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1. INTRODUCAO

A comercializacdo de doces € uma das atividades econdbmicas mais
importantes da cidade de Pelotas, RS. Esta tradicdo doceira foi incorporada pela
colonizacdo portuguesa, tornando a producdo e consumo de doces parte da
cultura local. No contexto atual, a cidade € considerada a capital nacional do doce
(GUERREIRO; BRIDI, 2015).

Durante o preparo dos doces, micro-organismos patogénicos podem
disseminar-se a partir de ingredientes contaminados, utensilios, superficies ou por
meio dos manipuladores (HOBBS; ROBERTS, 1999). Dentre estes micro-
organismos, destaca-se o0 grupo dos estafilococos coagulase positiva (ECP)
(BRASIL, 2014).

O género Staphylococcus é composto por 49 espécies e 26 subespécies,
que caracterizam-se por apresentarem morfologia de cocos Gram-positivos,
formando arranjos semelhantes a cachos de uva. Sao micro-organismos
anaeroébios facultativos, iméveis, mesdfilos e que podem produzir enterotoxinas
(BRASIL, 2013; EUZEBY, 2015; TRABULSI et al., 2008). A maioria das espécies
nao apresenta capacidade de produzir a enzima coagulase, entretanto, S. aureus,
S. schleiferi subsp. coagulans, S. intermedius, S. hyicus e S. delphini sintetizam
essa enzima, sendo, portanto, denominados ECP (BANNERMAN, 2003).

A presenca de ECP em alimentos processados, indica contaminacao pelos
manipuladores ou limpeza e desinfec¢do inadequadas de superficies, utensilios e
equipamentos (CARMO et al., 2005). Além disso, em determinadas condicfes
ambientais e populacionais, esses micro-organismos podem produzir
enterotoxinas no alimento, cuja ingestdo pode causar a intoxicagao estafilococica
(ECDC, 2015).

Outra caracteristica importante desses micro-organismos € a capacidade de
formar biofilme, a qual facilita sua adesao em superficies abibticas e possibilita a
sua multiplicagdo nesses locais, formando uma massa celular por meio de
filamentos de natureza proteica ou polissacaridica (COSTERTON et al., 1999). A
presenca de biofilme em instalagdes industriais pode contaminar os alimentos,
trazendo riscos a saude dos consumidores (GUERRA et al., 2005).

Diante do exposto, o0 objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade de
formacdo de biofilme por estafilococos coagulase positiva, isolados de doces
tradicionais de Pelotas.

2. METODOLOGIA

2.1 ISOLAMENTO

Foram analisadas 13 amostras de doces tradicionais de Pelotas, RS. A
contagem de ECP foi realizada de acordo com a American Public Health
Association (APHA, 2001). Inicialmente, pesou-se 25 g de amostra, adicionou-se
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225 mL de Agua Peptonada 0,1% em saqueta esterilizada, e homogeneizou-se
em stomacher. Apéds, procedeu-se diluicdes seriadas até 10™ e semeou-se uma
aliquota de 0,1 mL em placas de Petri contendo agar Baird Parker (ABP),
incubando-se a 37°C por 48 horas. Em seguida, foram selecionadas 3 colonias
caracteristicas de cada placa, as quais foram inoculadas em caldo Infusdo
Cérebro Coracdo (BHI) e incubadas a 37°C por 24 horas. Os isolados foram
selecionados pela capacidade de producdo de coagulase livre em plasma de
coelho, com incubacgéo a 37°C e observa¢do da formacao de coagulo. Além disso,
foram submetidos a testes adicionais, como a coloracdo de Gram e teste de
catalase.

2.2 AVALIAQAO DA CAPACIDADE DE FORMAC}AO DE BIOFILME

A capacidade de formacéo de biofilme foi avaliada em superficie de aco inox,
de acordo com o protocolo descrito por RIEU et al. (2007). Inicialmente, os
isolados foram cultivados em agar Triptona de Soja (TSA) e incubados a 37°C,
por 24 horas. Sobre os cupons de aco inox foram adicionados 9 mL de caldo
Triptona de Soja (TSB), acrescido de 1% de glicose, e o inéculo padronizado na
escala 0,5 de McFarland (equivalente & 1,5 x 10 UFC.mL™) e incubou-se a 25°C,
por 24 horas. Ap6s o periodo de incubacéo, foram realizadas 2 lavagens com
solugdo Salina Fosfatada Tamponada (PBS) e, posteriormente, realizou-se
esfregaco com 2 swabs esterilizados. Logo apds, foram feitas diluicbes decimais
seriadas e semeou-se em placas de Petri contendo TSA, incubando-se a 37°C
por 24 horas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

WELKER et al. (2010) avaliaram alimentos envolvidos em surtos de doencas
transmitidas por alimentos (DTA) ocorridos no estado do Rio Grande do Sul, no
periodo entre 2006 e 2007. Dos 186 surtos ocorridos, 28% foram ocasionados por
ECP, o que demonstra a importancia desses micro-organismos.

Duas das 13 amostras de doces analisadas (15%) apresentaram ECP,
indicando praticas higiénico-sanitarias insatisfatorias durante a producdao,
armazenamento e/ou comercializacdo dos doces. Contudo, ndo ultrapassaram o
limite de 103 UFC.g™ de alimento estabelecido pela RDC 12, estando aptas para o
consumo (BRASIL, 2001). Resultados semelhantes foram descritos por
GRANADA et al. (2003), que avaliaram o perfil higiénico sanitario de Quindins
comercializados na cidade de Pelotas, RS, encontrando valores inferiores a 102
UFC.g™ nas amostras.

STEPANOVIC et al. (2007) consideram que um isolado é formador de
biofilme quando alcanca concentracdes microbianas superiores a 3 log UFC.cm™.
Dessa forma, de acordo com esses critérios, os dois isolados avaliados neste
estudo sdo formadores de biofilme, pois atingiram concentracdes microbianas
superiores a 8 log UFC.cm™ (Tabela 1).

Tabela 1 — Formacao de biofilme por estafilococos coagulase positiva isolados de
doces tradicionais de Pelotas, RS

Isolado Concentracéo bacteriana (log
UFC. cm™®)
El 8,1

E2 8,5
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MEIRA (2011) avaliou a capacidade de formagé&o de biofilme em acgo inox de
S. aureus isolados de superficies de processamento de carnes, e observou que
100% dos isolados eram formadores de biofilme, obtendo concentragbes
bacterianas entre 6 e 7 log UFC.cm™, valores inferiores aos encontrados neste
estudo.

A formacéo de biofilme pode conferir aos micro-organismos resisténcia aos
agentes antimicrobianos e sanitizantes empregados na industria, o que pode
torna-los persistentes no ambiente de processamento de alimentos, ocasionando
riscos a saude do consumidor (DONLAN; COSTERTON, 2002).

4, CONCLUSOES

Estafilococos coagulase positiva provenientes de doces tradicionais de
Pelotas, RS, apresentam capacidade de formar biofilme em superficie de aco
inox. Esse resultado é relevante, haja vista que esses micro-organismos podem
se aderir a superficies e utensilios da industria, bem como podem produzir
enterotoxinas, ocasionando riscos a saude do consumidor.
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