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RESUMO

A salada € um dos alimentos mais consumidos em restaurantes “self-service”. O
manuseio e falta de atengao com a higiene desses alimentos fazem deles uma
importante fonte de contaminagdo, ja que os manipuladores sao veiculos de
transmissdao de patdgenos como os Staphylococcus, que podem causar
intoxicacao alimentar. Neste trabalho, foi realizada a quantificagao de
Staphylococcus coagulase positiva presentes em saladas comercializadas em
restaurantes do tipo “self-service” da cidade do Rio de Janeiro. Dentre as 31
amostras analisadas, 10 (32,2%) apresentaram contagens de SCP superiores as
permitidas pela legislacdo vigente. Trés estirpes identificadas como S. aureus,
isoladas de diferentes amostras de saladas, foram analisadas quanto ao perfil
de sensibilidade a antibidticos, e todas foram resistentes a penicilina, ampicilina
e canamicina. Nossos resultados apontam deficiéncia nas praticas de higiene no
manuseio e/ou acondicionamento das saladas analisadas, tornando esse
alimento um possivel risco a saide dos consumidores, inclusive pelo potencial
de transmissao de estirpes resistentes a drogas.
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ABSTRACT

Salad is one of the most consumed foods in self-service restaurants. Handling
and absence of hygiene practices of these foods make them an important
source of contamination, since handlers are vehicles of transmission of many
pathogens, as Staphylococcus, that can cause food intoxication. In this work,
the quantification of coagulase positive Staphylococcus was evaluated in salads
commercialized in self-service restaurants of Rio de Janeiro City. Amongst 31
analyzed samples, 10 (32.2%) presented counting of coagulase-positive
Staphylococcus higher than the values allowed by the legisiation. Three strains
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identified as S. aureus, isolated from different salads samples, had their
antibiotic sensitivity profile analyzed and all of them were resistant to penicillin,
ampicillin and kanamicin. Our results indicate deficiency in the hygiene practices
on the handling and/or storage of the analyzed salads, becoming these foods a
risk to consumers’ health, especially due to the potential of transmission of
drug-resistant strains.
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INTRODUCAO

Os alimentos sdo susceptiveis a contaminagdo por diferentes agentes
etiologicos, que por sua vez, podem levar ao desenvolvimento de doencas que
afetam a salde humana. Essas doencas tanto podem ser causadas pela
multiplicacdo dos microorganismos patogénicos quanto por suas toxinas
(CUNHA NETO et al., 2002; WARMINSKA-RADYK, tANIEWSKA-TROKENHEIM &
MIKS, 2007).

Nos Ultimos anos, tem aumentado cada vez mais o ndmero de
estabelecimentos comerciais de alimentacao, em especial, os do tipo “self-
service”, onde a salada é um dos alimentos mais consumidos. Entretanto, a
contaminacao microbiana desses produtos apresenta uma destacada
importancia para a saude publica pelo risco de transmissao de doencas de
origem alimentar, uma vez que as saladas sao preparadas a partir de vegetais
que podem conter, na sua superficie, microrganismos potencialmente
patogénicos provenientes da agua, do solo, de adubos e do ar.

Manipuladores também estdo entre as principais fontes de contaminacao desse
alimento, podendo veicular inclusive Staphylococcus aureus, ja que o habitat
mais comum dessas bactérias é o trato respiratdrio superior, especialmente a
narina anterior, bem como a superficie da pele (MADIGAN, MARTINKO &
PARKER, 2004). Na maioria dos casos, essas estirpes nao causam doenca
alguma, entretanto, infeccdes estafilococicas podem ocorrer quando a
resisténcia dos hospedeiros é baixa, decorrente de mudancas hormonais,
doengas debilitantes, feridas na pele ou tratamento com ester6ides ou outras
drogas anti-inflamatorias (FEITOSA et al., 2003; YOUNIS et a/., 2003; LOPEZ-
PEDEMONTE et a/., 2006; CREMONESI et al., 2007).

Muitas estirpes de Staphylococcus podem ainda carrear genes de resisténcia a
antibidticos, levando a um quadro de infecgdo ainda mais grave, uma vez que o
tratamento torna-se mais dificil (WOLFSON, 2006; VERMELHO, BASTOS &
BRANQUINHA, 2008). As estirpes de S. aureus que geralmente causam
doencas em humanos produzem um grande nimero de enzimas extracelulares
ou toxinas. No minimo, quatro hemolisinas diferentes tém sido reconhecidas, e
a producdo dessa proteina é responsavel pela hemdlise vista ao redor das
colbnias em placas contendo agar-sangue. O S. aureus também é capaz de
produzir enterotoxinas, comumente associadas com intoxicagdo alimentar
(MADIGAN, MARTINKO & PARKER, 2004; LOPEZ-PEDEMONTE et al., 2006).
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As enterotoxinas estafilocdcicas sdo caracterizadas como sendo proteinas que
apresentam resisténcia a acao de enzimas proteoliticas, como tripsina, renina,
papaina, pepsina e quimiotripsina. Atualmente sdao descritos sete tipos e trés
subtipos sorologicamente distintos de enterotoxinas, entretanto, a enterotoxina
A é a mais freqliente e atua como um superantigeno, envolvendo a estimulagao
sisttmica de um grande numero de células T (SCHLIEVERT et al, 2000;
YOUNIS et al., 2003).

A intoxicacdo alimentar estafilococcica tem inicio abrupto e violento, com
nausea, vomitos e cdlicas, prostracao, pressao baixa e temperatura subnormal.
A morte é rara, contudo, pode ocorrer em criancas, idosos e individuos
debilitados. O diagndstico é facil, especialmente quando ha um grupo de casos,
com predominancia de sintomas gastrintestinais superiores e com intervalo
curto entre o inicio dos sintomas e a ingestdo de um alimento comum (APHA,
1995; FDA/CFSAN; 2003).

De acordo com Stamford et a/. (2006), a notificacao da intoxicacao causada por
Staphylococcus nao é realizada com freqgliéncia no Brasil, assim, a verdadeira
incidéncia da doenca é desconhecida, devido aos sintomas brandos e, em geral,
autolimitantes. = Somente grandes surtos chegam ao conhecimento das
autoridades sanitarias.

Uma vez que ha poucos estudos sobre a contaminacao de saladas por
Staphylococcus coagulase positiva, este trabalho tem por objetivo a deteccao, a
quantificacdo e a avaliacao do perfil de resisténcia a antibioticos desse grupo de
bactérias isoladas de saladas comercializadas na Cidade do Rio de Janeiro.
Esses microrganismos presentes em contagens superiores as permitidas pela
legislacdo vigente sugerem que as praticas de higiene no manuseio e/ou
armazenamento dos alimentos analisados nao foram adequadas, indicando,
assim, que estes representam um risco a saude dos consumidores.

MATERIAIS E METODOS

OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras de saladas foram obtidas em 31 restaurantes do tipo self-service,
distribuidos em dez bairros da Cidade do Rio de Janeiro, no periodo de
fevereiro de 2007 a fevereiro de 2008. A coleta foi efetuada durante o periodo
de servico de refeicdes, no horario entre 11 e 13 horas, utilizando os talheres
disponibilizados para a distribuicdo e a embalagem original “para viagem”
fornecida pelo estabelecimento. O tempo entre a aquisicao das amostras e sua
analise ndo ultrapassou 60 minutos.

PREPARO DAS AMOSTRAS

Para a realizagdo das analises microbioldgicas, pesou-se, assepticamente, 25
gramas de cada amostra, que foram entao acrescidos de 225 mL de solugao
peptonada 0,1% (p/v). A mistura foi homogeneizada em um aparelho
Stomacher (Lab-Blender 400) por 2 minutos, constituindo-se, entdo, a diluicao
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101, Foram realizadas, em seguida, diluicdes seriadas das amostras em agua
peptonada 0,1% (p/v) até 107,

ISOLAMENTO E QUANTIFICAGCAO DE STAPHYLOCOCCUS COAGULASE
POSITIVA

Os métodos empregados no isolamento e identificacdo das bactérias foram
realizados conforme descrito pela Instrucdo Normativa 62, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003).

Aliquotas de 0,1 mL das diluicdes realizadas foram semeadas em placas de
Petri contendo agar Baird-Parker (MERCK), adicionado de telurito de potassio a
0,01% (p/v) e emulsao de gema de ovo a 5 % (v/v), que foram entao
incubadas a 37°C por 48 horas. Apds a incubacao, realizou-se a contagem do
numero de colonias tipicas sugestivas de Staphylococcus aureus (com coloracao
negra brilhante, zona de precipitacao branca ao seu redor e circundada por um
halo transparente) e atipicas (sugestivas de outras espécies), obtendo-se assim
o valor da contagem presuntiva de unidades formadoras de col6nias de
Staphylococcus sp. por grama. ColOnias tipicas e atipicas de cada amostra
foram semeadas na superficie de agar BHI inclinado distribuido em tubos de
ensaio e incubadas a 36°C por 24 horas.

A morfologia microscopica das células isoladas foi realizada através de
coloragdo Gram a partir das culturas crescidas nos tubos com agar BHI
inclinado. As culturas que se apresentaram como cocos Gram positivos e
agrupados em forma de cacho foram submetidas as provas de identificacao
bioquimica (catalase, DNase, e coagulase), conforme descrito pela Instrucao
Normativa 62. O calculo do nimero de Staphylococcus coagulase positiva por
grama de alimento foi feito através da proporcao do numero de colonias
selecionadas e confirmadas, nos testes bioquimicos, em relagdo a contagem
presuntiva. Para a diferenciacao das estirpes de S. aureus de outras estirpes de
S. coagulase positiva, foram realizadas as provas de utilizagao de glicose e
maltose, teste de Voges-Proskauer, utilizacao de manitol e crescimento em NaCl
a7,5%.

DETEMINAGAO DO PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

O perfil de resisténcia a antibidticos das estirpes escolhidas foi realizado através
da técnica de difusao de disco, conforme as recomendacdes do National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003), empregando-se 0s
seguintes agentes antimicrobianos fornecidos pela Cecon (Sao Paulo, Brasil):
ampicilina (10ug), canamicina (30 pg), cefalotina (30 ug), cefotaxima (30 pg),
ciprofloxacina (5 pg), clindamicina (2 pg), cloranfenicol (30 ug), eritromicina
(15 ug) , gentamicina (10 pg) , imipenem (10 ug) , penicilina (10 U) , oxacilina
(1 pg), tetraciclina (30 pg) e vancomicina (30 ug) .
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RESULTADOS E DISCUSSAO

De 31 amostras de saladas obtidas, 10 (32,2 %) apresentaram contagens de
Staphylococcus coagulase positiva acima de 10° ufc/g, valor este estabelecido
como sendo o limite maximo permitido pelo Ministério da Salude (BRASIL,
2001), o que classificaria esses produtos como improprios para o consumo. Em
uma das amostras (amostra 5), isolada de um restaurante de Pilares, foram
encontradas contagens superiores a 10° ufc/g. Esses resultados estdo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Quantificacdo de Staphylococcus coagulase positiva em amostras de saladas

coletadas em diferentes bairros da cidade do Rio de Janeiro

Numero Bairro de S. coagulase
da amostra isolamento ositiva (ufc/g)*

1 Ilha do Fundao ND

2 Ilha do Fundao 1,0 x 10°
3 Marechal Hermes 2,5 x 103
4 Maracan3 5,0 x 10?
5 Pilares 1,2 x 10°
6 Centro ND

7 Cascadura ND

8 Cascadura ND

9 Marechal Hermes 2,5 x 103
10 Centro ND

11 Centro ND

12 Centro ND

13 Centro ND

14 Praca da Bandeira ND

15 Praca da Bandeira ND

16 Tijuca ND

17 Vila Isabel ND

18 Vila Isabel ND

19 Centro ND

20 Centro ND

21 Tijuca ND

22 Triagem ND

23 Maracana ND

24 Tijuca 2,0 x 10*
25 Tijuca 1,5 x 103
26 Tijuca ND

27 Centro 1,1 x10*
28 Centro >2,4 x 10*
29 Centro 1,1 x10*
30 Centro 1,1 x10*
31 Centro >2,4 x 10*

* Qs valores apresentados em negrito indicam contagens de S. coagulase positiva acima dos
limites permitidos pela legislacdo vigente no Pais para saladas; ufc/g, unidades formadoras de
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colonias por grama. A sigla ND indica que ndo foram detectados S. coagulase positiva nas
amostras analisadas, entretanto, ndao € possivel afirmar sua auséncia, uma vez que a técnica
utilizada detecta um minimo de 100 ufc/g.

Em um dos raros trabalhos relatando a presenca de Staphylococcus em
saladas, Furlanetto, Lacerda & Cerqueira-Campos (1982) verificaram que, das
20 amostras coletadas na cidade de Sao Paulo, uma delas apresentava
contagem de S. aureus acima de 10° ufc/g.

Neste trabalho, nosso grupo também constatou que, em algumas amostras, a
contagem de Staphylococcus coagulase negativa (SCN) variou entre 10° e
3,0x10° ufc/g (dados ndo mostrados). Embora na legislagdo vigente no pais ndo
haja limites estabelecidos para contagem de SCN em saladas ou em outros
alimentos, varios trabalhos ja descritos identificam algumas espécies de
Staphylococcus coagulase-negativos como sendo enterotoxigénicas. Em geral, a
contagem de células requeridas para producdao de enterotoxinas por essas
estirpes varia entre 10° a 10° ufc/g, e é suficiente para a ocorréncia de
intoxicacao alimentar estafilococcica (BECKER et a/,, 2001; CUNHA et al., 2006;
PICOLI et al., 2006; STAMFORD et al., 2006).

Acredita-se que as diferentes contagens observadas neste trabalho sejam
atribuidas a deficiéncias no preparo, e também ao tempo e a temperatura de
conservacao dos produtos durante sua comercializagao. Alguns autores, no
entanto, relatam que S. aureus podem ser introduzidos em um determinado
alimento sob varias formas, dentre as quais podemos destacar a contaminacao
através do manipulador, que, por ventura, pode levar a mao a boca ou ao nariz
e, também, por meio de lesOes infectadas presentes na pele (GONCALO, 1998;
PICOLI et al., 2006).

Trés estirpes de Staphylococcus coagulase positiva isoladas de diferentes
amostras e identificadas como S. aureus foram analisadas quanto ao perfil de
resisténcia a antibidticos (Tabela 2). As trés estirpes apresentaram perfil de
multirresisténcia sendo resistentes a pelo menos dois antibioticos do grupo das
penicilinas (penicilina e ampicilina) e um do grupo dos aminoglicosideos
(canamicina). A estirpe ST9 apresentou ainda resisténcia a vancomicina. Essa
estirpe sera estudada posteriormente, testando-se a concentragdo minima
inibitéria, como estabelecido pelo NCCLS para amostras resistentes a
vancomicina detectadas nos testes de difusao de disco.

Esses perfis apresentados pelas estirpes isoladas de saladas nao eram
esperados, sendo mais caracteristicos de amostras clinicas. Segundo dados da
Food and Drug Association, aproximadamente 70% das bactérias que causam
infeccao hospitalar sao resistentes a pelo menos uma das drogas comumente
utilizadas para o tratamento das infeccoes (BREN, 2003; WOLFSON, 2006;
DONNIO et al., 2007).

A alta incidéncia de doencas transmitidas por alimentos estd geralmente
associada aos procedimentos incorretos, relacionados aos habitos de
funcionarios e a utilizagdo de matérias-primas de ma qualidade. Muitos casos,
no entanto, estdo relacionados a falta de um controle mais efetivo da
temperatura de conservacao dos alimentos (GERMANO & GERMANO, 2001).
Isso corre principalmente naqueles estabelecimentos que fornecem aos seus
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clientes produtos em balcdes, através do sistema ‘“self-service”, sem

observancia as temperaturas de conservacao.

Tabela 2: Perfil de resisténcia a antibidticos apresentado por estirpes de Staphylococcus
aureus isoladas de saladas

ST7 ST8 ST9

Ampicilina
Canamicina
Cefalotina
Cefotaxima
Ciprofloxacina
Clindamicina
Cloranfenicol
Eritromicina
Gentamicina
Imipenem
Penicilina
Oxacilina
Tetracicilina
Vancomicina

R - resistente; S - sensivel.

nDunumaounumumumunmumoumom oo
nDunmnumaounumumumumunoumom oo
AN ULOOLULOLOLOLOBDOLONnOD

A exposicao dos alimentos a um grande nimero de pessoas também propicia a
ocorréncia de contaminacao provocada pelos préprios consumidores, uma vez
que nesses ambientes ndo ha condicdes para o procedimento adequado de
higiene pessoal, incluindo lavatorios que muitas vezes, quando existem, nao
sao devidamente utilizados (SILVA JUNIOR, 2002; ZANDONADI et al., 2007).

Nossos resultados podem contribuir para alertar as pessoas que saladas
comercializadas em restaurantes “self-service” ndo sao alimentos indcuos, uma
vez que podem representar risco para a saude dos consumidores ao veicularem
patdgenos como S. aureus, em especial, estirpes resistentes a antibidticos,
mostrando assim a necessidade da adocao de medidas mais incisivas que
permitam a melhor inspecao ou fiscalizacao desses produtos.
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