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aa & St@rr;cxrats weus lob difcÍ€frÊs condiÉcs de orscimcno"

..comportamento de stryltylococcus oürsrr§ sob difEr€ntes condições de cÍ€.§cimento"

O tabalho rcalizado p[Etende avaliar o cr,escimefio &, &qhylococcru ar,rleü§, quando

submetido a diferentes condições ambicntais'

SubmeteraÍFsc &as drpes & Strytrybcocats aueus de origan alimentar, uma estirpe

de referência (ATCC) e uma estfu?e isolada de um alimento a difercntes condições de

aÍrbientris, ou seja, a três valores de pH diferentes (rH 4, 5'5 e 7), a três conccntrações

dc NaCl (O.SVo, |Vo e I 5%) c a três valores de temperurra (loc.37qc e 55qC)' de forma a

tÍaçar a su8 curya de qscimento e svaliar a §eu d€sênvolvimento e o sêu oomportamento

ao longo do tempo, t€ndo eÍn conta eúes factore§'

À curva de deseirvotvimento permite-nos observar o comportaÍn€rirto & *qlylococcus

aureus, tln contaminaÍrtÉ atimentar, quc provocâ graves intoxicaçôes, ern difcrentcs

condições ambientais de forma a podermos minimizar e prevenir o risco de contaminação

ffivés do conüolo de factores aÍ bientais favorÉveis ao seu desenvolvimcnto.

Os dados obtidos serão írteis para a selecção e pmmoç5o de regas de prwenção de

contaminâção por est€ micrcÍganisÍno, atendendo às características fisicoquímicas de

cada tipo de alimcnto, com o objectivo de rcduzir a taxl dê incidência de

alimenEres oom esta etiologis
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tíCompoÉarnemo 
dc &q@occxrtts awzus sob difcrcnres condigÚGs dG cÍ'Écimcnto"

Resumo:

Realizou-se um trabalho experimantal com o objectivo de obter informação sobre a

wolução do crescimento de Stqhylococctts oweus'

Foram uülizadas duas estirpes de Staptrylouccus aurczs, 1ma isolada a portir de rissóis

de frango e uma estirpe de rcferêncig a lÍIiCC n.2í213, ectas estirpes foram stjeitas a 3

v8lorcs de pH diferentes (que Í€pÍ€sêntam os valores de pH que é possível, ou sejs PH 4,

5,5 e '1, a 3 valores de concentração de NaCl, nomeadÜnente, O,5o/o,7o/o e l5o/o' A

EmperattJra de desenvolvimento será de 7qC, 37oC e 5fC.

Utilizaram-se dois métodos para avaliar o cÍ€scimcnto & Staphylococctts auneus, uo

longo do tcrnpo, nomeadarnente o Método Turôidímétrico c o Método dc contagem de

unidades fonnadoras de colónias (método das diluigões sucessivas)'
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t'Comportamcnto 
dc Stqwococclts o,rers sob difcrcntcs condigÜca de cÍÉcimcnto"

Canied oú expcrim€ntat woÍk in oÍder to obtsin infqnration on the evolution of the

gwtú of StaPhYlococc$ ourcus.

We used two §tr8ins of ürEus, a stsain isolatêd from a úicken patties

and one refertnce strain, ATCC N.'29213, these strains wcre subjected to 3 difter€nt pH

vatues (whffi Í€E€sent úe values of PH it iri possible, or is pH 4, 5.5 and 7, the 3 values

of NaCl llrmely, 0.5Yo, Wo and l5%. The growth tsnperatu€ is 7 qC,

37"C and 5(PC.

\ve used tw.o methods to evalust€ the growth of sqhylococcus aureus, over timg
i""ú"g the turtidimetric meÚrod and the method of counting colony forming units

(method of successive dilutions).
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ttC.omportamcrto 
d c §@qlococat arens sob difeírÍtrs condiçõ€s d€ clcccimcÚb"

Introduçno:

Hirtória:

staptrytococcut,(que signifrca cacho) foi assim chamado pela primeira vez pelo cirurgi5o

escocês, Sir Alenander Ogslon, que foi o primeiro a publicar documentos omde se

robÍ€ a pr€s€nça deste organismo no '!us", I'airado de abcessos humanos'

citarrdoqueestepodiaprovocardoerrçasgraves.Doisanosmaistarde,surgiuRoserrbach

queapósterdescritooseucrescimerrtoemculfurapura'desigrouascolóniasde
c.*ogs" de cot aluaniada,pú Staplylo@ccrts aweus' (15)

A primeira rcfer€ncia sobre a observação da relação de Staplulococcus oom as

intoxicações alimentares, foi efectuada por Vaughan e por Stemberg em 1884' Esta

investigação foi lerada a cúo depois de rcr oconido um grande suÍto da doeÍrçs

alimentar), em Michigan, depois da ingestão de um quelio' Através da

obsenração do queijo ao microscópio, os dois descobriÍam que o queijo üúa sido

contaminado por um organismo de forma esftric4 o qual designaram g mioouccus'

Em seguid* foram consumidos extracto§ desse mesmo queijo quc' oonsoqucnteÍnentt'

pÍovocarorn uma intoxicação. Foi então que conolulram quÊ a causa provável era um

v€nenoque§ede§ênvolvianoqueiiocomoresultadodaactividadevitaldosmiqococcus

ou talvez alguns outros microrganismos quê apareoerarn e que pela acção do seu prÚprio

vencnq estivessem moÍtos. (r5)

Em lgt4, Barber demonstra que após a ingestão de leite proveniente de uma vaca que

podecia de mastite e armazenâdo sem refrigeração, esse leitc provoca uma htoxicação

alimentar estsfilocócica. A import&rcia deste trabolho não foi rcconhecida Em 1930 é

que foi redescobe'lta, por Dack e por colaboradores' Mo§traram que uma culfira de

Staplryloocclu, amarela, (extaída de forma estéril) isolada a partir do cneme de um bolo

de natal, causou uma típica intoxicaçâo alimentar, em volunúrios humanos' Desde ess€

tempo rcm-se demonsEado qtrc Staphylococcus aueus é um organismo patogático e

responsável por intoxicações alimentares. Numerosos artigos ténr sido publicadc à oerca

de métodos de detec,ç,âo e isolamento deste mioorganismo e da €ntcmtoxins que €§te

produz e que ceusa intoxicações alimentares' (5) (15)

BrunadeJesus 8



.(comportamcnto & §qsuucts weüs sob difcÍ€núrs condiÉ€s de crtscimeuto"

Em lgg4, Rosenbach descreveu dois tipos & stqhylococcus tendo em conta os

pigmentos das colónias e propôs a nomenclatura adequada:

(amarelo) e Stoptyloaccas alára @ranco)' @2)

Esta últiÍnâ qá,le, Stqhylooccw albus oranco), é agora clramada stq@ococctts

epifurmidis. Embora mais de 20 espécies de Stqhylococctts sejam descritasno Berge/s

Murual (2001), as interacções do Staplrylococqu aweus e b

epi&rmidis corrt o ser humano são mais significativas' (32)

stofitylococctts ateus é considerado o segundo ou teÍcciro patógeneo mais comum e

c8u§a de grave§ suÍüos de intoxicação alimentar, §fxfro fulnonella qpp., a primeira e o

aazns esüí em conconârci a dirtr,la ca tre Clostridiutt prfi*ngezs. (32)

Nos últimos 20 anos, a taxonomia de§ta bactéria têm sofrido algumas alterações. Em

1986 apenas eram recoúecidas 19 especies, enqusnto, üé lYtS foram rcconhecidas 30

espécies. A diferenciação das es@ies é efectuada tendo em conta o esftdo do ADN e

por eshrdos imunoquímicos. (15)

Taxonomioamente, o gúrero Slqtyloaew pert€ncê à família bsctaiana

suphytocowceae, família que inclui tt€s géneros menos conhecidos' GarrQlla,

Mmtococcus e Salinicoccus- (32)

De acoÍdo corÍ- o Bergey',s Momml of sstematic Brcteriologt - 1986 a família

qusilro gátercs:

sendo o género

Plamcocclts,

Ivfrctococcts,Stomatococctts e Staphylococcus,

actualmente dividido em cerca de 42 espécies registadas no banco de dados (l3) (19)

ri?flTt§

é composta por

9Bruna de Jesus



ttcompo.tamento 
de Sraphylococcus aureus sob diferentes condições de crescimento"

Staphylococcus üureus são bactérias Gram-positivos, coagulase-positiva, com forma

esférica, e cor amarelada, que se encontram em aglomerados microscópicos, semelhantes

uvas. Estas são culturas bacteriologicas das fossas nasais e pele dos seres humanos. (32)

São imóveis, com diâmetro variando entre 0,5 a l,5pm, não formadoras de esporos

podendo aparecer de forma isolada, em pares, cadeias curtas ou em cachos (Figura I A-

B). (22)

;
A

Figura 1- Morfologia (A) e característica morfotintorial pela técnica de coloração de Gram (B)

de microrganismos pertencentes ao género Staphylococcus spp.;

Fonte: Science Photo Library Q0A7) (17) e Tortora, (2005) (21);

Diferem das espécies do género Micrococcus spp por serem oxidase-negativa,

fermentarem glicose em anaerobiose, possuírem ácido teicóico como constituinte de sua

parede celular e ADN com conteúdo bastante reduzido de GC (30 a 394/o). (22)

Os Staphylococcus oureus são anaeróbios facultativos, que crescem por respiração

aeróbia ou por fermentação, da qual resulta a produção de ácido láctico

(maioritariamente). (32)
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Comportamento de Staphylococcus aureus sob diferentes condições de crescimento"

A parede celular dos estafilococos é resistente á lisozima e sensível a lisostafina, que

cliva especificamente as pontes cruzadas de peptidoglicano com pentaglicina. (22)

Estes microrganismos são resistentes a condições severas e podem ser recuperados de

ambientes não-fisiológicos meses após a inoculação. Um dos principais patogénicos

oportunistas deste género, S. aureels, coloniza uma porção extensa da população humana.

(8)

No entanto, considera-se que Stophylococcus oureus desenvolvem-se em grandes

colónias amarelas em meios ricos, a bactéria é frequentemente hemolítica em agár

sangue. (32)

Alguns cocos estafilococos coagulase positiva, produtores de toxinas são muito

halotolerantes (toleram concentrações de NaCl entre 10% a 20Yo), e toleram também

bastante bem os nitritos (conseguindo até crescer em soluções marinadas e em superflcies

de carnes previamente temperadas (marinadas)). Tambem toleram bastante bem os

açúcares dissolvidos (de 50% a 600/o de sacarose). (12)

São fermentativos e proteolíticos e na maioria dos alimentos, geralmente, não produzem

odores repugnantes e não os convertem em alimentos desagradáveis. (12)

Figura Z:Staphylococcus aureus. (32)

Bruna de Jesus ll

,a?

.-- \

r' n
1j v

)



ttcomportamento 
de Staphylococcus aureus sob diferentes condições de crescimento"
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Staphylococcus oureus com

técnica Gram

Reino: Monera

Filo: Firmicutes

Classe: Bacilli

Ordem: Bacillales

Família: Staphylococcaceae

Género: Staplr-vlococcus

Espécie: S. aureus

Staphy lococcus o ureus'

(Rosenbach, 1884)

Figura 3: Staphylococcus aureus (l)
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lmportantes características fenotipícas de Stophylococcus aureus: (32)

0 Gram-positivas;
o "Cachos"formados por cocos;

t Anaeróbios facultativos;
. A fermentação de glicose produz principalmente ácido klctico;
t Catalase positiva;
o Coagulase positiva;
i Colónias com um tom de Amarelo dourado, em ryar;
a Flora normal dos seres humanos encontrados nas fossas nasais, pele e

membranas mucosas;
t Patogénico de humanos, provoca uma vasta gama de infecções, assim

como intoxicação alimentar e síndrome de choque tóxico;

ttcomportamento 
de Sraphylococctts aureus sob diferentes condições de crescimento"

Em contacto com as células humanas tem função destrutiva e é adquirida através de

cortes na pele, contacto com doentes e por ingestão de alimentos. (32)

Staphylococctts aureus são considerados comensais, encontra-se nas superficies dos

corpos de animais de sangue quente. As doenças que Staphylococcus aureus causa inclui

graves infecções, como a septicemia e graves intoxicações alimentares. (15)

Staphylococclts oureus é omnipresente, encontra-se nas membranas mucosas e na pele da

maioria dos animais de sangue quente. E um patogénico oportunista e habitualmente um

comensal, pode frequentemente causar uma infecção através de uma ferida ou pela

mudança de fisiologia do hospedeiro, devido a alterações hormonais. A qualquer

momento , 50o/o dos Humanos podem ser hospedeiros deste microrganismo. E,ste aloja-se

normalmente na zona nasal e perineal, podendo também colonizar as mãos e outras partes

do corpo. Por exempto, se a pele está debilitada ou se está exposta a condições húmidas.

Este microrganismo é resistente às circunstâncias secas e pode colonizar equipamentos de

produção alimentar, dificeis de higienizar e que podem ser guardados húmidos. É muitas

vezes encontrado no po dos sistemas de ventilação e ciclones. (15)

A colonizaçáo da pele por essa bactéria ocoÍre provavelmente pela sua capacidade de

resistir a altas concentrações de lípidos, bem como por produzirem proteínas de

Bruna de Jesus 13



"Comportarnento de Stqhylococctts onrew sob difercntes condiçõ€§ de cÍescimcnto"

superfíciequeseligamafibronectina,pÍesentesnasup€rficiedascélulasdohospedeiro.

Estas proteínas são denominadas de proteÍnas de ligaçâo a fibronectina A e B, sendo

consideradas importantes factores de virulência, uma vez que pnomovem a ligação da

bactéria ràs células do hospedeiro. (22)

staptrylococctts oureus formt vários tipos de substâncias (substâncias agressivas e

exotoxinas) associados com infecções e doenças. Esas substâncias designam-se por

fac.toresdevirulência.Existeumagrandeextensãodesubstânciasconstituintêsdas

paredesdascélulas,comoácidosteicoicos,assimcomoexotoxinaqincluindo

estafiloquinase, fosfatase, coagulase, catâtases, proteases' nucleases e lipases' e por

último, mas não menos grave as enterotoxinas que provocam as intoúcações alimentare§.

(15)

possui proteína A que neutaliza os anticoÍpos, toxina alfa que destrói a membrana das

cétulas, toxina beta que hidrolisa os lípidos, toxina esfoliativa que provoca a esfoliação

da pele, enterotoxina que activa o sistema imunológico de forma inadequada e toxina da

síndrome do choque que activa os linfocitos' (15)

S,oweus é responúvel por um esp€ctro muito difundido de infecções ern humanos e ern

difeÍentes especies animais. constitui o mais comum agente etiológico da mastite bovina

contagiosc com perdas economicamente relevantes para a indústria leiteira causando

reduçãonaqualidadedoleiteedireccionandoaperdaemproduçãoeusoelevadode

drogas e serviços veterinrârios. Produz e secreta 30 ou mais factones de

especíÍicos que interferem com as defesas do hos@ebo' Q2)

Staplrylococcus(rureulpÍo'voc,aumavariedadetoxi-infecçõesemsêr€shumanos.
provoca lesões superficiais da pele, tais como fuúnculos, infec.ções mais graves, como a

msstite, flebite, septicemia, meningiÇ e infecÉes

profundamente enraizado em infecções, tais como osteomielite e endocardita s. utreus

é uma das principais causas de intemamento devido à infecção de feridas ciúrgicas e

infercções associadas com a @ntaminação de dispositivos medicos' (32)

Bruna de Jesus
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"ComportaÍnento de Staptylrcucts anreia sob diferentes condiÉes de ctcscimento"

staphylococcus oureut wvocÃ intoxicrção alimentrr por libertar ente'rotoxinas em

alimentos e slndrome de choque tórico aÚavés da tib€rtação de toxinas na corrent€

sanguínea- (32)

A intoxicação alimentar p'rovocada plo Stqhylococcus ouÍeus é uma doença causada

pela ingestão de alimentos que contem enterotoxinas produzidas por células

enteÍotoxigénicas de Staplrylococcus auneus. Há sete tipos de enteÍotoxinas que o

staphyloeocc.us aweus é capâz de produzir. As enterotoxina§ são resistentes ao calor,

logo não sâo destruídas pelo aquecimento dos alimentos' (15)

O tipo de enteÍotoxina produzida depende do tipo de alimento onde o

cresce e das condições ambientais que permitem o seu crescimento' (12)

o intenralo de temperaturas dentro do qual ocorre a multiplicação e a produção de toxina

está compreendido entre os 4oc e os ,t6qc, apmximadamente, tendo em conta as

característicss do alimento onde este se desenvolve' (12)

o aparecimento dos sintomas é ní,pido de 20 minutos, a 2 horas após a ingesão do

alimento com a entetotoxina. o aparecimento dos sintomas e sua intensidade dependem

da sensibilidade das pessoas às enterotoxinas, quantidade de toxina produzida no

alimento, quantidade de alimento ingerido e saúde geral dessas pessoas. os sintomas

caract€rísticos são náusea, vómitos, cólicas aMominais e prostração. Em casos mais

graves, podem oconer dores de cabeça, dores musculares e alterações da pressâo arterial

e da pulsação. A recuperação demora cerca de dois dias' (15)

o diagnóstico mé.dico é dificil, pois os sintomas são semelhantes aos causados por vfuias

outras do€nças. O diagnóstico é baseado na história do paciente e ern dados laboratoriais

sobre a presença de staphylococcu§ aureu§ no alimento suspeito. Entretanto estes

indícios normatmente não são suficientes para o diagfróstico adequado porque as

enterotoxinas, que causam I intoxicação, são Í€sistentes ao calor e alimentos ern que não

há o microrganismo podem conteÍ as enterotoxinss, A maneira mais correcta de

conÍirmar o diagnóstico é demonstrar a presença da toxina esAfilocócica no alimento em

l5
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'(Comportamento d e Srqlryleoccus dweus sob difercntes condições de crescimoto"

causâ. Não existe análise laboratorial sênsível, suficiente para detectar a presença das

enteÍotoxina§ no sangue ou nas ftzes dos doentes' (15)

A quantidade neoessáÍia para desfficad€ar a intoxicaçõo num adulto é de I microgramq

que corÍiesPonde à quantidade enoontrada no alimento quando a contarninação por

Staptrylococctts aureus úinge 100.000 células por grama' (15)

uma proteína de superÍicie espécie+specíÍica ancorada à parede celular do s. aureus,

proteína A estafilococica {spL, do nglc§ stapt ylococclts prutein a), tern a habilidade de

interagir com muitos componentes do hospedeiro, possivelmente desenvolve'ndo um

pap€l como factor de virulência em infecções. Esta proteína encontra-sê ancorada à

parede celular da maioria dos §. oureus' Q2)

A produção da coagulase é um importante determinante fenotípico na caracterização de

isotados de s. aureus. Geralmente esüí associada a patogenicidade, apes:r do seu papel

como factor de virul&rcia ainda não estar esclarecido. Sabe-se que o co gulo produzido

por e$a enzima resulta no acúmulo de fibrina ao redor das celulas bacterianas' isolando a

área infectada e diÍicultando a acção dos mecanismos de defesas do hospedeirc. (22)

As exotoxinas são proteínas ou enzimas produzidas no interior de algumas bactérias

Gram-positivas, decorrentes da multiplicaçâo e metabolismo dos microrganismos' e

libertadas na corÍent€ sanguínea. classicamente sâo agrupadas ern três tipos, de acordo

com seu modo de acção:

E! Citotoxina: que destroem as células do hospedeiro ou afectam as suas funções;

1! Neurotoxinas: que intErfeÍ€m com a transmissão normal de impulsos nervosos;

E Enterotoxinas: que afectam as células que revestem o trato gsstrointestinsl.

As principais exotoxinas produzidas pelos estaÍilococos são as entemtoxinas'

responúveis pela intoxicação alimentar estafilocócica no homem. são produzidas por

S.aureus, no entanto, outras espécies coagulase positiva, S' htermeüus e S hyiats forarrt

apontadascomoenterotoxigénicaqbemcomoespéciescoagulasenegativas.(22)

Bruna & Jesus
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ttcomportamento de Stqhylxocctts owez§ sob difeÍqrt€s Gondiçõ€s dG cle§cimento"

As enterotoxinas estafilocócicas sâo pÍoteinas exüacetulsÍ€s de baixo Peso molecular

Q6,9ooa29.6t[Daltons)perteÍlcentesàfamíliadastoxinaspirogénicas(PI)'
provenientes de especies de estafilococos, cuja estrutura' função e sequência de

nucleotídeos são semelhantes entre si. Tambérn estão incluidas nesta família a toxina da

síndrome do choque toxico (TSST), 8s toxinas esfoliativas tipos A e B' (22)

Além disso, as enterotoxina§ são capazes de estimutar a pmdução de citocinas nas

concentrações de l0 -r3 a I 0 't6 molar' (22)

são resistentes à hidólise pelas enzimas gástricas mantendo sua actividade no tato

digestivo após ingestão e são estiáveis ao aquecimento a l0oc durante 30 minutos' não

sendo inactivadas totalmente pela past€urizacÃo, isto sigriÍica que a actividade biológica

d8S ent€rotoxinas peÍman€oe inalterada mesmo após o pfircessameÍrto ténnico dos

alimentos. Alguns S. anrezs isolados produzem quantidades detectáveis de entetotoxinas

apos 24 horas de incubação a 30eC. (11)

com base nas suas características antigénicas, existêm difeÍ€ntes enterotoxinas

estafilocócicas identificadas. Enquanto sEA, SEB, SEC, SED, SEE repÍ€s€ntaÍn tipos

clássicos, quatro enteÍotoxinas estafilocócicas adicionais (sEG, sEH, SEI e SEI) também

foram descritas. O *alfabeto ' das enterotoxinas estafilocócicas expandiu-se pela detecção

denovosgenesquecodificamasenterotoxinasSEK,SEL,SEM,SEN,SEO'SEP'SEQ'

sER, sEU e SEV. Além disso, algumas variantes também foram identificadas, como por

exernplo a SEC, SEG, SEI e SEU. Aproximadamente 95% dos casos de intoxicação

alimentar estafilocócica são causados pelas enterotoxinas estafilocócicas dos tipos SEA a

SEE. Os 5% restantes de intoxicações devern estar associadas com outras enterotoxinas

identificadas. A incidência de casos de intoxicação alimentar devido a novos tipos de

enteÍotoxinas estafilocócicas já foi relatada em França, Japão e lnglaterra. (9)
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As enterotoxinas de Staphylococats aureus têÍít baixo peso mol€culsr enü.e 26000 a

34000Da. Estas são proteínas que estâo associadas a uma cadeia poliÉptidos e que

contém grandes quantidades de lisina, tirosina e a§partame e ácidos glutâmicos. A

composição aminoácidos destas entlrotoxinas SEA, SED, SEE e das ent€rotoxinas SEB'

SECI, SEC2; SEC3, sõo similares. É sugerido que estas são produzidas pelo organismo

(Staphylococcas atreus), de duas formas, a produção dos tipos SEB e SEC são

conEolados pelo cromossoma plasmático e são produzidos quase no final da fase

estacionária de crescimento como metabolitos seoundários, enquanto, que o§ tipos SEA e

o sEE são controlados pelo cromossoma (sED controlo plasmático) e são produzidos

durante a fase logaritímica de crescimento. Estas diferenças são espelhadas por diferentes

tipos de contaminação dos alimentos, ou seja, formam enterotoxinas difersntes tendo em

oonta as características dos alimentos. A maioria das intoxicações alimentares envolve

enterotoxinas A e D, as quais são formadas em alimentos com intervalos mais alargados

de pH, aw, enquanto o B e o C desenvolvem-se em valores mais baixos. os biótipos

humanOS de Stapttytococcus aureus prgd/:uzern enter0toxinAs mais ftequenternente do que

as av€s e outros biótipos animais. (15)

A forma de acção da toxina não tem sido completamente elucidada, é citado que os

vóÍnitos e a diarreia são resultado da estimulação de neuroreceptor€s no trac{o inrcstinal e

Eansrnissõo do estímulo do vómito para o cérebro, aEavê de nervo vago e noutÍas partes

sensíveis do sistema nervoso. (15)

o tamanho da enterotoxina que pÍovoca a doença depende do peso e da sensibilidade

indiüdual, mas de forma geral basta apenas 0,1 - lmükg para causar uma intoxicação

num Humano. (15)

Os dois testes mais usados para distinguir os Staplrylococcus oweus de outros tipos de

staphylococc-us são o teste da coagulase (coagulação do plasma do sangue) e o teste da

termoestabilidade da nuclease (quebra do ADN pela nuclease resistente á fenrura).

Contudo, os testes mencionados não são absolutamente específicos paru Staphylococctts

aürerrs. Quase todas as estirpes de Stap@ococctts coagulases e termonucleâsEs positivas,

isoladas de camívorog em cães e em algumas aves, são agora são designados por
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Staplrylococctts. futermedium. E*e Stapttylococcü§ é distinguido de Staphylococctts

aureus pelo metabolismo e estnrtura celulaÍ, mas é mais reconhecido pela redução de

telurite, formando então colónias brancas em agár Baird-Parker. coagulase positiva,

frequentemente encontrada em poÍcos e galinríceos e em alúns animais de carne, é

designado por s. ttyicus. Este microrganismo é muitas vezes confundido com

Suphylococctts aureus e pode ser distinguido apenas pela aplicação de uma série de

tÊstes Outras espécies de Staphylococcus podem poduzir pequenat

quantidades de coagulase e por esta razão é recomendado que apenas os pmdutores mais

potentes de coagulase sejam recoúecidos cnmo Staphylococctts aureus' (15)

os testes biológicos clássicos de deecção da enteÍotoxina têm sido subsituÍdos por

outros mais nípidos e precisos. Actualmente o mais utilizado é o teste ELISA. Est€

método detecta 0,1 - l0ng de toxina em I mL de extracto de alimento. o teste ELISA é

mais sensível do que o teste Látex, mas é menos fácil de usar. Ambos os métodos sâo

adequados paÍa uso no laboratório, mas o mais rÊcentÊ, ELISA. Contudo, mesmo oom

este teste mais desenvolvido, ELISA, pode haver falsos resultados, logo é recomendado

que sejarn mais testes para confirmação da identiÍicação' (15)

A partir de 1950, quando os antibióticos passaram a set amplamente utilizados, iniciou-se

o fenómeno de resisÉncia bacteriana. Desde então, o problema de resistência aos

antibióticos passou a Í€pÍ€sentâÍ impoÉância considerável em saúde Pública. Hoje, o

desenvolvimento de resistência por ceÍtas bacrcrias patogenicas é mais rápido que a

capacidade da indústria para produzir novas drogas para contariar esse efeito' (14)

A aquisição sucessiva de resistàrcia à maioria das classes de agentes

tais como, penicilinas, macrolídeos, aminoglicosídeos, cloranfenicol e tetraciclina tem

dificultado o üatamento e o conEole de infecções estafilocócicas e intoxicações

alimentares. (22)

A utilização difundida de meticilina e outras penicilinas semi-sintéticas no final dos anos

60 induziu à ernergência de s. aoeus resistemte a meticilina (MRSA), que continua a

persistir tanto em ambientes de cuidado à saúde como na comunidade' (20)
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Actualmente, mais de 6oolo dos isolados de §. auneus são Í€sistentes a meticilina e alguns

isolados têrn desenvolvido Íesistência a mais de 20 diferentes agentes antimicrobianos'

t4)

A terapia efectiva conüa a maior parte das linhagens de estafilococos multirresistentes,

incluindo MRSA, é o glicopeptídeo vancomicina. EntretsÍIto, a erneÍgêÍrcia em lD7 de §'

aureus aom níveis intermediários de Íesistência à vancomicina e a mais Í€cente

emergência de S. aureus com altos níveis de resistência à vancomicina tem limitado sua

efectividade. Td s. aurew Íecebeu a denominação vlsA (snphylococcTts oureut c,om

resistência intermediária à vancomicina) e sctualmente é denominado simplesmente de

yRS^ (Staphytococcus oure s vancomicina resistente). Em S. aureus, a resist&rcia

múltipla resulta da pÍ€sença de plasmídios, mutações cromossómicas e de elementos

(7t

Evidências directas indicam qu€ o uso de antimicrobianos em animais sêlecciona

bactérias Í€sistentes que podem ser transferidas pâra humanos através dos alimentos ou

contacto directo com os snimais. (1)

As bâctérias Íesistentes que são encontradas em animais produtores de alimentos podem

contaminar os produtos alimentícios e serem transferidas para humanos aÍravés da cadeia

alimentar. No trato gastrointestinal elss podem transferir genes que conferem a

Í€sistência antimicrobiana a outrari bactérias da própria espécie ou de especies nâo

relacionadas patogénicas ou não' (7)
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Figura 4: Figura adaptada que representa os factores determinantes na virulência de

Staphylococcus aureus. (32)
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Para a maioria das doenças causadas por Staphylococcus aureus, a patogénese é

multifactorial, por isso é dificil determinar com precisão o papel de um determinado

factor. Existem, no entanto, as correlações entre estirpes isoladas de doenças. A aplicação

da biologia molecular levou a avanços paru descobrir a patogénese das doenças

provocadas por Staphylococcus aureus. (32)

Existem 32 espécies de Staplrylococcus.. Staphylococcus aureus liga-se aos tecidos do

organismo devido às suas proteínas de superficie, facilitando a ligação a organismos

revestidos com colagénio, fibronectina e fibrinogénio. Isto permite que a bactéria adira a

dispositivos como suturas, cateteres e próteses valvulares. (29)

Muitos recém-nascidos e a maioria das crianças e dos adultos são colonizados

intermitentemente pelo S. aureus, que se pode alojar na zona naso-farínge,

ocasionalmente na pele e na roupa, e mais raramente na vagina e no recto. A partir destes

locais, o S. aurezs pode contaminar qualquer zona da pele ou das membranas mucosas,

ou outras pessoas, por transferência directa ou aerossol. (29)

Bruna de Jesus 2t

\

\

\



ttco.portamento 
de Staphylococcus aureus sob diferentes çondições de cresçimento"

A pele e as membranas mucosas intactas são barreiras eficazes contra a invasão local. No

entanto, se esta barreira se romper devido a trauma, cirurgia ou dispositivos existentes, o

S. aureus pode passar a ter acesso ao tecido subjacente e originar um abcesso local que

consiste em tecido necrosado, fibrina e glóbulos brancos vivos ou mortos. (29)

Cegrcira

Carhrncdos
$nusite

Furúnculos

Pneumonia

Dbsenuiução hematogênka

Endocanf,te

Emese Empetigo

Dianeia

$ndrome do choque tórico
Síndrorne da pele escaldada

0steomielite
UTl, CistÍte

Figura 5:

Figura adaptada que representa as zonas do organismo afectadas por infecções e doenças

causadas por Staphylococcus aureus. (32)

Staphylococcus aureus resistente à meticilina.
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Figura 6:Micrografia por electrões da SARM ou MRSA (1)

E

Figura 7:Abcesso cutâneo, por SARM (l)

A resistência bacteriana a antibióticos é um sério problema para a Saúde Pública, pois

bactérias resistentes podem ser transmitidas ao homem através de alimentos

contaminados. (22)

S. aureus também produz outras toxinas extracelulares como a toxina-l da síndrome do

choque tóxico, responsável pela síndrome do choque tóxico em humanos e as toxinas

esfoliativas, causadoras da síndrome da pele escaldada. (22)

O desenvolvimento de métodos rápidos, sensíveis e eficazes para a detecção de

patogénicos de origem alimentar tem recebido maior atenção nos recentes anos devido ao

acréscimo da consciência pública dos riscos de saúde associados com a contaminação

microbiológica de alimentos. (22)

A PCR é aplicada como um método para a detecção dos genes responsaveis pelas toxinas

estafilocócicas. Uma variação da PCR, a PCR-Multiplex, permite numa mesma reacção,

detectar vários genes responsáveis pelas toxinas, contribuindo para o estudo

epidemiológico destas bactérias e seu envolvimento em doenças de origem alimentar.(2)

O isolamento do ARNm como um método para estudar regulação transcricional é usado

para tentar estabelecer se os genes são de fato funcionais no ambiente nativo. A

expressão das toxinas-alvo, através da detecção da sequência do ARNm responsável pela

produção das mesmas, pode determinar o potencial tóxico dos microrganismos. (22) (2)
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outro aspecto importante é a presença de resíduos de antibióticos que pode interferir

directamente na qualidade do leite e nos processos industriais, inibindo culü5as sensíveis'

Acuralmente, tem-se enfatizado a possibilidade de resíduos de antimicrobianos em

alimentos pfovocarem aumento de resistência nas bacterias PÍ€sentes na flora intestinal

do homem' (22)

EmbOra ainda que muito raramente , S. aureus que era resistente à vancomicinq

anteÍiormente um antibiótico de último recurso' foi isolado no Japão e nos Estados

unidos. Apesar das eshatégias com os potentês antibióticos e o mntrolo da infecção

hospitalar, §. czrens continuou a ser o principal patogenico humano' (29)

para o doente, o potencial impacto do MRSA abrange o aumento da moóilidade e da

moÍtalidade. Este impacto inclui uma resposta mais lenta à terapêutica e elevados riscos

de falência terapêutic4 procedimentos suplementares e tratamento§ (tais como drenagem

da ferida cirúrgica), intemamentos mais prolongados, maior úsentismo ao trabalho'

demora em Í€gnessar as actividades nonnais e diminuição da qualidade de vida. Dentro

dos hospitais, o MRSA pode conduzir ao aumento do custo do controlo da infecção, do

uso lsboratorial para vigilância e raio.X, uso de terapêutica empírica de espec{ro mais

amplo, e internamentos mais prolongados. Pode tef impacto nos períodos de espera no

hospital para novas admissões e dá origem ao uso de terapêuticas mais dispendiosas e ao

aumento global da taxa de infecção estafilocócica' (29)

Adicionalmente, os estudos de doentes com S. aureus meticilino-resistentes Í€PoÍtaram

taxas de mortalidade mais elevadas, aumento da morbilidade, intemamentos mais

prolongados e custos mais elevados em comparação com doentes com s. aureus

me ticil i ni +ansiv eis. (29)

Vancomicina e teicoplanina são antibióticos glicopéptidico(s) usado no hatâmento de

infecções do SARM. Teicoplanina é uma substância esüutural, congénere à vancomicina

que t€m uma actividade de espectro similar, mas com uma maior duração m&ia (tYz).

Ambas as dÍogas têm uma absorção oral lenta, por isso são administradas
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endovenosamente para infecfões no organismo (sistema), com I excepção da Colite

pseudomembranosa onde a vancomicina pode ser administrada oralmente' (29)

Os antibióticos utilizados ainda hoje para tratar infecções provocadas pela super bactéria

são administados de forma intravenosa principalmente para 8cção úpida. São

antibióticos glicopçtídicos que são adminisrados a partir das variações do esüigio das

infecções. Essa bactéria que já provocou milhares de mortes pÍovooa em maioria

infecções sanguíneas. (15)

Alguns tipos de alfa e beta hemolisinas induzem mudanças pró-inflamatórias nas celulas,

inactivam o sistema imune por efeito citotóxico directo, e degradam tecidos. A alfa-

hemolisina produzida por estaÍilococos é muito activâ contra eritrócitos de algumas

espécies animais. Esta toxina apresenta acção necrosante em p€quenos vasos e

apaÍeÍrtementê induz a formação de poros, alrcrando a permeabilidade da mcmbrana

celular. As hemolisinas estafilocócicas beta, gama e delta apesentrn menor toúcidade'

mas os seus mecanismos de actuação ainda não foram esclarecidos' (4)

por outro tado, a leucocidina apresenta acção destrutiva direccionada a neutÚfilos e

macrófagos, permitindo que S. aaneüs ewaqem ilesos da fagocitose' (4)

A qzima hialuronidase provoca lise do ácido hialurônico, que compreende boa parte da

matriz extracelular do tecido conjuntivo e facilita a disseminação dos microrganismos

através dos tecidos. A enzima catalase, tambem produzida por s. aweus, promove a

conversão do peroxido de hidrogénio em água e oxigenio. o peóxido de hidrogfuio é

gerado pelo organismo como mecanismo de lise bacrcriem,a' Q2)

A produção leiteira vem se baseando principalmente na t€rapêutica alopátic4 e o

aumento do uso de antibióticos ocore em fitnção da persistfucia de certos

microrganismos resistentes. Entre eles, o S. aweus é um dos mais patogénicos e causa

uma infecção geratmente crónica diminuindo gradualmente a produção leiteirq sendo de

diÍicil controlo uma vez que apÍ€senta geralmente resistàrcia à penicilina e outros

antibióticos. (22)

:!
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Nos últimos anos, veriÍicou-se um aumento significativo no desenvolvimento de métodos

g€néticos paÍe detecção e caracterização de bactérias patogénicas em alimentos. (22)

As indústrias alimentares tiveram um papel muito relevante no e§tudo da capacidade de

algumas linhagens de S. atreus produzirem enterotoxinas termoestáveis que causarn

intoxicação alimentar, uma das mais prevalentes causas de gastoenteÍites no mundo

inteiro, por isso, a detecção de enterotoxinas é epidemiologicamente essencial. (18)

As enterotoxinas estaÍilocócicas podem ser rotineiramente detectadas pelo método

ELISA, imunodifi.rsão, radioimunoensaio e aglutinação em látex, mas a viabilidade destes

métodos é usualmentp limitada a testes comerciais para sEA, SEB, SEC, SED e SEE.

Além disso, a sensibilidade e especiÍicidade desses métodos dependem sempre da

obtenção de quantidades detectríveis de toxinas e podem variar signiÍicantemente com a

puÍsza dos r€agentes. Esses testes levam de 3 a 24 horas para cada detecção' com

sensibilidade de 0,25-1,0 nglml havendo ainda a possibilidade de rtsultados falso'

positivos. (22)

Métodos baseados na amplificação de ÀDN (PCR) podem dernonstrar a presença de

liúagens de S. aureus toxigenicas, antes da expressão das toxinas, com base nas

sequências especíÍicas dos genes e desta forma detectar€m a fonte potencial de

contaminação. (22)

A vantagpm dos métodos baseados, relaciona-se com a capacidade de determinar de

produçâo das toxinas estafilocócicas inclusive a partir de alimento tratado termicamentc,

em virtude do ADN peÍmanocer inalterado, demonstrando o potencial de toxigenicidade

de S. drteus- Q2)

Devido às informações sobre a sequência de ADN das enterotoxinas estafilocócicas a

pCR toma-se um método para a detecção dos genes destas toxinas, mostrando-se uma

técnica simples e Íeprodutível, funcionando como uma ferramenta genetica para estudos

epidemiológicos. Métodos baseados em PCR (Figura 8) para determinar a ocorrência de
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microrganismos patogénicos e toxigálicas em alim€ntos são amplam€nt€ Í€conhecidos

como capazes de diminuir o tÊmpo de ddecção e aumentar a

sensibi lidade do§ resultados. (3)

e

Vários §. arzreirs isolados podem ser testados tendo em conta a sua capacidade de

produção de enterotoxina, em casos onde sintomas típicos de intoxicação são observados.

A contínua identificação de novas enterotoxinas estafilocócicas e o rcquerimento de

métodos rápidos na investigação de intoxicações alimentares têm levado ao

desenvolvimento de técnicas para pesquisa de um único gGne, como a PtCR-Uniplex e

detecção simultânea dos genes se, como a PCR-Multiplex. A FCR-Multiplex é uma

variação da técnica de PCR, onde se utilizam vários pares de iniciadoles específicos para

difeÍ€ntes sequ&tcias alvo, numa mesma reacção de ampliÍicação' (3)

Diversos sisternas de PCR-Multiplex foram desenvolvidos para o estudo do perfil dos

g€Íles toxigéÍlicos que economizam tempo e trabalho para detectar muitos genes

simultaneamente. Este procedimento permite que várias sequências de uma mesma

molécula de ADN sejam lidas, ou ainda, que múltiplos factores de virul&rcia de um

mesmo patogénico sejam pesquisados.

A técnica de PCR-Multiplex é utilizada para investigar diferenrcs genes toxigénicos em

isolados de S. oureus, obtidos de quadros de intoxicação alimentar, de leirc e queijo. A

pCR é apenas capaz de conÍirmar a existência dos genes isolados de §. aurezs, nâo

conseguindo determinar a expressão dos mesmos. A técnica da Reac4ão em cadeia da

polimerase Transcriptase Reversa (RT-PCR "Reverse Transcriptase Polymerase chain

Reaction") oferece uma maneira rápid4 versátil e sensível de se analisar a expressão de

um gene-alvo, utilizando o ARNm como molde para a síntese de ADNc obtido pela

acção da enzima transcriptase reversa. (3)

Figure E - Esquema da Reacção em Cadeia da Polimerase (PCR)'
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Fonte: Tortora et al. (2000).
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Staphylococcus aureus compete mal com outras bactérias, logo é pouco provável que

cause intoxicações após a ingestão de alimento cru, uma excepção é o leite, 9uê é um

alimento cru, mas que a presença de Staphylococcus oureus é devido à contaminação por

mastites, ou seja, pelo facto do animal estar doente, pois os níveis de Staphylococcus úo

muito elevados . Staplrylococcus aureus é facilmente destruído pelo processo de cozedura,

no entanto, a toxinas produzidas pelo organismo sobrevivem. As toxinas conseguem

sobreviver aos processos de esterilização usados em comidas enlatadas pouco ácidas. As

intoxicações alimentares provocadas por Staphylococcus aureus ocorrem mais

frequentemente, quando a comida cozinhada é contaminada pelo manipulador, e se esta

!lmii
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comida foÍ guaÍdada durante muitas horas a uma temperatura entre 2r- 40o c. Por

exeÍnplo, o pastEl de natâ, cames cozidas, por exemplo Íiambrcs, mariscos e outos pratos

ant€s de consumir, são mais susceptíveis. Produtos como queijos, sal§ich8s e salaÍnes

podem fermentar incorrectamentê deixando Staptrylococcus ourcu§ a cÍ€Scel e fonnar

toxinas dururte a mduração. Este organismo é lesistente á secagem e pode cr.escer e

produzir enterotoxinas em produtos com uma aw bailo' com cerca de 0.85. Rê§umidamentÉ'

os factoÍ€s que inÍluenciun o clEscim€Nrto e produção de enterotoxinas são, o pH" tEmperatuÍa ê

aw. o cr€scimento de stophylococcus aareus púe x,o,Íet em entre os 4qc- 48CC, quando

a temperatuÍa óptima de crescimento é entre os 37rC, cresce num intenralo de pH entre 4

a 10, sendo o valor de pH ópimo G7. Cresce num intervalo valores de actiüdade da água

(aw) de 0.83- >0.99, sendo o valor óptimo de 0.98. Este microrganismo pode crescer em

ambientes anaeróbios e aeóbios, sendo o ambiente óptimo de crescimento o aeóbio. Em

relação as condições favoráveis à podução de toxinas, sabcse que a teÍnperatura ópima

de produção é entre os 40cc45'c, podendo no entânto o@ÍÍ€r entÍ€ os lo!c- 48'c. os

valores óptimos de pH situam-se entre 4,5-9,6 (em ambiente aeóbio) ou cntFe 5-9,6 (em

smbiente anaeóbio), sendo o valor óptimo entÍ,e 7-8. Os valores de aw situam-se entre

o,g7-> o,gg (em ambiente aeóbio) ou entÍ€ 0,92-> 0.99 (on ambiortc anaeóbio), sendo

o valor óptimo de produção 0.98. A atmosfera ideal para a produção de toxinas é a

aeóbia. (15)

Efeitoc dc factores condicionantes de crescimento, efeitc intrlnseco$ eltríngecoc e

implÍcitoc:

staphylococcus aureus é muito resistente ao pnocesso de congelação e de descongelação

e pode sobreviver plenamente em comidas armazenadas a temperaturas inferiores a 2trC.

A EÍnp€ratura de -10" a (P C, a sua viabilidade decÍesce bastante a durante o prooesso de

congelação. A entenotoxina é estável durante a congelaçAo' (15)

O crescimento da toxina é óptimo entre 35oC a 40oC, com limites de crescimento ocorrem

enge 7 € a 48qC. Aos IOC o seu desenvolvimento é muito lento (demoram mais de

20h). A temperaturas mais baixas o desenvolvimento é limitado por p€quenas reduções

awou pH e é mais reduzido pela armazenageÍn em condições anaeóbicas' (fS)
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Em alimentos Í€frigerados, como por exemplo, natas, leitÊ frango entre outros, devido às

bmperaturas a que e§tes prcdutos se encontram, Por volta dos 6qC-7oC, as temperaturas

são baixas, prcmovendo uma multiplicação muito lenta e o tempo necessário pars que se

obtenha um número sufioiente de microrganismos para produziÍ€m concentrações

detectáveis de toxina é maior do que o tempo que estes peÍmanecem armazenados à

maioria dos alimentos refrigorados. (12)

O organismo é usualmente e rapidamente morto à teÍnperatura utilizada na pa§teurização

e pÍocesso de cozedura dos alimentos, a resistência é superior em alim€nto§ socos e

gordos, como por exemplo, leite, feijão, ervilhas, massas, salsichas não fermentadas e

came moída. Todas aS entemtoxinas são exheÍnamente Íesislentes ao calor e pOdern

sobreviver ao processo de esterilização utilizado em comidas enlatadas pouco ácidas.

Depois do tratamento térmico a actividade óxica pode resistir, pode continuar quando

não há actividade semlógica O tralaÍnento das enterotoxinas debilitadas pelo calor é feito

com ureia de forma a restaurar a sctividade serológica. A resistàrcia das células ao calor

é afectada pelas condições de crescimento e a resistência é aumentada pela subida das

temp€raüras (superiores a 37oC) e reduzida por temperaturas mais baixas (2OC). (15)

Staphylococcus aureus é facilmente morto pela radiação iorúzda e não ionizada. A

resist&rcia é mais elevada em alimentos do que em soluções tampão. As enterotoxinas

sâo muito r€sist€ntes a esta irradiação e não sâo destruídas pelo aumento dos níveis de

irradiação utilizada no tratamento de alimentos. (15)

Um tratamento termico subletal ri.diuz a tolerância do microrganismo ao sal (à

concentração de (NaCD. (12)

Staphylococcus aureus é um microrganismo que tolera o sal e cresce a uma actividade da

água tâo baixa, chega a valores de 0,85 para além de outras condições óptimas de

crescimento. Contudo o seu cÍescimento é algumas vezes limitado elevada actividade da

águq por acção de humidificantes. A produção de enterotoxinas ocoÍrem debaixo de
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níveis mais estreitos do que o póprio crescimento, exemplo' a pÍodução da enterotoxina

A pode ocorrer com meÍros actividade da rígua do que a enterctoxina B' (15)

por outro lado, as condições ópümas, stapltylococcus aureas pode clEscer com pH entre

valores inferiores a 4,3, com um ácido inorgllnico como HCl, funciona como acidiÍicante'

confirdo, na presença de ácidos orgânicos os limites do pH são muito mai§ altos. (1o

De acordo com a bibliografia consultada" existe pouca informação sobre o efeito dos

conservantes. Apenas o<iste uma pequena indicação de que alguns conseÍvantÊs, como

um gás, etit-4-hidrogéneobenzoato, pode afecrar negativamente a pÍodução e não o

cÍ€scimento. (lt

sraplrylococctts aureus cÍescn tanto com oxigénio como sem oxigénio, mas geralmente

cresce mais devagar em condições anaeóbicas. Em contraste, a sobreviv&rcia das células

pode ser aumentada em condiÉes anaerobias quando comparadas com as condições

aeóbias. (15)

Snplrylococctts aureus é facilmente morto pelos desinfectanrcs vulgarmente utilizados no

processo de higienização. Grau de eÍiciência depende do tipo de desinfectante. (15)

Efeito da comptÇíro StaPhylococcts auieus'

O efeito de vários organismos no crescimento de Staphylococcus a1freus é muito

complexo, é diÍicil distinguir entre efeitos devido à produção de maabolitos com rácidos

específicos, com baixo pH, destruição de nutrientes e a plodução de factores anti

Staplrylococctts, Os efeitos dos adversá,rios no controlo do crescimento do

Staphylococcus auretts e na produção de enterotoxinas depende do úcio de competição

entre as celulas, o tipo de adversário, a temperatura de armazenagem e crescimento de

subsratos. o efeito dos adversários é variável entre organismos e estirpes. (15)

Outros tipos de bactérias, pÍcs€ntes nos alimentos podem competir com Staplyloacats

au,leus e podem reprimir a sua multiplicação o suficiente para retardar ou impedir a
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pÍodução de toxinas podendo sté transformáJo ern alimento antes que eslê sê torne

perigoso. (12)

A eficácia desta representação depende do númeIo de miuorganismos que estão a

competir com o estaÍilococo, do tipo de alimento, da teÍnp€ratura e do tempo' (12)

Normalmente, os estsfilococos penetram o alimento em escassas quantidades e são

superados em número pelas bactérias que competern com eles nos alimentos frescos. (12)

No entanto, é possível que os alimentos tenham sido submetidos a tratamento térmico,

logo com a destruição de alguns competidores, esta competição pode não existir' razão

pela qual é possível haja multiplicação de estafilococos, sem restrição' (12)

sumário dm factores importantc§ ao dcsetvolvimento ile slaphylococcw awerez

sraphylococcus aloja-se mais frequenGmente na pele e mas membranas mucosas de

animais com sangue quente, mas o maior produtos de estirpes de enterotoxinas é o

ttomem. (1O

A contaminagão de alimentos pode ocorrer como resultado de higiorizações deficientes

em qualquer parte da cadeia alimentar. Tudo isto combinado com teÍnp€raturas de

annazÊnagem e durante períodos que permitam o crescimento significante de

Staphytococcus, e consequente produção de enterotoxinas que pÍovocaÍn intoxicaçô€s

alimentares. Então o controlo é feito através da protecçâo dos plodutos, de forma a evitar

a contaÍninação e evitar e controlar as condições ou factores de crescimento da

enterotox ina. (15)

Com respeito a produtos que são manipulados, que envolvam temperafuras óptimas para

o desenvolvimento de StaPlrylococcus, por exemplo, na pmdução de queijo, enchidos e

salsichas fermentados, é muito importante efectuar o controlo das matérias-primas, tal

como, as fases de maturação e fermentação. (15)
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As célúas de Snplrylococczs, são facilmente mortas pelo calor, mas são resi§tentes ao sal

e podem estar presentes eÍn pÍdutos que contêm sal ou em produtos com baixa

actividade da água. (15)

Estes organismos são muito resistentes à secagem e sobrevivern bem em quase todas as

condições ambientais e por isso podem resistir em áreas de produção alimentar, durantÉ

longos períodos, onde podem actuar como fonte de contaminação para produtos que não

es6o prcpriamente protegidos. (15)

As ent€rotoxinas são produzidas em várias condições ambientais e ern várias condições

de armazenagem. Estâs são muito resistentes ao calor e podem sobreviver aos prccessos

de cozedura e de esterilização. (15)

Conteminação e Deterioração de Alimentos:

A deterioração de alimentos constitui um problema sigrificativo, na medida em que, an

quantidades de alimentos que são destnrídos diariamente são muito elevadas. A principal

causa de contaminação e consêquente deterioraçõo dos nossos alimentos é a proliferação

de microrganismos que os contaminam. (10)

A deterioraçiio pode ter diversas origens:

i- t Ataques de insectos ou roedores;

,;.-l Acção de agentes ÍIsicos (gelo, esmagamento durante a colheia ou o transporte,

murchar por desidratação.. .);

{'t Deteriorações químicas não erzimáicas (escurecimento, rancificação dos lípidos

por oxidação, envelhecimento do pão ou bolos);

i:t Alteraçôes devidas as erzimas dos póprios alimentos (amolecimento exagerado

por autólise das frutas e escurecimento enzimático);

l,l:t Alterações de origem microbiana.

É evidente este último aspecto será desenvolvido ao longo desta dissertação. Uma

intervenção controlada de determinados microrganismos nos alimentos pode dar origem a

Bruna de Jesus 33



ttcorport"-anto & Strylylococats aweus sob difuentes condiç'ões de crescimento"

modificações desêjáv€is. Mas com maior frequência' as mudanças de origem microbiana

levam a uma dderioração (ou, sejq perda de elementos nutritivos' perda de textura'

alterações nos tecidos, sabor e odor desagradriveis, ente ouüos) que toma o produto

impóprio paÍa o consumo humano em maior ou menor €spaço de tempo' Esta é a

consequênciadasuaactividadenaturaldedecomposição,visloqueosmioorganismos

atscam com igual ügor os nossos alimentos e os deüitos vegetais e animais' (10)

As alterações de origem micmbiana revestem-se de especial importância' porque' por um

ladqtrata-sedeumtipodedeterioraçãomaisfiequentenaarrnazenâgern,levandoa

perdas económicas consideúveis, e por outro lado' porque também dizem Íespeito à

saúde ptública,visto que determinados microrganismos podem multiplicar-se ou segregar

substâncias tóxicas nos alimentos' (10)

Exceptoosalimentosesterilizados,todososalimentos,mesmoosdeexcelerrtequalidade,

são susceptíveis de conter microrganismos: formam a flora de contrminaÉo (10)

ParaprevenirouretaÍdarasdeterioraçõesdeorigemmicrobiana,devemsertomadas

pÍ€cauções em todas as etapas de manipulação e de tmtam€'Ítto dos gérreros alimentícios,

poder-seáassimminimizarocontactodosmicrorganismosoomosalimentos(prevenção

da contaminação) e ajustar as condi@s de armazenamento de tal forma que rcduzam a

velocidade de proliferação. Além disso, podern-se submeter os alimentos a difer€ntes

tatameÍltosparaeliminar,parcialoutotalmente,amicloflorapÍ€sente(métodosde

conservaçâo). (10)

Paraaplicarestasdiversasmedidasomaiseficazmentepossível'éprimordialconhecer'

emprimeirolugar,aorigerneaÍ|atxlle?l-damicrofloraPÍ€sentenosdiferentestiposde

alimentos,assimcomoosfactoresrelacionadoscomaproliferaçãodosagentesde

alteração. (10)

osmicÍorganismospr€sentêssobreounosalimentospodemterváriasorigens,as

microflorasnaturaisdosolo,daágua"doar,dosprópriosalimentos'assimcomoos

microrganismos intmduzidos durant€ a manipulações' (10)
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Os microrganismos contaminantes (StaPttylococcus a'freus) fu introduzidos nos

alimentos, durante a sua manipulação. os equipamentos e os utensílios que €nEam em

coÍrtacto com os alimentos, assim como os operadores que os manipulam, ongmam uma

contaminação adicional, o que diversiÍica a microflora presente e aumenta o número total

de germes. (10)

A amplitude des{as contaminações depurde directamente do nível de higiene e das

pÍ€cauções tomadas em todas a§ etapas, desde a colheita ou o abate até ao trataÍn€nto

frnal. A limpeza dos locais que servem paÍa armazenamento e tratameÍrto dos pÍodutos, a

@uência e a qualidade da limpeza dos equipamortos, dos utensílios e das ríreas de

trabalho, o nível de higiene dos operadores são factoÍ€s de uma importância extrema.

(10)

Tendo-se ern vista que os microrganismos aderern facilme'nte aos materiais, o contacto

dos alimentos com as superficies mat higienizadas (áE8s de trabalhq paredes e

utensílios, entÍ€ outÍas) âumentam consideravelmente a sua csrgâ microbiana. As

máquinas e os seus acessórios (misturador, picadoras de came, descascadores e etc.) são

inevitavelmente, fontes de contaminação, que devem ser limpos' higienizados e

desinfectados frequente e perfeitamente, pois se assim não for, as partículas de comida

que neles permanecem constituem meios favoÉveis para a multiplicação microbiana. É o

que aooÍrtecê com os utensílios, como por exemplo, facas, tábuas para coÚe' pinças e etc'

e com os Íecipientes. (10)

A contaminação efectuada pelos operadorcs que manipulam os alimentos (c€rtos autores

consid€ramqueumapessoaPodeespalharàsuavoltacercadel0(X)al0ffi0gpnnespor

minuto, um dos quais, o Staphylococcus aureus polalncialmente patogénicos)' assim

como os alimais, os seres humanos possuem floras normais e contaminantes sobre a pele,

nas vias respiratórias e digestivas' Podem-se contaÍ, por exernplo, aproximadamorte um

milhão de bactérias por centímetro quadrado na gargantá, no nariz e nas orelhas'

enquanto um gfama de fezes contém vários biliões. É evidente que uma p€ssoa com uma

higiene corporal deficiente, contamine muito mais os alimentos quando os manipula' do
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que uma pessoa cuidâdosa. É por esse motivo que é exhemamente importantÊ educar os

operadores a manterEm hábitos adequados de higiene e deve-se impor regras de higiene

nas ernprcsas alimentares. (10)

Do ponto de üsta da saúde públicq o papel dos operadores clmmente cvidenciado,

como uma *fonte" de intoxicações alimentares. Como foi referido anteriormente, as

pessoas são portadoras de germes patogénicos que dissêminaÍn em todos os alimentos

que manipulam. Podem se apresentar 3 câsos: (10)

ti Pode tratar-se de uma pessoa que sofre temporariamente de uma doença

contagiosa, de uma gastroenterite ou de uma ferida infectada.

I Noutros casos, as pessoas estão de boa saúde, mas posr cm genn€s

patogénicos na sua flora, ou seja, são portadores. Patogénicos, como por exemplo,

Staphylococcus aureus, exi*entes na flora nasal, ou Solmonella na flora intestinal. Os

portadores são responsiáveis por numerosos casos de intoxicaçô€s alimentaÍes.

4.t Os operadores podern servir como vectorEs dos ag€ntes patogenicos. Com

efeito, as mãos contêm semprê gennes patogénicos após a manipulação de alimentos

contaminados. Estudos dernonstram que as bactérias, Salmonella, Staphylococcus aureus

e Escherichia coli, fu com bastante frequência, detectadas nas mãos dos trabalhadores

de indústrias alimentares. Para minimizar este efeito é extremamente importante eviar

manipular sucessivamente, sêm lavagem das mãos, aves e cames cntas e logo em seguida

alimentos coziúados (contaminação cruzada). (10)

Factores ligados à deterioração dos alimentos

A deterioração de um alimento é geralmente consequência do crescimento maciço e da

actividade bioquímica de apenas um pequeno nri,rnero de espécies microbianas, embora

haja uma flora inicial de contaminação frequentementê diversificada. (10)

Para predizer a evolução da flora contaminante micÍobiana num alimento, é necessfuio

tomar em consideraçâo numenosos factorcs, Alguns deles, qualificados como factores

intrínsecoo, correspondem as características ÍisicoquÍmicas do póprio alimento

enquanto outros, os factores exffnsecos, têm em conta as condições ambientais onde são
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mantidos os alimentos. Estes diferentes factores exercern uma selecção inicial sobre a

flora contaminante, favorecendo determinadas espécies em relação a outras. As espécies

favorecidas crescern mais rapidamente do que as outras, o que garante a sua dominância,

e as suas actividades metabolicas específicas modiÍicam progressivamente o meio. Irão

formar a associaçfu microbiana de alteração ott, de uma forma mais simples a flore de

alteração- (10)

os diferentes tratamentos a que é. submetido um alimento durante o seu

acondicionamento (tratam€mto térmico, congelação, irradiação, adição de oonservantes

químicos) modificam igualmente, quantitâtiva e qualitativarnent€, as populações

microbianas pÍ€sent€s e as características do produto. Os alimentos tratado§ apÍ€§entam

portánto uma evoluçõo frequentemente muito difeÍ€nte dos alimentos frescos. (10)

Factores intrlnsecos

As características ffsicoquímicas de um alimento, ou factorcs intrínsecos, têm uma acção

preponderante sobre a composição da flora de alteração. com efeito, um produto

alimentar constitui para um microrganismo um meio mais ou menos propício ao seu

desenvolvimento. Sabernos que cada tipo de microrganismo tem exigências bem precisaq

tanto do ponto de vista dâs condições Íisicoquímicas como do ponto de vista nutricional.

euailo mais as características de um alimento se afastam das exigências óptimas de um

mioorganismo, mais retardado é o crescimento deste. Em consequ&rcia, enüte as diversa§

espécies presenteg aquelas cujas exigências correspondem melhor às características deste

alimento são por isso mais favorecidas. O póprio alimento tem um efeito selectivo sobre

a sua flora microbiana Assim, um sumo de frutas, dwido á sua acidez, ú permirc um

crescimento muito lento das bactérias, enquanto as leveduras podern nele reprcduzir-se

rapidamente. (10)

Os principais factores intrínsecos que influenciam o crescimento dos microrganismos são

o pIí, a disponibilidade ern água, o potencial de oxirredução e os nutrientês disponíveis.

(r0)
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dpH

Já sabemos que o desenvolümento de um microrganismo só pode ocorrer dentro de uma

determinadafaixadepH.opíóptimoparaumaespécieéaqueleemqueo
mioorganismo apresêntâ o crescimento mais rápido. Quanto mais o pH de um alimento

se afasta desse valor óptimo, mais o desenvolvimento do microrganismo se desacelera. O

plf mínimo maÍca o limite inferiot e o prEI nuiximo o limite superior, antes da intemrpção

totâl do crescimento. (10)

A zona de tolerância depÍlna qual o crescimento de uma determinada espécie é possível

de um la.do e do outro do pIl óptimo vari4 no entanto, consoante os outros factores do

ms16. É, Ínais ampla quando todos os outros factorcs estão nos seus níveis óptimos, mas é

mais reduzida no caso inverso. Assim, a tolerância de um microrganismo á acidez seú

mais pequena se um ou vários factores - a disponibilidade da água, por exemplo' s€

estiverem a um nível menos favonável. (10)

A maioria das bactérias, inchúndo Staphylococcas aureus ÍerÍl um pÍÍ óptimo póximo da

neutÍalidade (6,5 a 7,5) e o seu desenvolvimento é consideravelmente desacelerado,

quando não interrompido, a umpII inferior a 4,5 ou superior a 9' (f 0)

O pH af*ta não só a taxa de crescimento do microrganismo, mas igualmente a sua taxa

de sobrevivência durante o armazenamento e os diferentes tratamentos de conservação'

Atgo que é muito importante e conservaria, a termorresistência dos esporos bacterianos é

reduzido ern meio rí,cido. o pH de tm alimento é portanto um factor primordial para

determinar para determinar a amplitude do tratamento termico a que dwe ser submetido

para ser Posto em conserva. (10)

Além da mdida do pH, é importante conhecer a natuÍeza das substâncias responúveis

pela acidez de um produto alimentar. Com efeito, os ácidos orgânicos têm propriedades

inibidoras importantes, mas variáveis de um tipo a outro. Assim, para um mesmo prÍI, o

dçids 6çético é mais eficaz do que o ácido láctico, ele póprio mais eficaz que o ácido

cítrico ou determinados ácidos inorgânicos (ácido fosfórico, :Ácido clorídrico). Em
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consequência, o pIr mínimo de crescimento sená mais elevado com ceÍtos ácidos

orgâÍricos do que com ouÚos. (10)

Os atimentos apres€ntam um poder tampão mais ou menos significativo face às

modiÍicações do seu pilL As proteínag por exemplo, são compostos que se opôem à§

variações depll. É por isso que os alimentos ricos ern proteinas (carneg ovos, leirc...) são

mais dificeis de acidificar do que as frutas e os legumes' (10)

O pÍI dos diferentes tipos de produtos alimentares variq o que exerce efeitos selectivos

divergentes sobre a flora de contaminação. De facto, cames, peixe§ e frutos do mar, leite

e legumes apÍ€se,Írtam pH compatíveis com o crescimento da maioria das bactérias,

leveduras e bolores. Nestes pÍodutos, as bactérias tendem a dominar na flora de alteração

se os outros factores lhes sâo favoráveis' (10)

Para um mesmo tipo de produtos alimentareq uma variação de pÍl, mesmo ligeira"

influencia a sua duração de conservação. com efeito, é prtciso lembrar que o período de

latência dos microrganisÍnos aumenta e que a velocidade de crescimento diminui á

medida que estes se afastam das condições óptimas. Assim, uma came que apÍ€senta um

pH de 5,5 conserva-se mais facilmente do que aquela cujo pIí estrí púximo de 6,5. (10)

Contrariamente á maioria dos pÍodutos atim€ntares, que têrn um pÍI neuEo ou ácido, as

claras de ovos são alcalinas. A clara fresca tem um pilÍ ligeiramente alcalino (7,6), mas

este eleva-sê rapidamente durante a annazenagem por peÍd8 do coz dissolvido (até 9'0

ou 9,5). Esta alcalinização contribui para facilitar a conservação dos ovos' (10)

os alimentos fermentados (chucrute, marinados, queijos, iogurtes, enüe ouüos) são

habitualmente mais ácidos do que as suas matérias-primas por causs d8 acumulação de

ácidos orgânicos durante a fermentação. Isto facilita a sua conservação. A púica de

consewar os ovos, leggmes, caÍnes ou peixes em vinagfe é umâ outra forma de diminuir

o p// destes produtos, e poÍtanto de lhes prolongar a conservação' (10)
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A maioria dos microrganismos, crrescem melhor em pH próximo da neuEalidade (6'5 a

7,5). (2E)

Os miororganismos apresêntam valorcs de pH, mínimo, óptimo e máximo para

multiplicação. (28)

Faixa de crescimento da maioria das bactérias situa-se entÍ€ valores de pH óptimo entre

6,5 a 7,5, registâm-se valores de pH máximo entre valores proximos de 9,0 e o pH

mínimo é entre valores de 4,5. (28)

Os bolores possuem maior tolerância a valores baixos de pH, seguem as leveduras e por

fim as bactérias. (28)

Micmrganismos patogénicos, assim como Staplrylococcus aunsús, aprcsentam uma faixa

de pH mais estreita (28)

O tipo de ácido, presente num alimento, influência a tolerância do Staphylococcus aureus

aopH. (28)

Podemos enumerar alguns efeitos dos ácidos no microrganismo (Staplylococcus aureus),

nomeadamente, maior gasto de energia paÍa manter o pH intracelular, desnaturação de

proteínas, ADN, alteração da actividade das enzimas responúveis pelas actividades vitais

da célula, menor velocidade de crescimento. (28)

Eremplos do pH de alguns alimentos: (28)

Came 5,5 - 6,2

Frango 6,2 -6,4

Peixê
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Leite 6,3 - 6,5

Clarâ de ovo

ToÍnate

MaÉ

Banana

4,2 - 4,3

2,9 - 3,3

9í0

1,5 -4,7

tfitlil 7,3

Alfaco

Cenoura 4,9 -6,0

d Actividade da água (Aa,)

O teor em água de um alimento é outro factor importante que determina a facilidade com

a qual os diferentes microrganismos nele podem cÍescer, e consequentemente altenáJo.

Com efeito, todos os microrganismos só se podem desenvolver num substrato onde

encontrem uma quantidade suficiente de água para o seu funcionamento. É por isso que

os produtos alimentares desidratados se cons€rvam tão facilmente. (10)

Mais exactamente, é a quantidade de água liwe de um produto alimentar que dwe ser

considerada mais do que a quantidade de água total. Com efeito, uma fracção mais ou

menos importante da água contida num alimento está ligada aos iões e às moleculas

orgânicas e não esú acessível aos microrganismos. Os solutos, (particularment€ os

açúcares e os sais) e os colóides hidófrlos @roteínas, amido, géis) retêm com mais ou

menos força as moléculas de água que lhes estâo póximas. Eslua,_ água ligda é

inacessível aos microrganismos. É por isso que um produto alimentar salgado, açucarado

ou gelificado terá menos água livre do que um alimento fresco do mesmo tipo. (10)

6,0
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A água no seu estado crisatizarlo (gelo) tambem não pode ser utilizada p€los

Num alimento congelado, a disponibilidade em ágpa é muito reduzida

porque, além da água cristalizada, uma parte da água líquida restanrc está ligada aos

solutos que nela estão conceirüados' A disponibilidade em água de um produto alimentar

é representada pel a sn actividade de ágw (q. (10)

A actividade da água de um alimento é sempre inferior a 1,00' pois tem s€mprÊ uma

proporção mais ou menos importante da sua água sob forma "ligada"' Evidenternente'

quanto mais importânte for a pÍoporção relativa de solÚos' mais fracas é 8 q*do pÍoduto'

Verifica-se que, a actividBde da água é inversamente proporcional á pre'ssão osmótica do

alimento. (10)

Um alimento que tem uma aw baixa é pouco propício ao desenvolvimento dos

microrganismosepodeatélevaraumaplasmótisedascélulasmiclobianas.Assim,uma

bactéria pode perder metade da sua água inhacelular quando a q, passa de 0'995 a 0'950'

Este fenómeno inibe a actiüdade enzimátioa e desacelera o crescimento. fleterminados

microrganismos, enEe os qtrtis os Staphylococcus aureu" são capazes de se adaptar a a*

inferior a 0,95 por diferentes mecanismos fisiológicos. Mas ests capacidsde de adaptação

temosseuslimites.QualiÍica-secomoa.,mínimoolimiteinferiorparaalémdoqualo

crescimento não é visível' (10)

Asexig&rciasmínimasemáguavariamcomasespécies(eatéentreasdifererrrcsestirpes

de uma mesma espécie). De maneira geral, as bactérias supoÍtam menos bem uma

reduçãodaao,doqueasleveduraseosbolores'Paraamaioriadasbactérias'valoresde

a*inferioresa0,gSmarcamjáumadesaceleraçãodocrescimento.Assim,abactéria

Staphylococcus @treus creíÍ!,e apenas l0 Por cento da sua velocidade máxima a uma alY

de 0,90, mesmo que o seu qescimento seja possível até 0'86' (10)

Os produtos alimentâres de a* fraca (< 0,85) como as farinhas' o peixe salgado ou as

Seleiasmuitodoces,sãopoucosuscêptíveisdeseralteradasporbactérias.Quandoa
quantidadederíguanãoélimitante,(a*de0,99ou0,98),asbacteriassãofavorecidas

poryueasuata)(adecrescimentoémaiselevadaAactividadedaáguaexeÍoePortanto'
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assim coÍno o pH, uma forte influência sobre a s€lecÉo do§ microrganismos §usc€ptiveis

de alterarem um alimento e sobre a duração da sua conservação' (10)

Do ponto de vista sanitário, é interessant€ notar que a produção de toxinas bacterianas e

demicotoxinasÍqueruma«tisponibilidadeemáguamaisetevadadoqueanecessária

paraocr€scimento.Assim,ocrescimentodeumaespécietoxígenanumalimentonão

implica automaticameÍrt€ a pÍ€sênça da toxina (10)

A a* dos alimentos varia entre 0,99 e 0,20' (10)

d Potencial de Oxirnedução @OR)

opotencialdeoxirreduçãoéamedidadopoderoxidanteour€dutordeummeio,ouseja'

a sua tendàrcia para receber ou dar electrões' O POR de um prodÚo alime'lrtar tem um

efeiO selectivo sobre a flora contaminante: os pÍoduto§ de POR elevado (portanto

oxidantes) favorecem os aeóbios, enquanto os produtos de baixo potêncial (redutores)

favorec,em os anaeóbios. No entanto, o Potencial crítico a partir do qual o crescimento é

permitido varia consideravelmente conforme as espécies em cada um dos dois grupos' O

potencisldeoxirreduçãoassimcomoapresençaounãodeoxigéniolivre,influenciam

igualmente a natureza das reacções metabólicas que dominarão num alimento; respiração

ou fermentaçâo dos glícidos, digestão ou putrefacção das proteínas' erc' (10)

o potencial de oxirreduçâo de um alimeno é geralmente medido em milivolts (mv) e

exprime-senumaescalaEh,umsubstratooxidantetemumEhpositivo,enquantoum

meio redutor apresênta um Eh negativo. Muitos aerobios estritos exigern potenciais

superiores a + 200 mV, enquanto certos aeróbios estritos pedem potenciais inferiores a -

zo0 mV. (10)

opotencialdeoxirreduçãodeumalimentonaturaldependedassuascaracterísticas

bioquímicas(factorintrínseco)edoteoÍemoxigéniodoarambierrrc(fsctorextrínseco).

sob a superflcie, viírios alimentos apresentam um Eh negativo devido ao seu alto têor em

compostos r€dutoÍ€s (açúcares redutores, ácido ascórbico' proteínas' aminoácidos com

snrsfrs, diferentes compostos que possuem radicais)' É por isso que o crescimento de
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germes âeróbios estritos nessês produtos está muita§ vezes limitado á zona superficial' ali

ondeooxigéÍliodoarestádisponível.Comefeito,ooxigéÍtiodifunde-semalem
nos meios redutoreg a menos que uma estrutura ponosa ou aberturas

naturais (frutas e legumes inteiros) facilite a penetração do ar' Esta diferença de POR

en11re a sup€rficie e o interior de um produto explica" por exemplo, uma peça de carne

podeestaralt€radaemprofundidadeporumgerrneanaeóbioestritoenquantoasua

sup€rficie está atacada por aeróbios' (10)

O acéscimo de determinados aditivos alimentaÍ€s pode modificar o POR de um produto'

Os nitritos e os antioxidantes (ácidos ascóóico, entre outros) reduzÊm a difusão do

oxigenioefazfjlÍlbaixaroPoR.Inversamente,osnitratosarrmentamoPoRporque

podernserreduzidosemnitratospela§bactéÍiasaeóbiaseservirdepaliativoáfalhade

oxigário (respiração niratQ. (10)

O teor em oxigenio do ar ambiente (PO2 para pressão parcial de oxigénio) tem influência

sobre o POR de um alimento. Embora a atmosfera seja rica em oxigénio' o âr em

contacto directo com o alimento pode ter uma POz fraca' As embalagens herméticas e

empilhamentos de pÍdutos slimentarÊs sâo situações que rcduzem a POz do ar ambiente'

Favorecem o crescimento dos microrganismos anaeóbios estritos ou facultativos' (1O)

se a composição do ar ambiente modifica facilmente as características oxidoredutoras da

superficie de um alimento, o interior deste resiste frequentemente às variações de PoR.

Isto deve-se ao poder tampão de Eh de vrários alimentos fresoos. Est€ poder tamÉo

desaparece no antanto após o cozimento' (10)

Durante o crescimento num alimento, os microrganismos fazern variar o seu PoR. Nota-

se frequentemeÍrte que um meio oxidante se toma rapidamente Íedutor como

consequência do desenvolvimerrto microbiano. Assim, o crescimento de leveduras num

sumo de frutas fiesco baixa rapidamente o seu potencial de oxirredução por captação do

oxigénio disponível e libertação de substâncias redutoras. o meio, tomado anaeúbio, é

emâo proPício á fermentação. (10)
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d Composiçâo Química doc Alimentos

A composição química geral de um alimento, como a natuÍ€z& e as proporçôes dos seus

compostos nuü.itivog tem igualmente um efeito selectivo sobre a microflora de alteração.

Existem microrganismos mais especializados, pois possuem necessidades mais

específicas. Assim, os tactobacilos e Snphylococcw aarcus devqn encontrar vários

factores de crescimento (vitaminas, aminoácido) num alimento para nele se

desenvolverem. De forma geral, ente os microrganismos encontrados nos alimentos, os

bolores formam o gru'po de organismos que tem as mais fracas exigências nutricionais,

seguidopelogrupodasleveduras,asbactériasdeGramnegativoefinalmenteasbactérias

de Gram positivo. (10)

Os glícidos são a fonte priülegiada de energia paÍa um grande número de

microrganismosdealteração.Noentanto,acapacidadedeutilizardiversostiposde

glícidos varia de uma especie e de uma estirpe a outÍa. o tipo de glícidos prcsente num

alimento terá poÍtânto um efeito selectivo sobre a flora de alteração. Embora a maioria

dos microrganismos possa utilizar a glicose, por exernplo, um número muito mais r€strito

pode utilizar a lactose. Assim, as €stirpes lactose mais são msis favoÍ€cida§ nos pÍodutos

derivados do leite. Os alimentos ricos em amido e pobres em açúcar simples (como os

cereais e a§ batatas) devem primeiro ser atacados Por especies capazes de segregar

amilases antes de ser usados por outros microrganismos' (10)

Da mesma formq os alimentos ricos em proteinas e Pobr€s em glícidos (as cames' por

exemplo)sãoemprimeirclugarumt€Írenopropícioaodesenvolvimentodasespécies

proteolíticas (capazes de hidrolisar as proteínas em aminoácidos). só as proteínas sirnples

são habitualmente hidrolisadas (ou digeridas), porque poucos microrganismos podern

atacar proteínas comptexas. um grande número de espécies, pelo contrárig é capaz de

utilizar os aminoácidos como fonte de enagia' (10)

d Estrutura Biológica

Os prodúos alimentares frescos sâo fiequent€mente pmtegidos por um Í€vestimento

(conch4 pele, tegumento) que Í€taÍda â penetração dos
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contaminam a superficie' mas são ranos ou ausentes na massa do produto' A casca dos

ovos e das nozes' a casca das frutas, e pele e as escamas de um peixe são oremplo bem

coúecidos de esEutuÍas biológicas protectoÍes muito eficazes' Da mesma formq a pele e

asmembranasqueenvolvemostEcidosmuscularesdascarcaçasanimaisProteggm

eficazmeÍrt€ a came, principolmente se estiver refrigerada' A organização intema dos

tecidosvegetaiseanimaisintactos,formadaporcelulasseparadasportecidoconjuntivo

(animais)ouporparedescelulósicas(vegetais),tambeméumobstáculoquelimitaa

propagação dos microrganismos na massa do produto' (10)

Embora a longo prazo neúuma destas barreiras impeça a alteração de um alimento' é

widente que um produto inrciro cujo Íevestimento natural esüí intacto conserva-se mais

tempoemaisfacilmente,nasmesmascondições,doqueumpmdutodescascado,cortado,

picadoouespremido'Estasoperaçõestêmcomoconsequ&tcia'nÍloapenasasupnessão

destasbarreiraseadistibuiçãodosmicrorganismosnamassadoproduto,mastambém

acelerar o crescimento destes pela lib€rtação de líquidos celulares ricos em água e ern

elementos nutritivos facilmente assimiláveis, oom um aumento da disponibilidade em

oxigenio livre. (10)

FactoIrcs Extrínsecc

os factores extrínsecos estão ligados às condições ambientais nas quais são mantidos os

alimentos durante o seu aÍmazenamento. São de uma importância prática considerável

poÍquesepdefacilmenteintervirparamodificálosdemaneiraaprolongaraduraç2loda

consenração' A teÍnperatura, a humidade, a composição do ar ambiente açm de forma

detenninante sobÍe o desenvolvimento microbiano' (10)

d TemPeratura

A temperatura de armazenamento é o facor ambiental mais importanrc que afecta a

duraçõodeconservaçãoeotipodealteraçõesmicrobianssdosplodutosalimentares.De

facto, já sabemos que o ritrno de desenvolvimento de um
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temp€ratura e que além de certos limit€s, todo o crescimento é impossÍvel. Teoricarnente,

existe uma possibilidade de alteração nos alimentos mantidos â uma temperatura

enfe -5qC e +70pC se írs outras condições forem favoúveis. Dentro deste

inGrvalo, no entanto, existem diferenças consideráveis quanto á rapidez' ao tipo de

alteração e aos microrganismos em causa. Até uma mudança de temp€ratura de Pequena

amplitude pode ter um efeito muito positivo sobre a conservaçâo, aumentando a fase de

latência dos germes de alrcração ou inibindo o desenvolvimento de um patogénico

perigoso. (10)

d Humidade do Ar Ambiente

Uma humidade ambiente elevada favorece a prolifera@ dos

especialmente á superficie dos alimentos. Mesmo os produtos considerados de fiícil

conservação pelo seu estado desidratado podem cobrir-se de bolores se a humidade

ambiente for suficientemente elevada. Com efeito, num meio fechado, a humidade

relativa do ar em contacto com um alimento modifica progÍessivamente a sua a,,. se a

humidade relativa do ar ambiente for superior à do alimento, haverá aumento da água de

superficie. A sua a,, aumentará e tomar-se-á então compatível com o crescimento de um

maior número de microrganismos. um biscoito seco ou leite em pó, que se oonservam

normalmente sem problonas, podem ser atacados por bolores se forem colocados ern

atmosfera húmida. (10)

para os alimentos frcscoq a desidratação de superflcie conduz fr€quentemente a uma

deterioraçâo Íisica do produto (endurecimento ou até mesmo rnurchar). É portanto

necesúrio manter uma humidade elevada do ar ambiente, mesmo que para isso seja

necesúrio intervir sobre outros factores (temperatura, gases d8 atmosfera) para retardar o

microbiano. (10)

d ComPosiçâo da Atmosfers

Alémdovapordeáguaoutosqasesdaatmosferainfluenciamocrescimentodaflora

microbiana. Os principais sáo o oxigénio e o gits carbónico' O azoto intervém

principalmente como gás de substifirição' (10)
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O teor em oxigenio do ar ambiente, ou pÍessão parcial de oxigenio (PO2)' influencia o

potenciâl de oxirredugão @oR) de um alimento, mas a sua influência limita-se

principalment€ á super'ficie do produto' A P@ elevada do ar ambiente favorece o

crescimento dos micmrganismos aeróbios na flora microbiana de superficie, enquanto

uma redução significativa facilita a dominância dos germes anaeróbios e dos lactobacilos'

como um grande número de germes de alteração psicófilas são anaeróbios estritos, as

embalagens a úcuo contribuem para aumentar a conservação de produtos alimentares

refrigerados(charcutaÍia'queijos,peixesefiutosdomar,legumespreparados)'Aflorade

attersção, mais lenta em estabelecer-se, é então constituída principalmente poÍ

lactobacilos. (10)

NumerosaS experiências mostraram que um teor elevado em gás carbónico (Pco2) tem

uma acção bacteriostática que lhe é pópria, além do decréscimo em oxigénio que pode

provocarporsubstituição.Asuaacçãosobreosmicrorganismospareceefechnr-seem

dois níveis:

- Baixa o pH por formação de ácido carbónico após reacção com a água;

.Bloqueiaaactividadededeterminadasenzimas,especialmurtedasdescarboxilases.

O seu efeito inibidor é paÍticulaÍmente eficaz às temperaturas de refrigeração' Age

principatmente conüa os bacilos de Gram negativo aeróbios e psicr6Íilas' e contr& os

bolores. O gás carbónico retarda igualmente a senescência das frutas inibindo a acção do

etileno, uma hormona vegetal que acelera o amadurecimento. Por estas diferentes razões'

a conservação de determinados alimentos (frtrtas, cames' peixes) é melhorada sob

amosfera modifi cada. (10)

os alimentos mais susceptíveis de contaminação por suphylococctts auteus sáo,

atimentos satgados e ligeiramente açucarados, cames muito manuseadas e picadas,

produtos de pastelaria, maionese, ovoprodutos, cremes gelados' produtos lácteos e alguns

molhos. (26)

o controlo da saúde do manipulador, controlo da integridade das mãos, unhas e higiene

individual, a necessidade de manter os alimentos susceptíveis aboixo de 4oC ou acima de
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46qC, o faCto de se submeteÍem os alimentos susceptíveis, a temperaturas que permitam a

destÍuição da bactéria (temperatura de fervura) e a higienização corÍ€cta das máquinas e

planos de trabalho relativos a corte, manuseamento e operações de picar carne. (26)

Lrgistaçâo em Vigor:

segundo o rcgulamento (cE) N.2073/2005 da cE de 15 de Novembro de 2005' relativo

a critérios micmbiológicos aplicáveis aos géneros alimantícios, os géneros alimentícios

não devem contÊr microrganismos nem as suas toxinas e metâbolitos ern quantidades que

ÍepÍ€s€ntÉm um risco inaceiúvel para a saúde humana. Neste regulamento, no ponto 3,

existe a refeÉncia ao Regulamento (cE) N.' l78DW2 estabelece requisitos gerais de

seguÍança dos géneros alimentícios, segundo os quais não dwern ser colocados no

mercado géneros alimentÍcios que não sejam seguros. os operadores das empresas do

sector alimentar têm o dever de retirar do mercado os alimentos que não sejam seguros. A

Íim de contribuir para a protEcção da saúde pública e witar interpretações divergentes, é

necessário estabelecer critérios de segurança harmonizados em materia de aceitabilidade

dos alimentos, designadamente no que se refere à presença de certos microrganismos

púogénic,os. (24)

No ponto 15, do regulamento n.2073, em 26 e 27 de Março de 2003, o CCMVSP

adoptou um parecer sobre a presença de enterotoxinas estafilocócicas nos produtos

lácteos, em especial no queijo. o comité recomendou que se procedesse a uma revisão

dos critérios relativos à presença de estaÍilococos coagulase positivos no queijo, no leite

cru para fiansformação e no leite em pó e sê estabelecesseÍn critérios no que respeita à

presença de enterotoxinas estafilocócicas no queijo e no leite em p6'Q4)

Bruna de Jesus 49



"Comportamento de Sraphyluocclts oureus sob difcrentes oondições de crescimento"

Nomeadamente em queijo, leite em pó e soro de leite em pó, efectua-se a pesquisa de

enterotoxinas estafiloócicas, onde existe um plano de amostragem, em que o n = 5 (n é o

número de unidades que constituem a amostra) e c = 0 (c é o número de unidades da

amostra com valores superiores a m ou compreendidos ent€ m (limite mínimo) e

M(limite máximo)). Para estes produtos, o regulamento estipula que não podem

detectadas enterotoxinas ern 25 g. O método de análise de referência a considerar é o

Metodo europeu de despiste do LCR para o leite ((Utilizar-se-á a ediçâo mais recente da

norma), refer€ncia: Hennekinne et al., J. AOAC Intemat. Vol. 86, n.' 2, 203). Este

critério aplica-se a produtos colocados no mercado, durante o seu período de vida útil.

Para interpretação dos resultados dos testes de pesquisa de enterotoxinas estafilocócicas

em produtos lácteos, os seguintes oitérios: (24)

Il Satisfatória, se não forem detectadas enterotoxinas ern nenhuma das unidades

de amostra (24)

I Não satisfâóri4 se for detectada a presença de enterotoxinas em qualquer

uma das unidades da amostra. (24)

Em queijo fabricado com leite cru, efectua-se a pesquisa de estafilococos coagulase

positivos. Aplica-se para este tipo de pmduto um plano de amostragem, em que o n = 5 (n

é o número de unidades que constituem a amosEa) e c:2 (c é o número de unidades da

amostra com valores superiores a m ou compreendidos entre m (limite mínimo) e M

(limite máximo)). Para estes produtos, o Íegulamento estipula que existe um limite

mínimo de 104 ufc/g e um limite máximo de 105 ufc/g. O método de ânális€ de

referência a considerar é a norma EN/ISO 6888-l/2. A melhoria da higiene na produção e

da selecção de matérias-primas, são medidas aplioíveis caso se registem valores

superiores aos limites estabelecidos. Se se detectarem valore9 105 ufc/g o lote de queijo

deve ser testado relativamente à presença de enteÍotoxinas estafilococicas. (24)

Em queijo fabricado com leite que tenha sido submetido a tratamento térmico mais baixo

que o da pasteurização (excluindo os queijos em relação aos quais o fúricante puder

danonstrar, a contento das autoridades competentes, que o produto nâo apÍeseNrta

qualquer risco relativamente à prcsença de enterotoxinas estafilocócicag e queijo curado

fabricado com leite ou sono de leite que tenha sido submetido a pasteurização ou
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tratamento térmico mais elevado, também se efectua a pesquisa de estafilococos

coagulase positivos, O regulamento estipula que existe um limite mínimo de 100 ufc/g e

um limite máximo de 1000 ufc/g. O método de análise de refeÉncia a considerar é a

norma EN/ISO 6888-l/2. Para estes tipos de @utos aplica-se um plano de amosüagem,

emqueo n:5 eoc:2.(24)

O queijo de pasta mole nâo curado (queijo fresco) fabricado com leite ou som de leite

que tenha sido submetido a pasteurização ou fataÍnento térmico mais elevado (excluindo

os queijos em relação aos quais o fabricante puder demonstrar, a contento das autoridades

competentes, que o produto não apresenta qualquer risco relativamente à presença de

enteÍotoxinas estafilocócicas» também neste é considerado importante a pesquisa de

estaÍilococos coagulase positivos. É estabelecido, paÍa este tipo de produto, um plano de

amostragem, com n: 5 e c:2. O regulamento define o m igual alO ufc,/g e o M igual a

100 ufc/g. Considera-se o método de aná.lise de referência a norma EN/ISO 6888-l ou 2.

Este critério deve ser tido em conta aquando do fase final do processo de fabrico. Em

caso positivo, deve-se melhorar a higiene na produçilo. Se se detectarem valorep 105

ufc./g, o lote de queijo dwe ser tÊstâdo Í€lativamente à presença de enterotoxinas

estafilocócicas. (24)

Em leite em pó e soro de leite em pó (critério não é aplicável aos pmdutos destinados a

posterior transformação na indústria alimentar). Define.se como necessária a pesquisa de

estafilococos coagulase positivos. Estabelece-se o n:5 e c=2.O regulamento define o

m igual a10 ufc,/g e o M igual a 100 ufc/g. Considera-se o método de análise de refer&rcia

a nonna, EN/ISO 6888-l ou 2. Este critério é apliaível no Íim do procêsso de produtivo.

Se os resultados forem negúivos deveram ser promovidas medidas de melhoria das

condições de higiene na produção. Se se detectarem valores> 105 ufc/g, o loê deve ser

testado relativamente à presença de enterotoxinas estafilococicas. (24)

Em produtos descascados e sem concha à base de cruúíceos e moluscos cozidos.

Efectua-se a pesquisa de estafilococos coagulase positivos. Estabelece-se no plano de

amostÍagem o n = 5 e c : 0. O regulamento define o m igual a lü) ufc/g e o M igual a
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1000 ufo/g. O método de análise de referência é a norma, EN/ISO 6888-l ou 2. A

amostra é recolhida no final do processo produtivo. (24)

Para interpretação dos resultados dos testes de pesquisa de estafilococos coagulase

positivos em crustáceos e moluscos descascados e cozidos: (24)

t Satisfatória, se todos os valores observados forem S m;

{ Aceitiivel, se houver um máximo de c/n valores entre m e M e os restantes

valores observados forem S m;

rI Não satisfatória, se um ou mais valores observados forem > M ou mais do que

c/n valores estiverem entre m e M.

O risco de Stophylococcus oureus em alimentos e animais

A Autoridade Europeia de Segurança Alimentar (EFSA) publicou um

parecer sobre o impacto para a saúde pública da presença de

Staphylococcus oureus resistente a meticilina (MRSA) em alimentos e

animais. (25)

O Painel da EFSA sobre Riscos Biológicos (BIOHAZ) verificou QU€, embora os

alimentos possam estar contaminados com MRSA, não existem actualmente quaisquer

evidências de que a ingestiio ou manipulação de alimentos contaminados possa conduzir

a um acréscimo do risco dos humanos se tornarem portadores saudáveis ou de serem

infectados com esta bactéria. (25)

O Painel concluiu também que é elevada a prevalência de MRSA em animais destinados

à produção de alimentos e que as pessoas que estão em contacto com animais vivos, em

particular agricultores, veterinários e seus familiares, têm maior risco do que a população

em geral. (25)

No caso dos animais destinados à produção de alimentos, um tipo específico de MRSA,

CC398, emergiu e, frequentemente, os animais de produção intensiva são portadores

assintomáticos desta bactéria. (30)
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Vádos tipos de MRSA, incluindo CC398' podem ser encontrados em matadouros e em

camecrua,masoPainelaÍiÍmou,baseadonosdadosactuais,queoriscodeinfecçãodos

trabalhadores de matadouros e manipuladores de came parece ser baixo' (25)

Tambémafirmouquenãoexistemevidênciasdequeoconsumodecamecontaminadôse

traduza numa infecaão de humanos ou que esta estiÍpe tenha causado intoxicações

alimentares. (25)

Nospaísesafectados,estaestirpefoiessencialmentedetectadaemporrcos,vitelase

frangos. (30)

QuantoaopçõesdecÔntrolo,oPainelafirmouqueomovimentodeanimaiseocontacto

entre animais constituem importantos fontes prováveis de transmissão de cc398' (30)

Também considerou que a monitoriza$o sistemática de MRSA em todos os Estados-

Membros deveria ser efectuada de modo a avaliar as tendências do desenvolvimento de

MRSAemanimaisdestinadosàproduçãodealimentos,erecomendouqueumatriagem

sistemáticadospacientesadmitidosemhospitaisdeveriaserexpandidademodoaincluir

categorias profi§sionais expostas a animais de produção intensiva' (30)
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Alimentos mah afectados poÍ Slaphylococcus aweu§

Dosmuitosalimentosquetêmsidoimplicadoscomocausadoresdeintoxicações

alimentares estafilocócicas, os pÍodutos de pastelaria' bolos com cremes e com natas'

fiambres e cames de aves' são os que mais favoltcem a intoxicâção êstafilocócica' (12)

Cerca de 75%o dos surtos de intoxicação alimentar estafilocócicq apresentam-se como

consequênciadeumarefrigeraçãodosalimentos,inadequadaeinsuÍiciente.(12)

Enfie os alimentos que causam este surtos, incluem-se outnos tipos de alimentos'

nomeadamente, cârnes e produtos cámeos, peixes e seus derivados' leite e produtos

lácteos e em emPadas. (12)
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Anexo:

Legislação:

Legislação Alimentar: Higiene dos Géneros Alimenticios

D-- /.F.) n" 20?3t2005 da Comissão de 15 de Novembro

critérios microbiológicos aplicáveis aos géneros alimentícios, alterado pelo Ree. (cE) no

l44l l2OO7 da Comissão' (l 0)

Reg. ÇE) n'8572004 do Parlamento Europeu e do Conselho' de 29 de Abril

Estabelece as regras relativas à higiene dos géneros alimentícios (10)

Alterado pelo Ree. (§E) n' 101912008 da Comissão

AlteradopeloRee.(CE)n..2lgi200gdoParlamentoEuropeuedoConselho

Res. (cE) n 853/2004 do Parlamento Europeu e do conselho, de 29 de Abril

Estabeleceregrasespecíficasdehigieneaplicáveisaosgénerosalimentíciosdeorigem

animal (10)

Alterado pelo Reg. (CE) n" 20742005 da Comissão

Alterado pelo Ree. (CE) n'207612005 da Comissão

Alterado pelo Reg. (CE) n' 166212006 da Comissão

Alterado pelo Ree. (CE) n'l79l/2006 do Conselho

Alterado pelo Ree. (CE) n" I24312007 da Comissão

Alterado pelo Ree. íCE) n' t 020/2008 da Comissão

AlteradopeloReq.íCE)n..2lgl200gdoParlamentoEuropeuedoConselho

D-^ /.É) n" 207 4t2O05 da Comissâo de 5 de Dezembro

Estabelere medidas de execução para determinados produtos ao abrigo do Reg' (CE) n"

8532004 do Parlamento Europeu e do Conselho e para a organizaçâo de controlos

oÍiciaisaoabrigodoReg"(CE)n"S54l2oo4doParlamentoEuropeuedoConselhoeo

Reg. (CE) n" 88?20M do Parlamento Europeu e do Conselho' que derroga o Reg' (CE)

l.
a

4.

5.

6.

7
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n" 852/2OO4 doParlamento Eumpeu e do Conselho e altera o Reg' (CE) n' 853/2@4 e o

Reg. (CE) n'854/2004' (10)

Alterado pelo Req. (CE) no 1664i2006 da Comissão

Alteratlo pelo Ree. (CE) no 1244/2@? da Comissão

Alterado pelo Reg. (CE) n' 10272008 da Comissâo

Alterado pelo Reg. (CE) no 12502008 da Comissão

Decreto-Lei nol 132006, de 12 de Junho

Define o processo de aprovação dos Códigos Nacionais de Boas PráIicas' (10)

de 18 de Novembro

)

3.

4.

Alterado Pelo

Portaria n"6992008 de 29 de Julho

Regulamenta as derrogações previstas no Reg' (CE) n'" 853/20M' do Parlamento

Europeu e do Conselho, de 29 de Abril, e no Reg' (CE) n'' 207312005' da Comissão' de

15 de Novembro, para determinados géneros atimentícios' (10)

Desbacho Normativo n'38/2008 de 13 de Agosto

Estabelece o procedimento para a concessão das adaptâções aos requisitos de higiene

aplicáveis à produção de géneros alimentícios' (10)
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