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RESUMO: Foi realizada a verificagdo da presenga de Staphylococcus aureus
enterotoxigénico, em manipuladores de alimentos, em cozinhas hospitalares. Foi
colhido material da por¢do anterior das fossas nasais de 34 pessoas que traba-
thavam em trés hospitais da cidade de Sdo Paulo. Dentre os individuos exami-
nados, 12 (35,3%) revelaram-se portadores de S. aureus e, destes 2 (16,7%)
foram positivos para cepas produtoras de enterotoxina estafilocécica do tipo C.
Das 12 cepas isoladas, 9 (75%) foram fagotipdveis; das duas cepas entero-
toxigénicas, uma foi ndo fagotipdvel e a ouira foi lisada por fagos do grupo IlI.

UNITERMOS: Staphylococcus aureus. Toxi-infec¢des alimentares estafiloco-

cicas. Enterotoxinas.

INTRODUGAO

E sobejamente conhecido o envolvimento
do Staphylococcus aureus em casos ou
surtos de intoxicagdo ocasionados pela
ingestdo de alimentos contendo enteroto-
xinas produzidas por essa bactéria. Estes
microorganismos vem causando intoxica-
¢Oes alimentares ha séculos (Dack 7, 1964).
Segundo este autor, Vaughan em 1884 e
Sternberg em 1885, trabalhando, indepen-
dentemente, com queijos responsabilizados
por casos de intoxicacdo alimentar, obser-
varam a presenga de estafilococos nestes
alimentos. Em 1894, Denys assinalou pela
primeira vez a presenca de estafilococos
piogénicos em carne de vaca morta por

* Do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Dr. Arnaldo,

USP “Setor Saude Publica” — Av,

febre vitular, produto esse causador de um
surto familiar de intoxicacdo alimentar. Em
1914, Barber relatou a presenca de esta-
filococos em vaca com mastite, cujo leite
havia provocado distiirbios gastrintestinais
agudos em individuos que o ingeriram.

Mais recentemente, Brachman e col+
(1973) referem que nos EUA em 1971
ocorreram 320 surtos de doencas de ori-
gem alimentar envolvendo 13.453 pessoas.
Destes, 201 (63%) atingindo 12.080 (90%)
individuos, foram atribuidos a infecgdes
bacterianas. Do total de surtos, o S. qureus
foi responsabilizado por 92 (29%), com
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5.115 (38%) pessoas atingidas. No Canadi,
em 19/3 o 8. aureus foi responsdvel por
2/ surtos que envolveram 600 pessoas,
sendo este microrganismo o que figurou
em primeiro lugar, devido ao maior nu-
mero de surtos que provocou 4.

Por outro lado, ¢ bem conhecida a parti-
cipacao de portadores de S. aureus na
cadeia epidemiolégica da intoxicagdo ali-
mentar estafilococica. Entretanto, segundo
Williams 1 (1963), os estudos sobre por-
tadores de S. qureus sé puderam ser rea-
lizados apdés a difusdo do uso da prova
da coagulase nos EUA por Chapman em
1934 e na Inglaterra por Cruickshank em
19317.

A colonizacio nasal do S. aureus no
homem ¢é descrita fregiientemente e uma
propor¢do grande de pessoas ‘“normais”
mantém este microrganismo em suas fossas
nasais, constituindo-se em seu maior reser-
vatdrio. Ludlan1® (1953) estudando crian-
cas lactentes com sete semanas de vida,
verificou que a taxa de portadores nasais
de S. aqureus era de 59,3% e Castello e
Maggia¢ (1951) em pesquisa semelhante
constataram a taxa de 80% em recém-nas-
cidos.

A proporcdo de adultos “normais”, ndo
associados a hospitais, portadores dessa
bactéria, estd compreendida entre 30 e
50%, sendo que esta taxa aumenta para
60 a 80% em pessoal hospitalar (Williams,
1963)41. Moss e col.2¢ (1948) examinando
material de fossas nasais cothido por meio
de zaragatea, encontrou estafilococos em
32% das pessoas estudadas enquanto que
em material obtido do vestibulo nasal essa
propor¢do era de 76%. O estudo de
Jacobs e col.2? (1961) revelou resultados
similares, porém Stratford e col.3? (1960)
encontraram positividade de 51% de porta-
dores. Investigacdes realizadas nos EUA,
Inglaterra e Australia por Williams 42
(1946), Ridley 33 (1969) e Martin e Whi-
tehead 21 (1948) mostraram uma freqiiéncia
de portadores nasais de 44%, 42% e 40%,
respectivamente, em adultos ‘“normais”.
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Possati 27 (1955), Findlay e Abrahams 13
(1946) e Rountree 3¢ (1956) observaram em
pessoas assintomaticas taxas de positivida-
des para S. aureus de 38%, 30% e 20%,
respectivamente.

tem sido realizado
um numero consideravel de investigacdes
sobre a epidemiologia das infecgdes
estafilococicas cruzadas no ambiente hos-
pitalar 2,12,28,29,32,  Estas pesquisas revelam
que as taxas de portadores de S. aqureus
em pessoal hospitalar assim como em pa-
cientes sdo altas 20.26, Mostram ainda que
o reservatorio principal desse agente infec-
cioso sdo as fossas nasais de portadores, a
partir dos quais os pacientes se infectam
com maior freqiiéncia. Entretanto, Zelante4+
(1974) citando varios autores, refere que
a 4rea bucal, possivelmente, é tdo impor-
tante quanto a nasal como reservatério de
S. aureus.

Nos ultimos anos,

Pelas pesquisas anteriormente referidas
pode-se depreender que a freqiiéncia de
portadores de S. aqureus ¢é relativamente
alta e, tratando-se de individuos que mani-
pulam alimentos, podem constituir-se em
elementos importantes na cadeia epidemio-
logica da intoxicacdo alimentar estafiloco-
cica, desde que estejam infectados com S.
aureus produtores de enterotoxina.

Assim, com base no exposto e dada a
auséncia de estudos dessa natureza com
relacdo a individuos que trabalham no pre-
paro de alimentos em nosso meio, plane-
jou-se a realizacdo da presente pesquisa,
que tem por objetivos verificar a presenca
de S. aureus nas fossas nasais de mani-
puladores de alimentos em cozinhas de
hospitais, pesquisar a capacidade produtora
de enterotoxina estafilococica das cepas
isoladas, assim como verificar a que fago-
tipos pertencem tais cepas.

MATERIAL E METODOS
Foi colhido material das fossas nasais

de 34 pessoas, sem sinais clinicos aparen-
tes de infeccdo estafilocédcica, que trabalha-



IARIA, 8. T. et al, Pesquisa de Staphylococcus aureus
Sdo Paulo, 1976. Rev. Sadde publ,, S. Paulo, 14:

manipuladores de alimentos em hospitais,
93-100, 1980.

enterotoxigénico nas fossas nasais de

vam em cozinhas de trés hospitais do muni-
cipio de Sdo Paulo, manipulando direta-
mente alimentos. O material foi obtido do
vestibulo nasal por meio de zaragatoa,
sendo esta posteriormente colocada em
tubo estéril, contendo cerca de 0,5 ml de
caldo simples e levada imediatamente ao
laboratério para exame.

Isolamento e identificagcdo de Staphylo-
coccus aureus — Para o isolamento desta
bactéria, o material da zaragatoa era se-
meado na superficie de agar simples adi-
cionado de 109% de sangue desfibrinado de
coelho, em placa de Petri, a qual era
incubada a 37°C por 24-48 horas. A seguir,
em cada caso, realizava-se o isolamento de
uma coldnia com as caracteristicas das de
estafilococos, a qual era semeada em tubo
de agar simples inclinado. Apds 24 horas
de incubagdo a 37°C eram preparados
esfregacos corados pelo método de Gram,
para a verificacdo da morfologia das cepas
isoladas. A seguir, as cepas revelando-se
como cocos (ram-positivos dispostos em
cachos eram submetidas as provas de veri-
ficacdo da produgdo de catalase (Baird-
-Parker !, 1966), da fermentacgdo-oxidacio
da glicose, segundo a técnica preconizada
pelo Subcomité Internacional de Taxonomia
de Staphylococcus e Micrococcus 38 (1965),
da produg¢do de DNase (Di Salvo t¢, 1958)
e de coagulase livre, de acordo com a téc-
nica usada por Zelante ++ (1974).

Fagotipagem — A caracterizagdo dos
fagétipos das cepas isoladas de S. aureus
foi realizada no Laboratério de Estrepto-
cocos e Estafilococos, Secdo de Fagotipa-
gem, do Departamento de Parasitologia,
Microbiologia e Imunologia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto — USP,
sendo a metodologia adotada a proposta
por Blair e Williams3 (1961). Foram
utilizados nas provas, 23 fagos do conjunto
basico internacional (Solé-Verninss, 1976),

Institute” da Universidade de Wisconsin,

7 experimentais (86, 88, 89, 90, 92, D11
e HK2) e dois extras (187 e 42D). Todas
as cepas isoladas de S. aureus foram sub-
metidas a acdo de IXRTD (“Routine Test
Dose”) e, quando nido reagiam a esta dose,
procedia-se a prova com 100xRTD (Solé-
-Vernin 36 1976).

Pesquisa da producdo de enterotoxina
pelas cepas isoladas — Na producdo de
enterotoxina pelas cepas isoladas, foi em-
pregada a técnica de cultura de S. aureus
em saco de celofane, preconizada por
Donnelly e colit (1967), com base no
estudo realizado por Simkovicova e Gil-
bert 3 (1971). Na prova de dupla imuno-
difusdo em lamina (Siles-Villarroel 3¢, 1972),
utilizamos, como padrdes, as enterqtoxinas
estafilococicas A, B, C, D e E e as res-
pectivas anti-enterotoxinas.*

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra a distribuicdo dos
manipuladores de alimentos, segundo o
hospital em que trabalhavam, a positivida-
de para S. aureus e o tipo de enterotoxina
elaborada pelas cepas isoladas. Dos 34
manipuladores, 12 (35,3%) revelaram-se
portadores de S. aureus no vestibulo nasal,
sendo 3 (17,6%) pertencentes aos 17 exa-
minados do hospital “X”, 7 (58,3%) aos
12 do “Y” e 2 (40%) aos 5 do “Z”. Um
manipulador do hospital “Y” e um do “Z”
revelaram-se portadores de S. aureus pro-
dutor de enterotoxina.

Na Tabela 2 estido distribuidas as cepas
de S. agureus isoladas, segundo a fagotipa-
gem. Nove (75%) das 12 cepas estudadas
foram lisadas por um ou mais dos fagos
utilizados e 3 (25%) revelaram-se ndo ti-
paveis. Das duas cepas positivas para a
producio de enterotoxina C, uma foi fago-
tipavel e a outra néo.

* Preparadas e gentilmente fornecidas pelo Professor Merllin 8. Bergdoll do “Food Research
EUA.
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TABELA 1

Distribuicdo de manipuladores de alimentos de trés hospitais, segundo a posi-
tividade para S. aureus no vestibulo nasal e a produgio de enterotoxina pelas

cepas isoladas,

S&o Paulo, 1976.

Positivos para 8. aureus

Manipuladores
Hopital Produtor de enterotoxina
examinados
Ne Ye Ne Tipo
“X” 17 3 17,6 — —_
“Y” 12 7 58.3 1 C
A 5 2 40,0 1 C
Total 34 12 35.3 2

TABELA 2

Distribuicdo das 12 cepas de 8. aureus isoladas do vestibulo nasal dos manipuladores

de alimentos, segundo a fagotipagem e a

produgdo de enterotoxina, S&o Paulo. 1976.

Fagotipagem Cepas de 8. aureus

Produtoras de

enterotoxina

Grupos Tipos No % Ne Tipo
I/NC 29/52/95 1 8.3 — —
I/NC 52/80/81 1 R — —
II 71 1 8.3 — —
II 55 1 8,3 — —_
III 53 1 8.3 — —
I1I 42E 1 8.3 _— —
III 47/53/54/75/77/83A,/84/85 1 8.3 1 C
Exper. D11 1 8.3 — —_
Exper. 88 1 8,3 — —
— Né&o tipaveis 3 25,0 1 C

NC — Néo classificados
DISCUSSAO tanto, nota-se uma variacdo dessa taxa

Analisando-se a Tabela 1 pode-se verifi-
car que a taxa de positividade para S.
aureus, observada para as fossas nasais
dos manipuladores de alimentos examina-
dos, foi relativamente alta (35,3%). Entre-
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quando se consideram os individuos estu-
dados, de acordo com os hospitais em que
trabalhavam. Assim, os manipuladores de
alimentos do hospital “X” revelaram posi-
tividade de 17,6%, ou seja, de metade da
verificada no hospital “Z” e de um terco da
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observada no “Y”. A menor taxa de posi-
tivos para S. qureus observada nos mani-
puladores de alimentos do hospital “X" foi,
provavelmente, devida ao fato de que nele
¢ realizado periodicamente o controle de
portadores, segundo informagdes que nos
foram fornecidas.

Considerando-se ainda os resultados ob-
tidos para os trés grupos de manipuladores,
separadamente, pode-se depreender que os
mesmos concordam com os encontrados por
varios pesquisadores. Assim Martin e
Whitehead 21 (1948) verificaram uma taxa

de portadores de 40%, Possati2® (1955)
de 38%, Rountree3® (1956) de 209% e
Torres e col39 (1974) de 18,3%. Em

pessoas normais doadoras de sangue em
hospitais, Rountree e Rheubenst (1956)
observaram que a propor¢do de portadores
era de 509%. Millian e col.2z (1960) estu-
daram a presenca de S. qureus em manipu-
ladores de alimentos e constataram que
389 deles eram portadores desta bactéria
nas fossas nasais.

Na presente investigacdo, considerando-
se 0os 34 manipuladores de alimentos exa-
minados, pode-se verificar que a positivida-
de para S. aureus observada concorda com
a encontrada por Millian e c¢ol.2z (1960),
porém difere das constatadas por Torres
e col.3® (1974) e Del Campo?® (1957) os
0s quais verificaram taxas de portadores
de 94,2% e 18,39, respectivamente.

Ainda na Tabela 1 pode-se constatar que
das 12 cepas de S. aqureus isoladas, apenas
2 (16,7%) revelaram-se produtoras de ente-
rotoxina. E de ressaltar-se, no entanto,
que foram isoladas de manipuladores de
alimentos que trabalhavam na cozinha de
hospitais diferentes. A este respeito, deve
ser salientado que os portadores de S.
aureus na industria de produtos alimenti-
cios ou em locais onde se preparam ali-
mentos, sdo importantes com relacdo a
epidemiologia da intoxicacdo alimentar
estafilococica.  Quando um manipulador ¢é
portador de S. aureus, na maioria das
vezes contamina o alimento através das

méaos ou de goticulas oro-nasais ¢, havendo
condigdes favordveis a multiplicacdo dessa
bactéria, os seus consumidores podem cor-
rer risco de contrairem intoxicacdo alimen-
tar. Assim, neste estudo, embora tenham
sido revelados somente dois portadores de
S. aureus enterotoxigénico, o fato é impor-
tante do ponto de vista epidemiolégico,
relativamente a possibilidade da ocorréncia
de casos de intoxicaglo alimentar estafilo-
cocica nos hospitais respectivos.

Na Tabela 2 verifica-se que ambas as
cepas enterotoxigénicas mostraram-se pro-
dutoras de enterotoxina estafilococica do
tipo C. Casman e col.’ (1967) ¢ Hajek e
Marsalek ' (1973) verificaram que as cepas
de S. aureus por eles isoladas de pessoas
¢ de animais eram produtoras de entero-
toxinas dos tipos D e E. Muller ¢ col.2¢
(1973) relatam o encontro de 749 de cepas
produtoras de enterotoxinas dos tipos A,
B e C entre as enterotoxigénicas isoladas
de casos clinicos de infeccdo estafilococica
¢ das fossas nasais de portadores de S.
a:ureus. Wieneke 20 (1974), estudando cepas
de S. qureus isoladas de pessoas com sinais
de infeccdo e de alimentos, verificou que
a freqiiéncia de cepas produtoras de ente-
rotoxina do tipo D era maior que dos tipos
A, B, C e E. Em nosso meio, Delazari e
Leitdo 8 (1976) constataram, em macarrio,
predomindncia de cepas produtoras de
enterotoxina do tipo A, com pequena ocor-
réncia da do tipo C. Por outro lado, lariatt
(1978) verificou, em cepas enterotoxigéni-
cas isoladas de doces cremosos, maior per-
centual de positividade para as produtoras

de enterotoxina do tipo C.

De acordo com Jay!'® (1973), as tenta-

tivas para estabelecer relagdo entre a
capacidade enterotoxigénica ¢ a fagotipa-
gem do S. aureus tém fracassado, porém
parece que a maior parte das cepas pro-
dutoras de intoxicacio alimentar tém se

revelado sensiveis a fagos do grupo Il do

97



IARIA, S. T. et al. Pesquisa de Staphylococcus aureus enterotoxigénico

nas fossas nasais de

manipuladores de alimentos em hospitais, S&o Paulo, 1976. Rev. Saude publ., S. Paulo, 14:

93-100, 1980.

conjunto basico internacional. Por outro
lado, segundo esse autor e Munch-Peter-
sen 2 (1961), a maioria das cepas isoladas
de alimentos e de pessoas com sinais de
infec¢do, também sdo lisadas por fagos do
grupo IlI. Entretanto, Simkovicova e Gil-
bert 5 (1971) e Wieneke 40 (1974) verifi-
caram que comumente sdo isoladas cepas
de S. qureus associadas a surtos de intoxi-
cacdo alimentar, sensiveis a fagos dos gru-

pos III ou I/IIL
(1978) verificou que de 9 cepas de S. aureus
enterotoxigénicas, isoladas de amostras de
doces cremosos, nenhuma delas foi lisada
pelos fagos do conjunto basico internacio-
nal, assim como pelos demais fagos utili-
zados. Na presente pesquisa (Tabela 2),
das duas cepas enterotoxigénicas isoladas,
uma foi sensivel a fagos do grupo Ill e a
outra ndo foi fagotipavel.

Em nosso meio, laria16

CONCLUSOSES

Os resultados obtidos permitem-nos apre-
sentar as seguintes conclusdes:

1. Em 34 individuos que manipulam ali-
mentos em trés hospitais, a proporgio
de portadores nasais de Staphylococcus
aureus foi de 35,3%, taxa esta que
pode ser considerada alta.

2. Dois (16,7%) dos individuos examina-
dos e que trabalhavam em dois hospi-
tais revelaram-se positivos para S.
aureus produtor de enterotoxina do
tipo C.

3. Das 12 cepas de S. aureus isoladas de
12 individuos positivos, 9 (75%) foram
fagotipaveis. Das duas cepas produ-
toras de enterotoxina do tipo C, uma
foi lisada por fagos do grupo lll e a
outra ndo foi fagotipavel.

i
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IARIA, S. T. et al. [Staphylococcus aureus in the anterior portion of nasal fossae
of hospital food handlers, Sdo Paulo, Brazil, 1976.] Rev. Saade puab,, S.

Paulo, 14:93-100, 1980.

ABSTRACT: The presence of enterotoxic S. aureus in the nasal fossae of
hospital food handlers was investigated. Material was collected from the anterior
portion of fossae of 34 food handlers in the kitchens of three hospitals in the
city of S. Paulo, Brazil. Of these 34 persons, 12 (35.3%) were positive for
S. aureus, of these same 12, two (16.7%) showed positive for type C staphy-

lococcal enterotoxin producing strains.

Of the 12 strains isolated, nine

(75%) could be phagetyped; of the enterotoxic strains, one was lysed by
Group Ill phage; the other was non-typeable.

UNITERMS: Staphylococcus aureus.

rotoxins.

Staphylococcal food poisoning. Ente-
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