas em fluidos sobrenadante de cultura e extratos de
alimentos, destacam-se atualmente, o método por aglutinagdo Reversa Passiva em

Latex (Reversed passive latex agglutination, RPLA) e ELISA - Enzyme Linked
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Immunosorbent Assay. Outro método também sensivel € o Radioimunoensaio
(Radioimunoassay-RIA), porém ha um grande inconveniente pelo fato de utilizar
material radioativo, representando riscos para o técnico e para o0 meio ambiente.
Com o advento do ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), as desvantagens
apresentadas pelo RIA foram sanadas, pois o ELISA é um método de execucao
simples, apresenta resultados rapidos e sensiveis, além de n&o utilizar material
radioativo (PEREIRA et al., 1999b).

Atualmente, existem seis kits de métodos rapidos disponiveis para
deteccdo de enterotoxinas estafilocécicas, sao eles: SET-RPLA (Oxoid); BOMMELI
SET-EIA (Dr. Bommeli AG); TECRA SET-VIA (Bio-Enterprises Pty Ltd);
RIDASCREEN SET (R-Biopharm GmbH); TRANSIA (Transia Dffchamb - SA) e o
VIDAS — SET (bioMérieux) (BRETT,1998). Na Tabela 5 sdo apresentadas algumas
das técnicas para a detecgao de toxinas bacterianas relatadas na literatura e em

fontes comerciais de kits baseados nestas técnicas (PIMBLEY; PATEL, 1998).

Tabela 5 Métodos imunoldgicos para toxinas bacterianas

Organismo Toxina Ensaio Método Kit Comercial Fornecedor
S. aureus A-D Aglutinagao passiva SET-RPLA (Oxoid)
reversa em latex
A-E ELISA BOMMELI SET-EIA (Dr Bommeli AG)
A-E ELISA TECRA SET-VIA (BioEnterprises Pty
Ltd)
A-E ELISA RIDASCREEN SET (R-Biopharm
GmbH)

A-E Imunoensaio TRANSIA (Transia Diffchamb-SA)
A-E ELISA Automatizado VIDAS-SET (bioMérieux)

Fonte: PIMBLEY;

0

ATEL, 1998 (Tabela 2 Modificada).

O kit SET-RPLA (Oxoid) € um teste imunoldgico que utiliza particulas de
latex para a deteccao simultadnea de enterotoxinas estafilocécicas A, B, C e D em

extratos de alimentos e culturas filtradas. Haines e Stannard (1987) apud Pimbley e
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Patel (1998) relataram reagdes nao especificas com este kit, para alguns alimentos,
por ex. queijo e pitu. Essas reagdes nao especificas podem ser reduzidas pela
adicdo de 10nm/L de hexametafosfato para o diluente (ROSE et al.,, 1989 apud
PIMBLEY; PATEL, 1998).

O teste BOMMELI SET-EIA é um ELISA fase sdélida que usa bordas
cobertas de poliestireno juntas com anticorpos das enterotoxinas estafilocécicas de
A — D. O TECRA SET-VIA Staphylococcal Enterotoxin Visual Immunoassay (Bio
Enterprises Pty Ltd, Roseville, Australia) € uma microtitulagado rapida para detectar
enterotoxinas estafilocécicas de A — E em concentragdes abaixo de 1ng/mL em
alimentos e culturas filtradas. Os resultados podem ser lidos visualmente com um
cartdo colorido ou por medida da absorbancia em 414 nm numa placa leitora. O
tempo para analise é tipicamente 3,6 — 4h para a maioria das amostras, entretanto
para alimentos termicamente processados, 21h sao requeridas, devido ao
tratamento especifico com uréia para renaturar a enterotoxina (PARKER et al., 1993
apud PIMBLEY; PATEL, 1998).

O RIDASCREEN ™ SET (R — Biopharm GmbH, Darmstadt, Germany) é
um método ELISA sanduiche, para analise qualitativa de enterotoxinas
estafilococicas de A — E, que usa anticorpos monovalentes. Na avaliacdo, o kit foi
altamente especifico, sensivel (0,2 — 0,25 ng/ml) para uma série de tipos de
alimentos contaminados artificialmente, e relativamente simples para realizar,
requerendo menos que 3h para completar o teste (PARKER et al., 1996 apud
PIMBLEY; PATEL, 1998).

O TRANSIA imunoensaio para enterotoxinas estafilococicas de A — E, é
um ensaio sanduiche baseado numa mistura de anticorpos monoclonais e

policlonais em tubo. Os resultados sdo determinados visualmente por comparacao
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com um controle positivo ou fotometricamente a 450 nm (LAPEYRE et al.,, 1996
apud PIMBLEY; PATEL, 1998).

O ensaio VIDAS® Staphylococcal Enterotoxin (SET) (bioMérieux, Marcy-
I’Etoile, France) é um imunoensaio enzima ligada fluorescente (ELFA enzime-linked
fluorescent immunoassay), para a detecgdo simultdnea de enterotoxinas
estafilocécicas A, B, Cy, Cy, Cs, D, e E em alimentos. O VIDAS® tem boa
sensibilidade para enterotoxinas A, B, D e E, mas & menos sensivel para as
enterotoxinas C com alimentos contaminados artificialmente. A sensibilidade de

deteccdo alcangada foi de [J 1ng/mL a 1,5 ng/mL, dependendo da toxina e do

alimento (LAPEYRE et al., 1996 apud PIMBLEY; PATEL, 1998).

O sistema VIDAS® alia a moderna automatizagdo de diferentes testes
unitarios executados simultaneamente com a metodologia ELFA (Enzyme Linked
Fluorescente Assay) (Figura 1). Este ensaio imunoldgico € similar ao ELISA,
apresentando como diferenca o substrato 4 MUP (4 Metil Umbeliferil Fosfato) que
apos ser hidrolizado pela enzima fosfatase alcalina, se transforma em umbeliferona,
emitindo fluorescéncia a 450nm, quando excitada a 370nm. A intensidade de
fluorescéncia liberada € medida, e determina o resultado. Os testes tornam-se,
portanto mais sensiveis, uma vez que a minima formacdo do hidrolizado produz
sinais de fluorescéncia detectaveis. A maior especificidade do teste ELFA é dada em
funcao do tipo de reacao realizada (sanduiche indireto, sanduiche direto, competicéao
e imunocaptura), dependendo da pesquisa realizada. A utilizagdo do sistema
depende exclusivamente do equipamento e reagentes. O equipamento mini VIDAS®
€ responsavel pela realizagdo de todas as etapas da reacdo até a leitura final
(pipetagem, lavagens e leitura). Apresenta-se dividido em dois compartimentos

independentes, onde cada um possui 6 canais que possibilitam a execugao
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simultdnea de 6 testes, sendo de 12 testes a capacidade total de execugao
simultdnea. As camaras de reagao sao compostas por ponteiras cdnicas, nas quais
estdo adsorvidos o anticorpo de captura e um cartucho composto por nove
compartimentos, nos quais estdo presentes os demais reagentes utilizados na
reacao (tampao de lavagem, conjugado e substrato). Para proceder a analise, a
amostra é colocada no primeiro compartimento do cartucho, a ponteira imerge
automaticamente na amostra sendo aspirada e refluida varias vezes, permitindo que
ocorra a reagao entre o antigeno soluvel na amostra e o anticorpo adsorvido na
ponteira. O cartucho desloca-se horizontalmente para a proxima etapa, que
corresponde ao descarte da amostra, onde foram capturados os antigenos,
mecanicamente o cartucho desloca-se e o conjugado é aspirado pela ponteira,
realizando os mesmos movimentos de aspiragao e refluxo, e o procedimento segue
0 mesmo mecanismo até a ultima etapa onde o substrato sera hidrolisado. Quanto a
revelacdo da reacdo, o 4 MUP, na presenca da enzima fosfatase alcalina, sofre
hidrélise e transforma-se em umbeliferona. O produto final é devolvido a cupula de
leitura, sofrendo excitagdo a 370nm, emitindo uma fluorescéncia a 450nm, cuja
intensidade € captada por um sensor. O RFV (Valor Relativo de Fluorescéncia) é
calculado e convertido pelo computador em resultado final do teste. O resultado do
teste corresponde ao valor do sobrenadante dividido pelo valor de fluorescéncia

relativo padrédo ou RFV. Qualquer resultado com leitura 1 0,13 é considerado

negativo (OLIVEIRA, 1999).
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Figura 1 Representagao esquematica do método ELFA no sistema mini VIDAS®
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Na Tabela 6 estido demonstradas detalhadamente as eficiéncias dos kits

comerciais para deteccao de enterotoxinas de S.aureus.

Tabela 6 Kits para deteccéo de enterotoxinas de S.aureus

BOMMELI |RIDASCREEN | TECRA | TRANSIA RPLA- VIDAS
SET

Toxinas A-D (H¥) A-E A-E A-E A-D (E¥) A-E
detectadas
Toxinas sim sim sim sim sim sim
diferenciadas
Sensibilidade Alta Alta Média Média Baixa Média
Especificidade Alta Alta Baixa Baixa Alta Média
Controles -, 1gG +, -, 1gG +, - +, - +, -, 19G +, -
Tamanho da (120 mL 0,7 mL 0,2 mL 0,5mL 0,2 mL 0,5mL
amostra
Duracao do 24h 3h 4,5h 1,5-2h 16h 1,5h
teste
Duracéao da 4-8h 2h 0,5-24h 2h 0,5h 0,5-2h
extracao
Complexidade Alta Média Média Média Baixa Automa-
do teste tizado
Complexidade Alta Média Média/ Média Baixa Baixa
da extracao Alta
Resultados Nao Nao Sim ou

subjetivos
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um teste qualitativo automatizado no sistema VIDAS, que permite a detecgcédo das
enterotoxinas estafilococicas nos produtos alimentares pela técnicas ELFA (Enzyme
Linked Fluorescente Assay).

No kit VIDAS® Staph Enterotoxin Il (SET 2), anticorpos monoclonais
complementares e anticorpos policlonais dirigidos para diferentes sitios antigénicos
de enterotoxinas A, B, C, D e E sdo usados para otimizar a captura e detecgdo. O
tratamento que remove o fragmento Fc aderido ao anticorpo enzima conjugada,
aumenta significativamente a performance do kit. A remog¢éo do fragmento Fc reduz
possivel interferéncia com matrizes do alimento e outra bactéria que tenha o
potencial de gerar falsos sinais. Isto resulta em melhor especificidade. A liberagéo de
dois pequenos fragmentos Fab’ otimiza o posicionamento do anticorpo e favorece o
reconhecimento do antigeno, o que resulta em melhor sensibilidade (bioMérieux,
2003).

Wienke (1991) citado por Pimbley e Patel (1998) comparou quatro kits
para testes imunoldgicos para deteccdo de enterotoxinas estafilocdcicas em
alimentos e concluiu que nenhum método foi superior, embora o SET-RPLA seja
mais barato e facil para realizar. O kit BOMMELI SET-EIA foi comparado com outros
trés kits comerciais, sendo o mais sensivel para deteccdo de enterotoxinas
estafilococicas em alimentos envolvidos em surtos de intoxicacdo alimentar. O kit
BOMMELI SET-EIA detectou enterotoxinas em 14 de 18 alimentos, comparados com
9 para o teste RPLA e 10 para o TRANSIA ELISA, tendo o maior tempo de teste
(24h).

Técnicas baseadas em pesquisa com acidos nucléicos e amplificagao
PCR tem sido descritas, mas estas nao estdo comercialmente disponiveis (WILSON

et al.,, 1991; JAULHAC et al., 1991; apud PIMBLEY; PATEL, 1998).
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Vernozy-Rozand et al. (2004) compararam trés métodos imunolégicos
comercialmente disponiveis para a detec¢cao de enterotoxinas estafilocécicas em
alimentos, dos quais dois sistemas de deteccdo automatica: VIDAS® SET
(bioMérieux), VIDAS® Staph enterotoxin (SET2) (bioMérieux); e um método ELISA,
TRANSIA Staphylococcal Enterotoxins (Diffchamb-AS). Diferentes quantidades de
enterotoxinas estafilocdcicas purificadas (A, B, C,, D e E) foram adicionadas aos
alimentos. Foi evidenciado que a nova geragao de kit do sistema VIDAS® Staph
enterotoxin (SET2) obteve uma melhor especificidade (100%) e sensibilidade que o
sistema VIDAS® SET (96%) e o TRANSIA Staphylococcal Enterotoxins (100%), em
produtos lacteos. Ressaltaram mais precisamente que o VIDAS® SET2, pdde

detectar [1 0.5ng/g de toxinas A e B, [ 1 ng/g de toxinas C, e E, e 1 ng/g de toxinas

DekE.

4 MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 80 amostras diferentes de varias marcas (23) de queijo
de coalho, sendo 33 amostras (12 marcas) de queijos de coalho artesanais do
Ceara, 11 amostras (2 marcas) de queijos de coalho artesanais de outros estados,
13 amostras (2 marcas) de queijos de coalho industrial sob registro do Servigco de
Inspecao Estadual (SIE) e 23 amostras de (7 marcas) de queijos de coalho industrial
sob Servico de Inspecao Federal (SIF).

As analises foram realizadas segundo a metodologia recomendada pelo
“Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods”
(LANCETTE; BENETT, 2001), exceto para o teste de Dnase que foi determinado

segundo Anderson (1989).
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4.1 Coleta e transporte das amostras

As amostras das 23 marcas diferentes de queijo de coalho foram
coletadas mensalmente, sendo coletada mais de uma vez a mesma marca, durante
sete meses nos pontos de venda (mercado, mercadinho, padarias e
supermercados), na cidade de Fortaleza-Ceara no periodo de margo a outubro de
2004. Quando a marca coletada n&o estava disponivel nos pontos de
comercializagdo, outra marca de queijo de coalho era adquirida para analise. Estas
amostras foram transportadas em caixas isotérmicas ao Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Ceara para o Laboratério de
Microbiologia de alimentos onde foram realizadas as pesquisas para Staphylococcus

sp. e Staphylococcus coagulase positiva.

4.2 Preparo das amostras e diluicdes

Foram utilizadas unidades analiticas de 25g de cada amostra, retirada
assepticamente e transferida para frascos contendo 225mL de solugcdo salina
peptonada como diluente. Em seguida as amostras foram homogeneizadas por 60

segundos e submetidas as diluicdes subseqiientes até 107°.

4.3 Isolamento

De cada uma das diluicdes das amostras de queijos examinadas, foram

transferidas uma aliquota de 0,3 mL; 0,3 mL e 0,4 mL para a superficie de trés

placas de Agar Baird-Parker, previamente preparadas e secas. Em seguida, o
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in6culo foi espalhado por toda a superficie do meio, com o auxilio de algca de
Drigalsky, até todo o inéculo ter sido absorvido. Apds secarem completamente, as
placas foram invertidas e incubadas a 35°C por 48 horas. Apds a incubacéo, foi
efetuada a contagem do numero de colbnias presuntivas. Selecionou-se placas com
contagens entre 20 e 200 colbnias e contadas as colOnias tipicas e atipicas de
Staphylococcus sp. Os numeros de coldnias contados foram multiplicados pelo valor
da diluigdo correspondente as placas de contagens, obtendo-se assim o valor da

contagem presuntiva de Staphylococcus sp. por grama de queijo analisado.

4.4 |dentificacdo

Foram selecionadas cinco col6nias tipicas (coldnias circulares, pretas,
pequenas no maximo 1,5mm em diametro, lisas, convexas, com bordas perfeitas,
massa de células esbranquicadas nas bordas, rodeadas por uma zona opaca e/ou
um halo transparente se estendendo para além da zona opaca) e/ou atipicas

(colbnias cinzentas, sem um ou ambos os halos tipicos) de Staphylococcus.

4.4.1 Crescimento em agar inclinado

Cada colbnia selecionada em agar Baird-Parker foi inoculada por estria em

um tubo com agar peptona de caseina de farinha de soja (TSA) inclinado e incubado

a 35°C por 24 horas.
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4.4.2 Coloracado de Gram

A partir da cultura em TSA inclinado, foi preparado um esfregaco para
coloracéo de Gram e observada ao microscopio a presenga de bactérias do género

Staphylococcus, ou seja, na forma de cocos gram positivos.

4.4.3 Teste de coagulase

A partir do agar TSA; cada uma das cinco colbnias de Staphylococcus sp.
foram transferidas para caldo infusdo cérebro coragao (BHI) e incubadas a 35°C por
24horas. Apo6s crescimento, foram transferidos 0,2 mL da cultura obtida em BHI,
para um tubo de 10x100mm, em seguida foram adicionados 0,5 mL de Coagulase
Plasma-EDTA (plasma de coelho com EDTA) e misturadas com movimentos de
rotacdo, sem agitar os tubos, para nao interferir na coagulagdo. Os tubos foram
incubados em banho-maria a 37°C e observados a cada uma hora, se houve

formagao de coagulo. Formagéao de coagulo 3[1 ou 4[] (Figura 2) foram consideradas

reagdes positivas para Staphylococcus coagulase positiva (LANCETTE; BENETT,

2001).
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Ndmero do tubo

Negativa Positiva
Intensidade da reacgédo (grau de coagulagao)
Fonte: CANADA, 2000.

Figura 2 — Reacéao do teste de coagulase para cepas de Staphylococcus sp.

4.4 4 Teste de Dnase

Cada uma das cepas isoladas em TSA foram inoculadas em agar Dnase e
incubadas a 35°C por 24 horas. Apds o crescimento das col6nias, foram vertidos
sobre cada uma, algumas gotas de solugao de HCI 5 mol/L. Apds alguns minutos,
observou-se se houve a reagao, que consiste na aparicdo de um halo transparente
ao redor das mesmas, 0 que indica que o microrganismo liberou Dnase. Foi
inoculada também em agar Dnase, uma cepa padrao de S. aureus ATCC 12600
para controle positivo e uma cepa padrao de S. epidermidis ATCC 12228 para

controle negativo.

4 .45 Teste de catalase

Foi realizado a partir da cultura de TSA em placa, onde foi adicionado 1,0

mL da solucao de perdxido de hidrogénio 3% (v/v) a cultura, e observado se ocorreu
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borbulhamento imediato (teste positivo) ou nao (teste negativo) (LANCETTE;

BENETT, 2001).

4.5 Célculo dos resultados

Foram consideradas como estafilococos coagulase positiva, todas as

culturas com reacao de coagulase de niveis 31 e 4[]. O calculo do numero de

UFC/g foi feito em fungdo do numero de coldnias tipicas contadas, diluicao inoculada

e percentagem de coldnias confirmadas (LANCETTE; BENETT, 2001).
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Figura 3 — Representagao esquematica da metodologia de preparagao da amostra e
diluicbes, isolamento e identificagcdo das cepas de Staphylococcus sp.
para amostras de queijos.
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4.6 Deteccao de enterotoxinas em queijo de coalho artesanais e industrias

Este ensaio foi realizado em 43 amostras de queijos de coalho artesanais
e industriais contaminados com Staphylococcus coagulase positiva. As amostras de
queijos analisadas, foram preparadas de acordo com o protocolo de preparagéo das
amostras do método VIDAS® Staph enterotoxin Il (SET2) da bioMérieux® para

produtos lacteos.

4.6.1 Preparo das amostras de queijos de coalho artesanais e industriais para

obtencao dos extratos para analises de enterotoxinas

Para a obtencdo dos extratos para as analises de enterotoxinas
estafilococicas, as amostras de queijos de coalho foram trituradas e
homogeneizadas. Em seguida foram pesados 25 gramas das amostras de queijos
de coalho, homogeneizadas e adicionadas 40mL de agua destilada pré-aquecida a
38°C. Apods essa etapa, procedeu-se a mistura para obter uma suspensao
homogénea, deixando-as em repouso durante 30 minutos a 18°C. Antes de serem
centrifugadas, o pH da suspenséo foi ajustado entre 3,5 e 4,0 com HCI 5 mol/L. Apos
o ajuste de pH, as suspensodes foram centrifugadas a 10.000 rpm, a temperatura de
18°C durante 15 minutos. Apds a 12 centrifugacéo o sobrenadante foi recuperado,
sendo feito o ajuste do pH entre 7,5 e 8,0 com NaOH 1 mol/L. Em seguida, uma
outra centrifugagcdo do extrato foi realizada a 10.000 rpm e a temperatura de 18°C
durante 15 minutos. Apos a 22 centrifugagdo, os extratos foram transferidos para

frascos com tampas e congelados. Os extratos congelados das amostras de queijos
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foram enviados ao Laboratério de Toxinas Microbianas da Universidade de
Campinas - UNICAMP, Sao Paulo, para realizacado do teste de enterotoxinas.

No Laboratério de Toxinas Microbianas da UNICAMP, apdés o
descongelamento dos extratos, foram pipetados 500 pL e cada aliquota do extrato
foi transferida para uma cuvete VIDAS® Staph enterotoxin Il (SET2) para efetuar o
teste. O barrete VIDAS® foi introduzido no equipamento mini VIDAS®. O aparelho foi
acionado para a realizagao automatica de todas as etapas do teste com duragao de

80 minutos.

4.7 Deteccdo de producdo de enterotoxinas em cepas de estafilococos

coagulase positivas isoladas de queijos de coalho artesanais e industriais

Foram isoladas 132 cepas de estafilococos coagulase positiva a partir das
43 amostras de queijos de coalho contaminadas com estafilococos coagulase

positiva.

4.7.1 Preparo das cepas de estafilococos coagulase positivas isoladas de queijos de
coalho artesanais e industriais, para obtencdo dos extratos para as analises de

enterotoxinas

A partir das 132 cepas de Staphylococcus coagulase positiva isoladas,
foram selecionadas 57 cepas para formagao dos doze “pools”. Cada “pool” continha
5 cepas de Staphylococcus que apresentaram positividade ao teste de coagulase e
Dnase, isoladas da mesma amostra de queijo de coalho. Os 12 “pools” de cepas

foram reativados em 3mL de caldo infusdo cérebro coragédo (BHI) enriquecido com
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1% de extrato de levedura e incubados em estufa a 35°C por 24h. Essas cepas
foram ativadas duas vezes. Apds a segunda ativagao, retirou-se uma aliquota de
2mL da cultura e transferiu-se novamente para 3mL de caldo infusdo cérebro
coracéo (BHI) enriquecido com 1% de extrato de levedura e submeteu-se a
incubacado em estufa a 37°C por 18h sob agitagao a 150 rpm. Apds a incubagao dos
doze “pools” de cepas sob agitagao, retirou-se uma aliquota de 2mL de cada inéculo
e corrigiu-se o pH antes da centrifugacéo.

Para correcao do pH de cada cultura, foram adicionadas algumas gotas de
HCI 5 mol/L até que o pH se ajustasse entre 3,5 e 4,0. O valor do pH foi verificado
com fita indicadora Merck. Apds o ajuste do pH, as suspensdes das culturas foram
levadas a centrifugagcdo a 10.000 rpm a uma temperatura de 18°C durante 15
minutos. Em seguida, recuperou-se o sobrenadante dos 12 pools e ajustou-se o pH
com solugéo de NaOH 1 mol/L até que o pH se ajustasse entre 7,5 e 8,0. O valor do
pH foi novamente verificado com fita indicadora Merck. Apds o ajuste do pH, os
extratos das culturas foram levados novamente a centrifugagdo a 10.000 rpm a uma
temperatura de 18°C durante 15 minutos. Os extratos obtidos na 22 centrifugacgéo
foram transferidos para frascos com tampas e congelados. Em seguida foram
enviados ao Laboratério de Toxinas Microbianas da Universidade de Campinas, Sao
Paulo (UNICAMP) para realizacédo do teste no aparelho Mini VIDAS® conforme

descrito no item 4.3.1.
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4.8 Resultados e interpretacdo do teste de detecgcdo de enterotoxinas

estafilococicas no aparelho mini VIDAS®

Terminado o teste (ap6s 80 minutos) os resultados foram analisados
automaticamente. O aparelho efetua duas medidas de fluorescéncia na cuvete de
leitura para cada teste. A primeira leitura corresponde ao branco da cuvete antes do
substrato entrar em contato com o cone. A segunda leitura é efetuada apods
incubacao do substrato com a enzima presente no cone. O célculo do RFV (Relative
Fluorescence Value) é o resultado da diferenga das duas medidas. Este aparece na
folha de resultados impressa pelo aparelho. O RFV obtido para cada amostra é
interpretado pelo sistema VIDAS® da seguinte maneira: Valor do teste = RFV
amostra/RFV calibrador. Estes valores testes sdo comparados com os limites

introduzidos no sistema. O quadro abaixo indica os limites e a interpretacdo dos

resultados.
Valor teste Interpretacido dos resultados
10,13 Negativo
70,13 Positivo

E impressa uma folha de resultados, na qual figuram as referéncias dos
reagentes utilizados, a data e a hora, e para cada amostra, a sua identificagéo, o
nome do teste, o RFV, o valor do teste e a interpretacdo. A amostra que apresentar
um resultado com um valor teste inferior ao valor limite, indica uma amostra que nao
contém enterotoxinas ou que contém uma concentragao de enterotoxinas inferior ao
limite de detecgcdo. Amostra que apresentar um resultado com um valor teste

superior ou igual ao valor limite indica uma amostra contaminada. Um controle
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positivo e um controle negativo esta incluido em cada embalagem do sistema
VIDAS® Staph enterotoxin Il (SET2) (bioMérieux, 2003).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas 80 amostras de queijos de coalho analisadas verificou-se que 79
(98,75%) estavam contaminadas com Staphylococcus sp. e 43 (53,75%) com

Staphylococcus coagulase positiva.

5.1 Incidéncia de Staphylococcus sp. (UFC/g) em amostras de queijos de

coalho artesanais e industriais

Das 80 amostras de queijos de coalho analisadas, 79 (98,75%) estavam
contaminadas com Staphylococcus sp. apresentando contagens com niveis
superiores a 10* UFC/g (Tabela 7). Observou-se a incidéncia de Staphylococcus sp.
em 100% das amostras analisadas de queijos de coalho artesanais do Ceara, de
outros estados e nas amostras de queijos de coalho industriais com registro do SIE.
Com excegao de apenas uma (4,35%) amostra de queijo de coalho industrializado
com registro do SIF que ndo apresentou contagem de Staphylococcus sp. Esses
resultados mostram uma porcentagem significativa (95,65%) de Staphylococcus sp.
para os queijos industrializados.

Na Tabela 7 podemos observar que das 79 amostras de queijos de coalho
contaminadas com Staphylococcus sp., 44 (55,69%) amostras foram de producdes
artesanais, sendo 33 (41,77%) do estado do Ceara com contagens variando de 6,0 x
10* UFC/g a 8,9 x 10" UFC/g e 11 (13,75%) de outros estados, variando de 2,2 x 10°

a 8,9 x 10" UFC/g; 13 (16,25%) amostras de queijo de coalho industrial com registro
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do SIE com contagens variando de 2,2 x 10° a 1,9 x 10" UFC/g e 22 (28,75%)

amostras de queijo de coalho industrial com registro do SIF com contagens variando

de 9,0 x 10* a 4,3 x 10" UFC/g.

Tabela 7 Incidéncia de Staphylococcus sp. (UFC/g) em amostras de queijos de
coalho artesanais e industriais

Amostras de Queijo de Coalho

Artesanal Industrial
Staphylococcus Ceard Outros SIE SIF
Sp. Estados
UFC/g N° % N° % Ne° % | N° %

1x10* 4 1x10° 1/33 3,03 - - - - 1/22 4,54
1x10° 4 1x10° 4/33 12,12 |2/11 18,18 |4/13 30,77 | 5/22 22,72
1x10° 4 1x10" [19/33 57,57 |5/11 4545 [6/13 46,15 [14/22 63,63
1x10" 4 1x10°% 9/33 27,27 |4/11 36,36 [3/13 23,08 | 2/22 9,09

Nas amostras de queijos de coalho artesanal e industrial verifica-se
elevada incidéncia de Staphylococcus sp. com maior numero de amostras (44)
apresentando contagens entre 1 x 10° UFC/g a 1 x 10" UFC/g (Tabela 7), inclusive
para amostras industrializadas que sao fiscalizadas por érgéos oficiais e devem
obedecer os requisitos minimos de elaboracao dos produtos, tendo a matéria-prima
(leite) obrigatoriamente pasteurizada. Os queijos que apresentam SIE e SIF tém
suas instalagdes inspecionadas por fiscais da Secretaria de Agricultura do Estado ou
por fiscais do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), enquanto
que os queijos artesanais ndo sao submetidos a inspegéo.

Considerando que a legislagéo brasileira determina que todos os queijos
elaborados a nivel industrial, devem ser fabricados com leite pasteurizado e que
esse processo € eficiente na destruigdo de estafilococos, a contaminagédo do queijo
de coalho industrializado, pode ter ocorrido nas etapas pds-processo ou pode ser

resultante de uma pasteurizagdo ndo eficiente. Apesar da mudanga na legislagao



66

brasileira quanto aos requisitos microbiolégicos para alimentos comercializados, que
exige apenas deteccao de estirpes de estafilococos coagulase positiva, inclusive em
queijo de coalho, a presenca de Staphylococcus sp. a niveis elevados (acima de 10°
UFC/g) dependendo da espécie presente, pode indicar possivel producdo de
enterotoxinas no alimento, além de condigdes higiénicas deficientes na fabricagao.

A maioria dos queijos de coalhos artesanais sao comercializados em
temperaturas inadequadas (temperatura ambiente) e somente no final do dia séo
armazenados sob refrigeragdo. Segundo a Instrugcdo Normativa N° 30 (BRASIL,
2001b) o queijo de coalho devera manter-se a uma temperatura nao superior a 12°C
durante sua conservacdo e comercializagdo. Esse limite de temperatura ndo é
eficiente, pois segundo Adams e Moss (1997) o S. aureus € capaz de produzir
toxinas entre 10 e 45°C, tendo como faixa de temperatura 6tima entre 35 a 40°C. De
acordo com FDA citado por Jablonski e Bohach (2001) doses eficazes de
enterotoxinas estafilococicas podem ser alcancadas quando as populagdes de
S.aureus sdo maiores que 10° UFC/g de alimento contaminado. Assim, controlando
fatores que afetam o crescimento de Staphylococcus, a produgédo de enterotoxinas
podera ser controlada e consequentemente, os surtos de intoxicacado estafilocdcica
alimentar.

Rapini et al. (2002) avaliaram 10 amostras de queijo de coalho
comercializados em praias do Nordeste. A contagem para Staphylococcus sp. variou
de 4,7 x 10* a 2,0 x 10" UFC/g. Foi observado que 100% das amostras
apresentaram enumeracgdo de S.aureus acima do nivel maximo permitido (10°
UFC/g) e detectado que a maioria das cepas de S.aureus, estafilococos coagulase
negativo e Staphylococcus sp., produziram enterotoxinas podendo causar riscos a

saude publica.
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Em Teresina-Pl, Barbosa et al. (2004) analisaram 19 amostras de queijos
de coalho, das quais 11% eram provenientes do Ceara. Foi detectado
Staphylococcus sp. em 100% das amostras com contagens variando de 1 x 10* a
6,8 x 10° UFC/g. Das 19 amostras analisadas, 18 (94,74%) encontravam-se acima

do padrao permitido pela legislacdo (5 x 10? UFC/g).

5.2 Incidéncia de Staphylococcus coagulase positiva em amostras de queijos

de coalho artesanais e industriais

Das 43 amostras de queijo de coalho contaminadas com Staphylococcus
coagulase positiva, 30 (69,77%) foram produzidas artesanalmente, sendo 23
(53,49%) amostras do Ceara, com contagens entre 1,2 x 10° UFC/g a 5,9 x 10’
UFC/g e 7 (16,28%) amostras artesanais de outros estados, com contagens entre
6,9 x 10° UFC/g a 2,6 x 10" UFC/g; 13 (30,23%) foram produzidas a nivel industrial,
sendo 9 (20,93%) amostras industriais com registro do Servi¢o de Inspecéo Estadual
(SIE) com contagens entre 4,4 x 10* UFC/g a 1,7 x 10" UFC/g e 4 (9,30%) amostras
industriais com registro do Servigco de Inspegado Federal (SIF) com contagens entre

4,7 x 10° UFC/g a 2,7 x 10° UFC/g.
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Tabela 8 Incidéncia de Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g) em amostras
de queijos de coalho artesanais e industriais

Amostras de Queijo de Coalho

Staphylococcus Artesanal Industrial
Coagulase Ceara Outros SIE SIF
Positivo Estados
UFCl/g N° % N° % N° % N° %

1x10* 4 1x10° 1/9 11,11

1x10° 4 1x10%° | 523 1,74 |1/7 14,28 |5/9 55,55 |1/4 25,00

1x10° 4 1x10" [12/23 52,17 |4/7 57,14 |2/9 22,22 |3/4 75,00
1 X 10 M1x10
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UFC/g de S. aureus, onde apenas 10% das amostras encontravam-se em desacordo
com os padrées microbiolégicos vigentes (BRASIL, 1997). No entanto, Hiluy e Araujo
(1999) evidenciaram que amostras de queijos de coalho apresentaram valores
superiores, com contagem maxima de 6,5 x 10’ UFC/g de S.aureus. Leite Junior et
al. (2000) em Campina Grande - PB, encontraram valores inferiores, em torno de 10°
UFC/g em queijos de coalho artesanal.

Benevides et al. (2001) pesquisaram as caracteristicas microbioldgicas de
100 amostras de queijo de coalho elaborados a partir de leite cru e leite pasteurizado
inoculado com fermento lactico selecionado, maturados sob diferentes temperaturas.
Para Staphylococcus coagulase positiva foram observadas contagens de até 2,4 x
106 UFC/g considerados os diversos tempos de analises. Foi ressaltado que apesar
de ter ocorrido redugdo no numero de colénias/g de queijo durante a maturagao,
quase todas as contagens para Staphylococcus coagulase positiva estavam acima
do limite permitido pela legislagdo (BRASIL, 2001a) evidenciando mas condi¢des do
produto.

Oliveira (2002) analisou 74 amostras de queijo de coalho comercializado
em Fortaleza-Ceara, quanto a presencga de S. aureus coagulase positiva, das quais
34 (45,95%) amostras encontravam-se satisfatérias (contagem menor que 5 x 10?
UFCI/g) e 40 (54,05%) insatisfatérias (contagem maior que 5 x 10* UFC /g).

indices elevados de estafilococos coagulase positiva, também foram
constatados por Feitosa et al. (2003), que avaliaram a qualidade do queijo de coalho
do estado do Rio Grande do Norte e observaram a ocorréncia de estafilococos
coagulase positiva em 8 (72,7 %) amostras com contagens variando de 7,0 x 10* a

1,3 x 10® UFC/g. Borges et al. (2003) relataram contagens elevadas de estafilococos
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coagulase positiva em 39 (90,8%) das 43 amostras de queijos de coalho analisadas,
com contagens variando de 1,0 x 10" a 2,9 x 10° UFC/g.

A presenca de estafilococos coagulase positiva foi detectada em 46
(100%) amostras de queijos de coalho produzidos no Ceara (PICANCO et al., 2004).

Viana et al. (2004) detectaram estafilococos coagulase positiva e outras
bactérias em 20 amostras de queijo de coalho comercializados em Feira de Santana,
Bahia, sendo dez amostras sem Sl (Servigo de Inspecao Estadual ou Federal) e dez
com Sl, os resultados obtidos indicaram que o queijo sem S| encontrava-se com
nivel de estafilococos coagulase positiva acima do padrdao estabelecido, para os
queijos com Sl, 70% das amostras estavam de acordo com a legislacao.

As elevadas contagens de Staphylococcus sp. e Staphylococcus
coagulase positiva, presentes nas amostras de queijos de coalho analisados,
indicam precarias condigbes de higiene. A contaminagdo microbiologica é
multifatorial, e pode ter sido devido a contaminagdo da matéria prima (leite) e/ou dos
ingredientes utilizados na fabricagao (coalho, cloreto de calcio e cloreto de sddio),
antes do processo de pasteurizacdo; processo de pasteurizagao deficiente;
ocorréncia de contaminacido pds-pasteurizacido, ou a pasteurizagao do leite nao foi
realizada. Esses niveis sdao preocupantes por ndo se enquadrarem nos padrdes
estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e Ministério
da Saude, cujo limite maximo permitido ¢ de 10° UFC/g (BRASIL, 1996; BRASIL,
2001a).

Devido a natureza ubiquitaria do género Staphylococcus, eliminar
completamente sua presenca no ambiente industrial € praticamente impossivel.

Entretanto a prevengao da contaminacido dos alimentos pode ser obtida através de
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medidas como um rigoroso controle da matéria-prima, processamento adequado e
implementagao de um programa de higienizagdo no ambiente industrial.

Sendo o homem o principal reservatério e a fonte de contaminagao dos
alimentos com Staphylococcus, as praticas de higiene por parte dos manipuladores
sdo muito importantes: higiene pessoal perfeita; lavagem freqliente de méaos; uso de
sabdes bactericidas; uso de toalhas descartaveis; habitos pessoais corretos (evitar
tocar o pélo, nariz e boca); evitar tossir, falar ou espirrar sobre os alimentos; evitar
fumar e mascar chicle; manter os alimentos em refrigeracéo, evitando temperaturas
elevadas. Em geral, deve evitar-se o contato direto dos alimentos com as méaos
sempre que possivel (ANDERSON, 1999).

A contaminacdo dos alimentos se da por falta de higiene pessoal e
manipulacdo inadequada de alimentos, e a incidéncia € maior para quem tem
contato direto ou indireto com individuos doentes ou ambientes hospitalares. Nos
surtos envolvendo alimentos, os manipuladores sao a principal fonte de
contaminacgao de S. aureus (OPAS, 2001).

O elevado numero de Staphylococcus coagulase positiva encontrado
nessa pesquisa poderia ser reduzido com aplicagéo efetiva da obtencao higiénica do
leite, até o produto final. A obtencdo do leite de animais ndo mastiticos é de
fundamental importancia para a obtencdo de leite com baixos indices de
Staphylococcus. Outro aspecto também de grande importancia é a aplicagdo das
Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF’s) durante a elaboragdo de queijos, visando
minimizar ou evitar a contaminacao principalmente a partir de manipuladores, que
devem ser treinados constantemente. A presencga de lavatorio com agua potavel,

detergente bactericida e toalhas de papel descartaveis na area de produgao,
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exigéncia da Resolugdo-RDC N° 275 (BRASIL, 2002), e a freqiente lavagem das
maos reduziria a contaminagao com espécies do género Staphylococcus.

A aplicagao da refrigeracdo, em temperaturas inferiores a 7°C em toda a
cadeia produtiva do leite para o controle dos microrganismos é de fundamental
importancia, ja que se evita a multiplicagdo dos mesmos e, portanto a elaboragéo de
enterotoxinas. A matéria-prima (leite) deve ser refrigerada logo ap6s a ordenha e

armazenada abaixo de 7°C, assim como o produto final (queijo de coalho).

5.3 Deteccéo de enterotoxinas estafilocdcicas em queijos de coalho artesanais

e industriais

Pode-se observar nos resultados da Tabela 9, que nao foram detectadas
enterotoxinas estafilocécicas em nenhuma das 43 amostras de queijos de coalho
artesanal e industrial analisadas. Todas as amostras apresentaram resultados com

um valor teste inferior ao valor limite (valor teste (1 0, 13, teste positivo), isto indica

que as amostras nao contém enterotoxinas estafilocécicas ou que contém uma
concentragcao de enterotoxinas inferior ao limite de detecgdo do método, apesar das
contagens de Staphylococcus coagulase positiva serem elevadas e estarem na faixa

que permite produg¢ao de enterotoxinas.



Tabela 9 Resultados da detecgao de enterotoxinas estafilocécicas através do
Método ELFA no aparelho Mini VIDAS® em amostras de queijos de coalho

artesanais e industriais
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Amostras Branco Valor Teste RFV Resultado
Al 160 0,02 79 Negativo
A2 164 0,02 80 Negativo
A3 160 0,02 77 Negativo
A4 158 0,02 79 Negativo
A5 163 0,02 80 Negativo
A6 162 0,02 83 Negativo
A7 160 0,02 79 Negativo
A8 160 0,02 75 Negativo
A9 160 0,02 99 Negativo

A10 161 0,02 84 Negativo
All 165 0,02 91 Negativo
Al2 164 0,02 92 Negativo
Al13 165 0,02 77 Negativo
Al4 164 0,03 137 Negativo
A15 161 0,02 75 Negativo
Al6 163 0,03 114 Negativo
Al7 162 0,02 107 Negativo
A18 162 0,02 87 Negativo
Al19 164 0,02 73 Negativo
A20 164 0,02 77 Negativo
A21 164 0,02 85 Negativo
A22 164 0,02 79 Negativo
A23 167 0,02 77 Negativo
A24 165 0,01 62 Negativo
A25 167 0,02 74 Negativo
A26 165 0,01 67 Negativo
A27 158 0,02 84 Negativo
A28 161 0,03 128 Negativo
A29 160 0,02 73 Negativo
A30 161 0,02 75 Negativo
A3l 161 0,02 77 Negativo
A32 161 0,02 78 Negativo
A33 156 0,02 89 Negativo
A34 161 0,02 81 Negativo
A35 164 0,02 91 Negativo
A36 163 0,02 77 Negativo
A37 162 0,02 79 Negativo
A38 161 0,01 71 Negativo
A39 159 0,02 74 Negativo
A40 162 0,02 73 Negativo
A4l 162 0,02 76 Negativo
A42 160 0,02 77 Negativo
A43 160 0,02 78 Negativo
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Rapini et al. (2002) evidenciaram a producdo de enterotoxinas
estafilocdcicas em contagens de 10* UFC/g de Staphylococcus sp. em queijos de
coalho comercializados no Nordeste do Brasil.

Em Minas Gerais, na Regiao do Serro, Pinto et al. (2004) analisaram 14
amostras de queijos de Minas artesanais e nao detectaram enterotoxinas
estafilocdcicas em contagens maxima de 1,0 x 10" UFC/g de S.aureus nos queijos
analisados.

Araujo et al. (2005) avaliaram 47 amostras de queijos Minas artesanais
produzidos na Regido de Araxa quanto a presenga de S.aureus e suas
enterotoxinas. A detecgao de enterotoxinas foi realizada pelo método do sistema
VIDAS® Staph enterotoxin (SET) (bioMérieux) e em nenhuma das amostras foram
detectadas enterotoxinas estafilococicas.

Borges et al. (2005) avaliaram ocorréncia de enterotoxinas estafilococicas
através do sistema VIDAS® Staph Enterotoxin || (bioMérieux), na linha de produgao
de queijo de coalho. Foi constatada a presenca de enterotoxinas em 20% (4/20) das
amostras analisadas (leite cru, no leite pasteurizado, na coalhada e no queijo obtido

a partir desse leite).

5.4 Deteccdo de producdo de enterotoxinas estafilocbécicas em cepas de
Staphylococcus coagulase positiva isoladas de queijos de coalho artesanais e

industriais

De acordo com a Tabela 10, dos 12 “pools” de cepas de Staphylococcus
coagulase positiva submetidos a deteccdo de enterotoxinas estafilocécicas pelo

método ELFA no sistema VIDAS®, somente um (8,33%) (“pool” 12) foi capaz de
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produzir enterotoxinas estafilocécicas, tendo resultado positivo para enterotoxinas

estafilocdcicas.

Tabela 10 Resultados da detecgao de enterotoxinas estafilocécicas através do
Método ELFA no aparelho Mini VIDAS® em cepas de Staphylococcus
coagulase positiva isoladas de queijos de coalho artesanais e industriais

Pools de Cepas Branco Valor Teste RFEV Resultado
1 161 0,02 74 Negativo
2 161 0,02 72 Negativo
3 161 0,02 77 Negativo
4 161 0,02 71 Negativo
5 160 0,01 68 Negativo
6 160 0,01 64 Negativo
7 158 0,02 89 Negativo
8 163 0,01 70 Negativo
9 160 0,06 222 Negativo

10 162 0,02 77 Negativo
11 163 0,02 74 Negativo
12 162 2,99 10720 Positivo

O “pool” de cepas que teve resultado positivo para producdo de
enterotoxinas estafilococicas foi isolado de uma amostra de queijo de coalho
artesanal, com contagem de Staphylococcus coagulase positiva de 1,7 x 10’ UFC/g
de queijo analisado.

Em Recife, Sena et al. (1997) detectaram varias enterotoxinas nos pools
de cepas isolados de queijos de coalho testados. Foram identificados os seguintes
resultados: dos 78 “pools” de S. aureus, 48 (61,5%) produziram enterotoxina B; 10
(12,9%), toxina C e 2 (2,5%), produziram toxina D. Dos 11 “pools” de S. intermedius,
7 (63,6%), produziram toxina B e os “pools” de S. epidermidis e de S. hyicus nao

produziram enterotoxinas.
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6 CONCLUSOES

Foi constatado elevado nivel de contaminagdo, com relagdo a
Staphylococcus sp. e Staphylococcus coagulase positiva, nos queijos de coalho
artesanais (sem inspecéao) e industriais (com inspec¢ao do SIE ou do SIF) analisados,
evidenciando a necessidade de uma aplicacao efetiva de boas praticas em toda a
cadeia produtiva de elaboragéo do queijo de coalho, bem como de uma avaliagéo do
sistema de fiscalizagao por parte dos 6rgaos responsaveis.

A redugao da populagao de Staphylococcus coagulase positiva em queijo
de coalho pode ser obtida através da ordenha higiénica do leite a partir de vacas sas
e aplicacao de boas praticas de fabricacdo durante todo o processo produtivo,
visando minimizar ou evitar a contaminacdo principalmente a partir de
manipuladores, que devem ser treinados constantemente.

Embora cerca de 54% dos queijos de coalho analisados estivessem
impréprios para consumo por apresentarem contaminacdo elevada com
Staphylococcus coagulase positiva, ndo foi detectada a presenga de enterotoxina
estafilocécica em nenhuma dessas amostras.

Somente um (8,33%) dos “pools” de cepas de Staphylococcus coagulase
positiva isoladas de queijo de coalho artesanal foi capaz de produzir enterotoxinas
estafilocdcicas.

E recomendavel uma revisdo nos padrées microbiolégicos para queijo de
média a alta umidade na Resolugdo-RDC N.° 12 (BRASIL, 2001a), uma vez que
uma elevada contagem de Staphylococcus coagulase positiva pode nao

corresponder a presenca de enterotoxinas estafilocdcicas.
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