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RESUMO 
A morcilha é uma iguaria muito consumida no sul do Brasil, porém a falta de 
estudos avaliando a potencial virulência de estafilococos isolados destas 
preparações é motivo de preocupação para o consumidor. O objetivo do estudo 
foi identificar os estafilococos manitol positivo isolados de morcilhas artesanais; 
verificar a resistência antimicrobiana; analisar e correlacionar o perfil fenotípico 
e genotípico da coagulase nos isolados, detectar o polimorfismo do gene coa e 
seu padrão de restrição enzimática; investigar através de técnica de PCR a 
presença dos genes das enterotoxinas clássicas e determinar se a técnica 
multiplex PCR pode ser empregada como ferramenta útil na identificação 
destes genes. Foram obtidos 82 isolados, destes 75,61 % eram estafilococos 
coagulase negativos e 24,3 % estafilococos coagulase positivos. Através do 
perfil bioquímico foram identificadas 9 espécies, sendo S. saprophyticus e S. 
carnosus as mais prevalentes. O fenótipo de resistência à tetraciclina e 
eritromicina foi o mais observado e 13 isolados apresentaram multirresistência. 
O gene coa foi detectado em 16 isolados e identificados 11 perfis de restrição 
enzimática. 33 isolados foram positivos para pelo menos um gene de 
enterotoxina e as espécies mais frequentes foram S. saprophyticus e S. 
carnosus. Os genes sea, seb e sec foram os mais prevalentes e a multiplex 
PCR amplificou os genes seb, sec e see.  Conclui-se que a microbiota das 
morcilhas analisadas consiste de espécies do grupo coagulase negativo 
representando bactérias potencialmente patogênicas devido à resistência 
antimicrobiana e à presença de genes de enterotoxinas, chamando a atenção 
para este grupo de estafilococos. 
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ABSTRACT 

The morcilla is a delicacy consumed in Southern Brazil, but the lack of studies 
evaluating the potential virulence of staphylococci isolated from these 
preparations is of concern to the consumer. The aim of the study was mannitol 
positive staphylococci isolated from artisanal morcilla; antibiotic resistance, 
analyze and correlate the phenotypic profile and genotype in isolates of 
coagulase, to detect the polymorphism of coa gene and its pattern of restriction 
enzyme, and to investigate the technique of PCR the presence of enterotoxin 
genes and determine whether the multiplex PCR technique can be employed as 
a useful tool in identifying these genes. We obtained 82 isolates, 75.61% of 
these were coagulase negative and coagulase positive 24.3%. Through 
biochemical profile were identified 9 species, S. saprophyticus and S. xylosus 
being most prevalent. The phenotype of resistance to tetracycline and 
erythromycin was the most observed and 13 isolates showed multidrug 
resistance. The coa gene was detected in 16 isolates and identified 11 profiles 
of restriction enzyme. 33 isolates were positive for at least one enterotoxin gene 
and the most frequent species were S. saprophyticus and S. carnosus. The 
genes sea, seb and sec were most prevalent and multiplex PCR amplified 
genes seb, sec and see. We conclude that the microbiota of morcilla analyzed 
consists of species of coagulase-negative group representing potentially 
pathogenic bacteria due to antimicrobial resistance and the presence of 
enterotoxin genes, calling attention to this group of staphylococci. 
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1 – INTRODUÇÃO 

 

A morcilha, também chamada ''morcela'' ou ''chouriço'', é constituída 

por uma mistura de sangue bovino, gordura e peles de porco, sal, cebola e 

especiarias, embutida em tripa natural ou sintética, amarrada manualmente e 

imersa em um banho de água quente. Existem muitas variedades desta iguaria 

em toda Península Ibérica e na América Latina. Para o Brasil, a morcilha foi 

trazida já nos primeiros tempos da colonização por portugueses e espanhóis, 

tornando-se muito popular no Sul do país, na Argentina e no Uruguai. Os 

embutidos, como muitos outros produtos de origem animal, são originariamente 

contaminados por uma gama de gêneros microbianos. Os principais grupos de 

microrganismos saprófitas existentes nos embutidos são microrganismos 

mesófilos, halotolerantes, cocos Gram positivos, bactérias ácido-lácticas, 

bolores e leveduras.  

Os microrganismos presentes nestes produtos podem ser oriundos 

do trato gastrointestinal (TGI) e pele de animais, manipulação ou devido à 

deficiência nas condições de higiene durante o seu processamento. A ingestão 

de alimentos que, eventualmente, estiverem contaminados por 

microrganismos, como as bactérias, fungos, protozoários e vírus, causadores 

de doenças, pode permitir que os patógenos e/ou seus metabólitos invadam os
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fluídos ou os tecidos do hospedeiro causando as denominadas doenças 

transmitidas por alimentos (DTAs). Entretanto, as bactérias, por sua 

diversidade e patogenia, constituem o grupo mais importante e mais 

comumente associado às DTAs. No Brasil entre os anos de 1999 a 2009 foram 

registrados 6.349 surtos de DTAs envolvendo 123.917 pacientes e 20,5 % dos 

casos foram causados por Staphylococcus spp.  

Staphylococcus spp. são cocos Gram positivos e tendem a formar 

agrupamentos, semelhantes a cachos de uva. Possuem diâmetro variando 

entre 0,5 e 1,5 μm, são imóveis e não formadores de esporos. Apresentam 

uma distribuição ubiquitária na natureza, sendo seu reservatório primário a pele 

e membranas mucosas, especialmente a região nasofaríngea de mamíferos e 

aves. Os estafilococos produzem inúmeros fatores de virulência, que 

promovem sua sobrevivência em diversos ambientes e consequentemente a 

sua disseminação, tais como enzimas e toxinas. O gênero é composto por 45 

espécies divididas em dois grupos: Estafilococos Coagulase Positivo (ECoP) e 

Estafilococos Coagulase Negativo (ECoN). No grupo dos ECoP, a espécie 

Staphylococcus aureus e a espécie mais prevalente em infecções nosocomiais 

e frequentemente responsável por surtos de intoxicação alimentar, quando a 

espécie envolvida tem a capacidade de expressar diferentes enterotoxinas. As 

espécies pertencentes ao grupo dos ECoN desempenham um papel importante 

como componente natural da microbiota de humanos e animais. Entretanto, a 

conversão destes microrganismos de simbiontes a patógenos humanos tem 

sido um reflexo direto do uso de implantes médicos invasivos, sendo 

responsáveis por infecções no trato urinário, feridas, septicemias e 
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endocardites em indivíduos imunocompetentes. Neste grupo, a espécie mais 

prevalente é Staphylococcus saprophyticus.  

A gastroenterite estafilocócica é causada pela ingestão de alimentos 

contendo uma ou mais enterotoxinas estafilocócicas. Estas toxinas são 

resistentes ao calor (termoestabilidade) e à hidrólise por proteases 

gastrintestinais e jejunais. Os alimentos mais susceptíveis a apresentarem 

toxina estafilocócica são os cremes deficientemente armazenados e 

refrigerados, carnes preparadas, sanduíches e mesmo o leite, se 

incorretamente refrigerado. Além das DTAs, a presença de microrganismos nos 

alimentos também é importante devido ao fato de que, bactérias resistentes 

aos antimicrobianos podem se inserir na cadeia alimentar humana por meio de 

alimentos contaminados e transferir os genes de resistência às bactérias da 

microbiota endógena ou potencialmente patogênicas do trato gastrointestinal 

dos seres humanos. A seleção e a disseminação de microrganismos 

resistentes a antimicrobianos são o resultado de uma pressão seletiva imposta 

pelo homem, seja pelo uso abusivo de antimicrobianos, pelo uso incorreto em 

tratamentos sem diagnóstico estabelecido e pelo emprego desses fármacos 

como fatores de crescimento na produção animal.  

O Ministério da Saúde, através da Resolução RDC nº 12/2001 da 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), estabeleceu o padrão 

microbiológico sanitário para alimentos e determinou os critérios para a 

conclusão e interpretação dos resultados das análises de alimentos destinados 

ao consumo humano. A especificação da enumeração de Unidades 

Formadoras de Colônias (UFC) de ECoP por grama ou mililitro de alimento 
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para estafilococos coagulase positivo, tem por objetivo substituir a 

determinação de S. aureus. Contudo, estudos já isolaram ECoN 

enterotoxigênicos das mãos de manipuladores de alimentos, demonstrando 

que a presença deste grupo nos alimentos também é importante para a saúde 

pública. Entretanto, a legislação brasileira não especifica padrões para estes 

microrganismos, restringindo-se apenas, a descrever valores para espécies 

coagulase positivos. A falta de estudos avaliando a presença dos fatores de 

virulência e resistência em isolados de estafilococos manitol positivo isolados 

de morcilhas artesansais na cidade de Pelotas, RS, justifica o presente estudo. 

1.1 – Objetivo geral 

Isolar e identificar estafilococos manitol positivos isolados de 

morcilhas de fabricação artesanal comercializadas na cidade de Pelotas (RS), 

avaliar o fenótipo de resistência aos antimicrobianos e analisar o perfil 

fenotípico e genotípico dos fatores de virulência desta população.   

1.2 – Objetivos específicos 

A - Isolar e identificar fenotipicamente os estafilococos manitol 

positivos a partir de amostras de morcilhas artesanais comercializadas no 

Mercado Público de Pelotas; 

B - Traçar o perfil de sensibilidade antimicrobiana dos isolados 

Staphylococcus spp.; 

C - Analisar e correlacionar o perfil fenotípico e genotípico da 

coagulase nos isolados;  
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D - Detectar o polimorfismo do gene coa por PCR-RFLP e observar 

se o padrão de restrição do gene pode ser empregado para a identificação ou 

agrupamento de isolados de morcilhas; 

E - Investigar através de técnica de PCR a presença dos genes sea, 

seb, sec, sed e see das enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED e SED, 

respectivamente, nos isolados; 

F - Determinar se a técnica de PCR mulitplex pode ser empregada 

como uma ferramenta útil na identificação destes  cinco genes de 

enterotoxinas. 

 



 

 

2 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 – Produtos de origem animal 

Vários alimentos podem servir como fontes de Doenças 

Transmitidas por Alimentos (DTA), no entanto, os Produtos de Origem Animal 

(POA) como leites, carnes e seus subprodutos são importantes fontes de 

toxinfecções humana causada por uma variedade de patógenos, como por 

exemplo, Salmonella spp., Campylobacter jejuni,  Campylobacter coli, Yersinia 

enterocolitica, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Listeria 

monocytogenes. Estes microrganismos são membros da microbiota do TGI de 

animais (Nørrung et al., 2009).   

Durante a produção de um alimento, as normas de higiene 

satisfatória são essenciais para promoção e manutenção de um alimento livre 

de microrganismos patogênicos. O alimento pode sofrer contaminações por 

agentes patogênicos resultantes de eventuais deficiências no processamento 

ou inconformidades na sua manipulação e conservação. Condições sanitárias 

deficientes durante o abate dos animais, cozimento, armazenamento e higiene 

em toda a linha de processo de produtos cárneos são fatores que favorecem a 

transmissão de patógenos a humanos através dos alimentos (Mesquita et al., 

2006). A rota de transmissão desta microbiota animal para os seres humanos 

ocorre pela manipulação, produção ou consumo de carnes contaminadas e de
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seus derivados. Os manipuladores de alimentos podem ser portadores 

assintomáticos de vários microrganismos podendo transferi-los para os 

produtos gerando possíveis surtos de origem alimentar (Oliveira et al., 2003). 

2.2 – Embutidos e salsicharias 

Entende-se por embutidos os produtos constituídos a base de carne 

picada e condimentada, com forma geralmente simétrica. São embutidos, ou 

seja, envazados sob pressão em um recipiente ou envoltório de origem 

orgânica ou inorgânica, aprovado para este fim. Salsicharias são os produtos 

preparados à base de carne ou sangue, vísceras e outros produtos ou 

subprodutos animais, que foram autorizados para o consumo humano, 

sofrendo a adição de diversas substâncias, também devidamente aprovadas 

para tal fim (Roça, 2008).  

Os métodos de cocção destes produtos podem ser fracos ou 

úmidos. Estes processos têm como finalidades: dar consistência firme por 

coagulação de proteínas e desidratação parcial; fixar a cor dos embutidos 

curados, por desnaturação da mioglobina e formação final de nitroso 

hemocromo e também pasteurizar para prolongar sua vida útil. Os embutidos 

cozidos em defumadores, geralmente alcançam a temperatura interna de 68-72 

°C, já os cozidos em tripas impermeáveis à água ou em moldes metálicos 

alcançam temperaturas internas inferiores como 66 a 68 °C (Roça, 2008). 

Geralmente, as técnicas de processamento podem envolver vários 

tratamentos, incluindo salga (adição de cloreto de sódio); cura (adição de 

cloreto de sódio acrescido de outros aditivos - nitrito de sódio, nitrato de 
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potássio ou polifosfato); defumação; secagem; fermentação e tratamento 

térmico aplicados isoladamente ou em combinações (Prado et al., 2000). 

A cura apesar de ter sido muito utilizada antigamente como meio de 

preservação da carne, hoje ela é empregada mais para proporcionar sabor e 

desenvolvimento da cor em alimentos. Os ingredientes clássicos da cura são o 

cloreto de sódio como ingrediente principal, nitrito ou nitrato e açúcar (sacarose 

ou glicose). Alguns produtos contendo adjuvantes como fosfatos, ascorbato de 

sódio ou eritorbato de sódio, sorbato de potássio, glutamato monossódico, 

proteína vegetal hidrolisada, lactatos ou especiarias, também podem ser 

adicionados (Jay, 2005). O cloreto de sódio tem como função prevenir o 

crescimento microbiano antes e após a cura, e a concentração de até 2,5% 

pode ser encontrada no produto final. Nitrito ou nitrato tem a finalidade de 

estabilizar a cor vermelha da carne, contribuir para o sabor da carne curada, 

retardar a oxidação de gorduras e impedir a germinação de esporos de 

Clostridium spp. O açúcar tem pelo menos três papéis importantes na técnica 

de cura: a estabilização de cor, aroma e substrato para a fermentação láctica. 

Além disso, ele modera o forte sabor do cloreto de sódio. Xaropes de milho, 

melaços ou mel podem ser adicionados para conferir sabor (Meats, 2005). 

Existem dois tipos de cura, a primeira é denominada de cura a seco, 

é o método mais antigo e constitui na aplicação dos agentes de cura na forma 

seca sobre a superfície da carne e é um processo lento. A segunda é 

denominada cura de picles ou por imersão em salmoura, na qual os 

ingredientes da cura são adicionados à água para formar uma salmoura e as 

peças são submersas nesta solução. Este método de cura também é lento e 
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necessita muito tempo para a salmoura se difundir por todo produto (Roça, 

2008). 

2.2.1 – Morcilha 

A morcilha, do espanhol ''morcilla'', também chamada ''morcela'' ou 

''chouriço'', é constituída por uma mistura de sangue bovino, gordura de porco 

e peles, sal, cebola e especiarias embutida em tripa natural ou sintética, 

amarrada manualmente e imersa em um banho de água quente a 90 °C. 

Existem muitas variedades desta iguaria em toda Península Ibérica e na 

América Latina. Segundo o filósofo grego Platão (Mithaïcos, 428 a.C.), a 

morcilha foi inventada pelo grego Aftónitas. A primeira descrição deste tipo de 

embutido na culinária espanhola vem de Ruperto de Nola (um renomado chefe 

de cozinha catalão e escritor de livros de receitas) na cidade de Toledo no ano 

de 1525 (Luján, 1994). 

Em Portugal é um prato típico, sendo possível encontrá-lo em 

diversas regiões. A morcilha confeccionada na região da Guarda é reconhecida 

como tendo grande qualidade, assim como as de Açores e de Portalegre. Inclui 

pedaços de carne entremeada, ligados com sangue de porco, que lhe 

conferem uma cor escura. É temperada com diversas especiarias, contando-se 

entre elas os cominhos e o cravinho, que conferem uma grande intensidade ao 

seu sabor. Pode ser servida assada, cozida ou fria. É frequentemente utilizada 

como complemento ao cozido à portuguesa, às favas com chouriço e à 

feijoada. Podem ainda distinguir-se alguns subtipos de morcilha, tais como a 

morcilha preta e morcilha branca. A morcilha preta é uma mistura feita com 

sangue que é colhido no abate do animal (geralmente suínos), cozida e 
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temperada com temperos verdes e especiarias e então embutida, geralmente 

nas tripas do próprio animal e depois cozidas em água fervente. A morcilha 

branca é feita de miúdos dos suínos (fígado, rins, coração) e demais carnes 

menos nobres, como pele, cabeça, língua, queixo e torresmos moídos. Estas 

carnes, exceto o torresmo, são cozidas em água, após são trituradas, salgadas 

e temperadas com temperos verdes e pimenta do reino.  A morcilha doce é 

temperada com pimentão e a morcilha de farinha ligada com farinhas diversas 

(Dorigon & Renk, 2010). A morcilha foi trazida até o Brasil já nos primeiros 

tempos da colonização por portugueses e espanhóis, e é muito popular no Sul 

do país, na Argentina e no Uruguai.   

A composição química da morcilha é 15% de proteínas, 32% de 

gordura, 1% de carboidratos e 52% de água e o pH em torno de 6,2 (Oteiza et 

al., 2003). Esta composição é adequada para a sobrevivência de alguns 

microrganismos patogênicos, como a Escherichia coli, C. perfringens, 

Salmonella spp. e S. aureus (Brasil, 2001). No que diz respeito aos padrões 

microbiológicos para este produto, a legislação atual (Brasil, 2001) permite 

limites de até 103 UFC/g para Coliformes Termotolerantes e 5x102 UFC/g de 

Clostrídios Sulfito Redutores, bem como exige a ausência de Salmonella spp 

em 25g do produto. 

Os embutidos, como muitos outros produtos alimentares, são 

originariamente contaminados por uma gama de gêneros microbianos. Os 

principais grupos de microrganismos saprófitas existentes nos embutidos são 

microrganismos mesófilos, microrganismos halotolerantes, cocos Gram 

positivos, catalase positivos, bactérias ácido-lácticas, bolores e leveduras 
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(Vasilopoulos et al., 2008). Liepe (1983) afirma que é impossível obter um 

embutido a partir de uma mistura de carne, sal e outros aditivos, sem a 

presença de uma microbiota inicial.  Alimentos chamados culturais ou 

regionais, como a morcilha, podem conter um grande número de 

microrganismos, uma vez que consistem de miudezas e outros elementos, 

como pés e orelhas de porco, que estão em contato direto com a microbiota do 

animal e não recebem muita atenção durante o abate e processamento (Meats, 

2005). Um estudo conduzido por van Holy et al. (1992), em salsichas tipo 

Viena, revelou a presença de uma diversidade de bactérias Gram positivas e 

negativas, tendo sido obtidos isolados de Pseudomonas, Serratia, Proteus, 

Bacillus, Micrococcus e Staphylococcus.  

Um estudo realizado por Stewart (1983) encontrou uma contagem 

total de aeróbios em placas de 7,92 log/g para tripas (intestinos de porco), 7,51 

log/g em maws (especiaria a base de estômagos de porcos) e 7,32 log/g em 

patês de fígado. Para S. aureus foram encontrados números de 5,18 log/g para 

tripas, 5,70 log/g para maws e 5,15 log/g para patês de fígado. 

A fonte e diversidade de microrganismos que coloniza os embutidos 

dependem das técnicas e condições de fabricação, uma vez que o tempo, o 

tipo e a temperatura dos diferentes processos a que os embutidos estão 

sujeitos influenciam significativamente a população microbiana do produto final 

(Samelis et al. 1994). O método físico de imersão das morcilhas em água 

quente é empregado com o objetivo de reduzir ou eliminar formas vegetativas 

de psicotróficos e mesófilos, no entanto, um pós-tratamento pode contribuir 

para a contaminação bacteriana através de equipamentos, utensílios ou 
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manipuladores com falta de higiene pessoal (Silva, 1996). Um estudo 

conduzido por Adesiyun & Benjamin (1996) no qual foi analisada a linha de 

produção de morcilhas, foi constatado que a temperatura da água de imersão 

não se mantinha estável, o que não garantia a segurança do processo, uma 

vez que a diferença entre a temperatura interna do embutido e da água variou 

em 20 °C. Segundo os autores essa variação não permitiu que todas as 

unidades produzidas atingissem 70 °C em seu interior. Em embutidos curados 

por imersão em que a temperatura interna não atinge 70 °C (tais como 

presuntos cozidos ou salsichas) existe o risco da não eliminação de bactérias 

patógenas, podendo haver, também, riscos maiores de contaminação pós-

processamento por L. monocytogenes e S. aureus (Nørrung et al., 2009). 

 2.3 – O Gênero Staphylococcus 

Os microrganismos do gênero Staphylococcus pertencem à família 

Micrococcaceae que inclui quatro gêneros: Planococcus, Micrococcus, 

Stomatococcus e Staphylococcus (Holt, 1994). Os Staphylococcus são cocos 

Gram positivos e tendem a formar agrupamentos semelhantes a cachos de 

uva. Apresentam diâmetro variando entre 0,5 e 1,5 μm, são imóveis e não 

formadores de esporos. Possuem metabolismo fermentativo e respiratório, 

neste último, vindo a produzir catalase (Varnan & Evans, 1991; Bannerman & 

Peacock, 2007). 

Staphylococcus spp. possuem uma distribuição ubiquitária na 

natureza, sendo seu reservatório primário a pele e membranas mucosas, 

especialmente a região nasofaríngea de mamíferos e aves (Atanassova et al., 

2001). Este gênero coloniza, prontamente, a pele e superfície de mucosas e 
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produzem inúmeros fatores de virulência que promovem sua sobrevivência e 

consequente disseminação (Poindexter & Schlievert, 1986; Fleischer, 1991). 

Segundo LBSN (2011), o gênero Staphylococcus é composto por 45 espécies 

divididas em dois grupos baseado na habilidade de coagular plasma de coelho: 

Estafilococos Coagulase Positivo (ECoP) e Estafilococos Coagulase Negativo 

(ECoN). 

Os estafilococos secretam um grupo de enzimas e citotoxinas que 

incluem quatro hemolisinas (α, β, γ e δ), nucleases, proteases, lipases, 

hialuronidases e colagenases (Dinges et al., 2000), além de outras enzimas 

como catalase, fibrolisina, coagulase e β-lactamase (Spicer, 2002). A 

expressão destas enzimas e citotoxinas são encontradas nos elementos 

genéticos como plasmídeos, transposons e profagos (Novick et al., 2001). 

2.3.1 – Estafilococos coagulase positivo 

A atividade de coagulase é o principal critério utilizado por 

laboratórios de microbiologia para a identificação das bactérias do grupo ECoP. 

De acordo com Madigan et al. (2004) o coágulo produzido pela atividade da 

enzima coagulase faz com que haja um acúmulo de fibrina ao redor das células 

bacterianas, isolando a área infectada, que dificulta o acesso dos mecanismos 

de defesas do hospedeiro. O coágulo ajuda a impedir a fagocitose fazendo com 

que os leucócitos não consigam penetrar adequadamente nos coágulos de 

fibrina (Schaechter et al., 2002).  

Este grupo é composto por 6 espécies, dentre estas, destaca-se o S. 

aureus como a espécie mais prevalente em doenças em seres humanos 

(Koneman et al., 2001). A espécie é a causadora de infecções cutâneas como 
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furunculoses, impetigo e abcessos (Murray et al., 2000), infecções orgânicas 

incluindo osteomielites, endocardites e artrites (Spicer, 2002), síndrome da pele 

escaldada (Ladhani et al., 1999) e síndrome do choque tóxico (Dinges et al., 

2000). O S. aureus também é frequentemente responsável por surtos de 

intoxicação alimentar, por ter a capacidade de expressar sete diferentes 

toxinas, no entanto outros ECoP, como S. intermedius e S. hyicus, podem 

também expressar toxinas enterotoxigênicas (Balaban & Rasooly, 2000; Veras 

et al., 2003). 

O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) estimou para 

os Estados Unidos da América (EUA) 185.000 casos/ano de surtos causados 

por ECoP (Mead et al., 1999). No Brasil entre os anos de 1999 a 2009 foram 

registrados 6.349 surtos de DTAs envolvendo 123.917 pacientes e 20,5 % dos 

casos foram causados por Staphylococcus spp. (Brasil, 2009). Gelli et al. 

(1999) observaram 776 surtos no estado de São Paulo entre 1994 e 1998 e em 

51,54 % destes, o agente causador foi identificado como S. aureus. No estado 

do Rio Grande do Sul, entre os anos de 1999 a 2005 foram notificados 1.275 

surtos, dos quais a Salmonella spp foi responsável por 64,2% destes surtos e, 

em segundo lugar, o S. aureus com 11,7% (Brasil, 2009). 

2.3.1.1 O gene da coagulase (coa) e seu polimorfismo 

A estafilocoagulase é uma enzima extracelular cuja expressão é 

controlada pelo gene da coagulase (coa). A amplificação do gene coa é 

considerada um método simples e preciso para identificar e discriminar cepas 

de S. aureus (Goh et al., 1992; Schwarzkop & Karch 1994; Aarestrup et al., 

1995; Schlegelova et al., 2003). Porém, existem numerosas formas alélicas 
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deste gene e cada isolado pode produzir uma ou mais variantes desta enzima 

(Henderson & Brodie, 1963; Reeves et al., 1981; Jeljaszewicz et al., 1983; 

Iandolo, 1990). A análise das sequências de DNA de genes da coagulase 

clonados a partir de três cepas diferentes de S. aureus revelou a presença de 

sequências variáveis dentro da região 3‘ codificadora do gene (Kaida et al., 

1987; Kaida et al., 1989; Phonimdaeng et al., 1990). Esta região contém uma 

série de sequências repetidas (sequencias tandem) de 81 pb, cujo número 

varia entre as linhagens e, por digestão do produto amplificado do gene com a 

enzima de restrição AluI, é possível discriminar entre isolados de S. aureus 

pela técnica de polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restrição 

(PCR-RFLP) da região 3' do gene. Embora as sequências destas repetições 

sejam bem conservadas, elas diferem, individualmente, na presença ou 

ausência de um sítio de restrição para AluI (Kaida et al., 1987; Kaida et al., 

1989; Phonimdaeng et al., 1990) (Figura 1). 

 

 



16 
 

 
 

 

FIGURA 1. Comparação da localização dos sítios de restrição da enzima AluI 
dentro do gene da coagulase de duas cepas de Staphylococcus aureus A e B. 
Barras verticais: sítios de reconhecimento da enzima restrição AluI; linhas 
verticais: áreas variáveis contendo sequências repetidas de 81 pb. (Goh et al., 
1992). 

 

Analisando a figura é possível perceber que as cepas A e B 

apresentam 6 e 8 sequências repetidas, respectivamente. Esta variação faz 

com que cepas de uma mesma espécie apresentem tamanhos e perfis de 

restrição diferentes para o gene coa. Com base nessas observações, se supôs 

que diferentes isolados de S. aureus poderiam ser diferenciados devido a estas 

variações do gene da coagulase. As análises por PCR e PCR-RFLP da 

extremidade 3‘ do gene coa tem sido proposta como método de tipagem  de 

isolados S. aureus para estudos epidemiológicos (Moon et al., 2007) e 

fornecido informações epidemiológicas detalhadas sobre esta espécie como o 

auxílio na identificação de clones causadores de infecções nosocomiais 

(Schwarzkop e Karch, 1994; Hookey et al., 1998).  
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Nos últimos anos, a análise do gene coa tem sido utilizada para a 

tipagem de S. aureus isolados de mastite bovina (Aarestrup et al., 1995; Lange 

et al., 1999; Su et al., 1999; Schlegelova et al., 2003; Aslantas et al., 2007; 

Moon et al., 2007) e isolados de mastite em cabras (da Silva et al., 2006), bem 

como em isolados S. aureus resistentes à meticilina (MRSA) e sensíveis à 

meticilina (MSSA) de diferentes espécimes clínicos, como pus, sangue, 

escarro, secreção traqueal, urina e outros (Goh et al., 1992; Hookey et al., 

1998; Himabindu et al., 2009). No entanto, não existem dados publicados sobre 

o uso desse método de tipagem para S. aureus isolados de morcilhas. 

2.3.2 – Estafilococos coagulase negativo 

Entre as espécies de ECoN, S. epidermidis é a mais prevalente e 

persistente na pele e membranas mucosas, S. hominis é a segunda mais 

frequente, enquanto que S. saccharolyticus é a única espécie anaeróbia estrita 

residente da microbiota da pele. Outras espécies de ECoN, menos frequentes 

e membros da população residente encontradas transitoriamente na pele são 

S. haemolyticus, S. xylosus, S. simulans, S. lugudunensis e S. cohnii. Existem 

espécies localizadas em nichos específicos como o S. capitis (cabeça), S. 

auricularis (canal auditivo) e S. saprophyticus (geniturinário) (Cordeiro, 2007).  

Por outro lado, as espécies S. carnosus e S. equorum 

desempenham um papel importante como componente natural da microbiota 

de humanos e animais, bem como de alimentos. Por este motivo, são 

considerados importantes nos processos de fabricação de vários produtos 

derivados de carnes, especialmente salames, onde são usados como culturas 

starter atuando como iniciadores de fermentação para garantir a qualidade e 
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segurança do produto final (Place et al., 2003; Corbière Morot-Bizot et al., 

2007; Leroy et al., 2010).  

Dentre as espécies descritas aqui, S. epidermidis, S. haemolyticus e 

S. hominis são as mais frequentemente isoladas de amostras clínicas (Piette & 

Verschraegen, 2008). A conversão destes microrganismos de simbionte a 

patógeno humano tem sido um reflexo direto do uso de implantes médicos 

invasivos e cateteres. De modo que, ao romper a barreira física (pele) os 

microrganismos saprofíticos atingirão a corrente sanguínea e os tecidos, onde 

poderão causar patologias. Este grupo é responsável por infecções no trato 

urinário, feridas, septicemias e endocardites em indivíduos imunocompetentes 

e, dentro do grupo, S. saprophyticus é a espécie mais prevalente (Rogers et al., 

2009).  

A incidência de infecções hospitalares causadas por ECoN tem 

aumentado nos últimos anos. Nos EUA, cerca de 30 % de todas as infecções 

nosocomiais da corrente sanguínea são causadas por ECoN (Piette & 

Verschraegen, 2008). No Brasil, entre os anos de 1997 a 2001 os ECoN foram 

responsáveis por 10% a 20% das infecções da corrente sanguínea (Sader et 

al., 2004). De junho de 2006 a maio de 2007 as sepses hospitalares por ECoN 

corresponderam a 23% do total notificado (Pereira et al., 2007). Em um estudo 

feito com ECoN isolados de bacteremia em um hospital escola foram 

encontrados dentre as espécies prevalentes S. epidermidis (67%), S. 

haemolyticus (20%), Staphylococcus spp. (11%) e S. hominis (2%) (Rigatti et 

al., 2010).  
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2.4 – Resistência antimicrobiana 

Diferente do que acontece nos casos de infecção alimentar, os 

antimicrobianos não têm nenhum valor no tratamento de um paciente que sofre 

de intoxicação alimentar. Porém, podem representar uma possível ameaça, 

porque bactérias resistentes aos antimicrobianos podem se inserir na cadeia 

alimentar humana por meio de alimentos contaminados e transferir os genes de 

resistência às bactérias da microbiota indígena ou potencialmente patogênicas 

do trato gastrointestinal dos seres humanos (Teuber, 1999; Witte, 2000).  

A evolução e a disseminação de microrganismos resistentes aos 

antimicrobianos são o resultado da pressão seletiva imposta pelo homem, seja 

pela prescrição necessária dessas drogas ou pelo uso incorreto em 

tratamentos sem diagnóstico estabelecido, automedicação, desperdício de 

restos de antimicrobianos no meio ambiente e emprego desses fármacos como 

promotor de crescimento em animais de produção (Tavares, 2000). O uso 

extensivo e muitas vezes indiscriminado de agentes antimicrobianos na 

produção animal e medicina animal tem um efeito seletivo sobre o surgimento e 

manutenção de bactérias resistentes e contribuiu para o aumento da 

prevalência de bactérias resistentes aos antimicrobianos (Lyon & Skurray, 

1987). 

Os genes de resistência antimicrobiana podem ser carreados pelo 

cromossomo bacteriano, plasmídeos ou transposons. Estudos demonstrando a 

transferência de genes de resistências antimicrobiana de microrganismos 

veiculados por alimentos, animais ou pelo ambiente para seres humanos têm 

sido documentado (Doyle et al., 2006; Muhammad et al., 1993). Estafilococos 
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resistentes a antimicrobianos têm sido isolados de amostras de alimentos e 

animais, plantas de processamento de aves, carcaça de frango, leite (caprino, 

bovino e ovino), laticínios (Perreten et al., 1998; Khan et al., 2000; Werckenthin 

et al., 2001, Freitas et al., 2004;. Moroni et al., 2004;. Rapini et al., 2004; 

Scherrer et al., 2004; Huys et al., 2005; Normanno et al., 2007; Sawant et al., 

2009). No entanto, nenhum estudo avaliou o perfil de resistência aos 

antimicrobianos em estafilococos isolados de morcilhas.   

O antibiograma tem sido um método útil de tipagem bacteriana, 

contribuindo na investigação de fontes de contaminação, sendo a técnica 

amplamente disponível e padronizada e podendo ser utilizada com várias 

espécies microbianas (Arbeit, 1999). Sua principal desvantagem consiste na 

variabilidade da expressão da resistência, a instabilidade devido à transmissão 

horizontal e perda dos elementos genéticos extracromossômicos (Montesinos 

et al., 2002). 

2.5 – Gastrenterite estafilocócica  

A intoxicação alimentar estafilocócica (IAE) foi estudada pela 

primeira vez em 1894 por J. Denys e posteriormente por M.A. Barber em 1914, 

que reproduziu em si mesmo os efeitos e sintomas da doença por meio do 

consumo de leite inoculado com uma cultura de S. aureus. A capacidade de 

algumas linhagens de S. aureus de causar a doença alimentar foi comprovada 

de forma conclusiva por G.M. Dack em 1930, que observou que os sintomas 

surgiam após a ingestão de culturas filtradas de S. aureus (Jay, 2005). 

A gastroenterite estafilocócica é causada pela ingestão de alimentos 

contendo uma ou mais enterotoxinas estafilocócicas. Estima-se que de 1.000 a 
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100 ng sejam quantidades eficientes de toxina para produzir a doença em 

indivíduos susceptíveis (Bergdool, 1990). Foi relatado um surto causado por 

uma enterotoxina presente em achocolatados em uma escola nos EUA, onde a 

quantidade de toxina detectada foi de apenas 0,5 ng/mL (Evenson et al., 1998). 

Para que ocorra a produção mínima de enterotoxina no alimento é necessário 

que haja condições adequadas de temperatura e pH para a multiplicação dos 

estafilococos até a contagens  de 105 UFC/g de alimento (Mossel & Garcia, 

1975). No entanto, Carmo & Bergdool (1990) e Cunha Neto (1999) detectaram 

a presença de enterotoxinas entre uma contagem de 104 a 108 UFC/g e 102 a 

104 UFC/g, respectivamente.  

A IAE é a segunda doença veiculada por alimentos mais notificada e 

se caracteriza clinicamente por náuseas, vômitos, mal-estar, debilidade geral, 

diarréia aquosa não sanguinolenta e dor abdominal. Podendo resultar em 

desidratação decorrente da perda significativa de líquidos, sudorese e cefaléia, 

geralmente não é acompanhada de febre. Os sintomas começam a se 

manifestar aproximadamente 4 horas após o consumo do alimento 

contaminado com a toxina (Casman, 1965; Murray et al., 2000; Atanassova et 

al., 2001). Sua alta incidência se dá através de insuficientes processos de 

pasteurização ou descontaminação da matéria-prima originalmente 

contaminada ou pela contaminação durante a preparação e manipulação por 

portadores sadios (Scherrer et al., 2004). 

2.6 – Enterotoxinas estafilocócicas 

As enterotoxinas estafilocócicas (staphylococcal enterotoxin - SE) 

são produzidas predominantemente por S. aureus. No entanto, outras espécies 
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de ECoP, incluindo S. intermedius e S. hyicus têm sido apontadas como 

enterotoxigênicas (Sena, 2000), bem como espécies de ECoN (Rapini et al., 

2003). A presença de cepas produtoras de toxinas em ECoN é rara, entretanto 

cepas enterotoxigênicas, já foram isoladas de mãos dos manipuladores de 

alimentos, demonstrando sua importância para a saúde pública (Udo et al, 

1999; Sena, 2000). 

As SEs são geralmente classificadas como superantígenos (SAg) 

devido a capacidade de estimular grandes populações de células T, levando a 

uma superprodução de citocinas (Choi et al., 1989; Balaban & Rasooly, 2000). 

Pertencem à família denominada Toxinas Pirogênicas, originadas de espécies 

de estafilococos e estreptococos. Nesta família, também estão incluídas 

toxinas que apresentam determinadas estruturas, funções e sequências de 

nucleotídeos similares, como a TSST-1, as toxinas esfoliativas tipos A e B e as 

exotoxinas pirogênicas estreptocócicas (SPE) (Balaban & Rasooly, 2000), e 

compartilham outras propriedades importantes que incluem a capacidade de 

induzir vômitos e gastroenterite (Schad et al., 1997).  

Até o momento, já foram descritos pelo menos 20 superantígenos 

sorologicamente distintos e a toxina do choque tóxico-1 (TSST-1). As SE são 

classificadas em cinco tipos clássicos sorológicos: SEA, SEB, SEC1, 2, 3, SED e 

SEE, porém outras enterotoxinas foram descritas recentemente na literatura, 

incluindo SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER e 

SEU, cujos genes correspondentes são descritos na literatura (Blaiotta et al., 

2004b; Omoe et al., 2005). A relação entre a presença destas últimas 
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enterotoxinas e intoxicações alimentares ainda não é totalmente esclarecida 

(Omoe et al., 2002), exceto para SEG, SEH e SEI (Mclauchlin et al., 2000).  

Superantígenos bacterianos são capazes de ativarem células T não 

específicas pela ligação externa com o domínio βV dos Receptores de células 

T (TCR) e à cadeia α da molécula de MCH de classe II com antígenos 

previamente transformados (Figura 2).  

 

 

FIGURA 2: Exemplos de ligações de antígenos convencionais e 
superantígenos com Receptores de Células T e MCH de classe II. Fonte: 
(http://epidemiologiamolecular.com/reconocimiento-del-antigeno-
i/#_Toc222662842). 

 

Esta ligação produz um sinal que induz a ativação e proliferação 

policlonal de, aproximadamente, 10-30 % do total de células T e células T-

CD4+, constituindo a população dominante na resposta imune. Assim, ocorre 

uma grande produção de citocinas pós-inflamatórias a partir de células T (IFN-γ 
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e TNF-α) bem como IL-2 a partir de monócitos, incluindo IL-1 e TNF-α. A 

produção maciça de citocinas pós-inflamatória desencadeia uma resposta 

inflamatória intensa, causando danos aos tecidos do hospedeiro (Shultz & Raij, 

1992).   

Estas toxinas são produzidas in vitro durante o final da fase de 

crescimento exponencial e começo da fase estacionária (Dinges et al., 2000; 

Betley et al., 1984; Betley et al., 1992). As enterotoxinas são resistentes à 

hidrólise por proteases gastrintestinais, incluindo a pepsina, a tripsina, renina, 

papaína e proteases jejunais (Bergdoll, 1971; Hui, et al., 1994; Schad et al., 

1997) o que permite sua passagem através do trato gastrintestinal sem perder 

a atividade, além de apresentarem uma notável capacidade de resistência ao 

calor. A termoestabilidade foi observada após aquecimento a 100 °C durante 

30 minutos (Murray et al., 2000) e sob temperaturas de pasteurização lenta e 

rápida (Franco e Landgraff, 2005; Silva Júnior, 2002), verificou-se também que 

as atividades biológicas das SEs permanecem inalteradas mesmo após o 

processamento térmico usual dos alimentos (Holecková et al., 2002). Portanto, 

elas não são totalmente desnaturadas pelo cozimento de alimentos 

contaminados possibilitando a instalação de quadros de intoxicação alimentar 

no homem.  

A maioria dos genes codificadores para SEs estão localizados no 

cromossomo, em elementos extra-comossomais como plasmídeos, 

bacteriófagos, transposons ou ilhas de patogenicidade (Macmicking, 1995; 

Lindsay et al., 1998; Zhang et al., 1998). A transferência horizontal entre cepas 

não é rara, um recente estudo mostrou que isolados de S. aureus obtidos de 
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três diferentes hospitais tinham um ou mais genes de enterotoxinas e o número 

médio de genes por isolados foi de cinco, mas alguns apresentaram até 12 

genes (Varshney et al., 2009). 

2.6.1 – Aspectos moleculares das enterotoxinas estafilocócicas 

Diferentes genes codificadores já foram estudados e suas 

denominações iniciam com as letras se (staphylococal enterotoxin). Os genes 

sed e sej foram descritos por serem carreados por plasmídeos ( Bayles & 

Iandolo, 1989; Zhang et al., 1998); os sea e see por profagos (Couch et al., 

1988; Betley et al., 1984; Betley & Mekalanos, 1988); os genes sec, seg, seh, 

sei, sem, sen, e seo presentes no cromossomo (Jarraud et al., 2001; Letertre et 

al., 2003) e os genes sel e sek em ilhas de patogenicidade (Fitzgerald et al., 

2001). O gene seb já foi encontrado no cromossomo, em plasmídeos e em 

transposons (Shalita et al., 1977; Shafer & Iandolo, 1978b). 

As SE são proteínas globulares solúveis em água, monoméricas 

com peso molecular de 26 a 29 KDa. São ricas em lisina, ácido aspártico e 

glutâmico e apresentam cisteínas  formando pontes dissulfeto (Bergdoll et al., 

1981; Prevost et al., 1995; Osterlund et al., 2002). Elas foram divididas em 

grupos por identidade gênica com base em sequências de aminoácidos. As 

SEA, SED e SEE compartilham de 53 a 81 % de identidade, entre SEB e SEC 

a identidade é de 50 a 66 %.  

A SEA é expressa na fase estacionária de crescimento (Schad et al., 

1997). A detecção do gene sea em linhagens de S. aureus é importante, visto 

que a SEA é tóxica em baixas concentrações (Evenson et al., 1998). O gene 

sea é composto por 771 pares de base (pb) e codifica uma proteína precursora 
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com 257 resíduos de aminoácidos e peso molecular de 27,1 KDa (Betley & 

Mekalanos, 1988).  

De acordo com Holecková et al. (2002) SEB é a principal 

enterotoxina produzida por Staphylococcus spp. isolados de queijos fabricados 

com leite de ovelha. O gene seb consiste de 798 pb que codifica uma proteína 

com 266 aminoácidos e peso molecular de 31, 4 KDa (Johns & Khan, 1988). 

SEC é um grupo de proteínas altamente conservadas de origem 

cromossômica, que apresentam três subtipos distintos: SEC1, SEC2 e SEC3, 

com base nas diferenças entre os determinantes antigênicos (Marrack & 

Kappler, 1990). Outras variações moleculares têm sido descritas de acordo 

com o animal hospedeiro ao qual estão vinculados, SECbovina, SECcanina, 

SECovina (Marr et al., 1993). De um total de 39 enterotoxinas SECs produzidas 

por cepas de S. aureus, 26 foram responsáveis por 20 surtos de intoxicação 

alimentar no centro de Taiwan, 12 pertencentes ao subtipo SEC2 e 13 ao 

subtipo SEC3 e apenas uma pertencia ao subtipo SEC1. Isto demonstra que 

SEC2 e SEC3 neste país são os subtipos mais frequentes em surtos de 

intoxicação alimentar (Chen et al., 2001). Estudando 100 cepas de S. aureus 

isolados de casos de mastite nos estados do Ceará e Rio de Janeiro (36 de 

origem bovina e 64 de origem caprina), Silva et al. (2005) observaram a 

presença do gene sec em  31 % e 86 % dos isolados bovinos e caprinos, 

respectivamente. Segundo Wilson et al. (1991), as SECs estão comumente 

associadas ao leite e produtos derivados provenientes de bovinos, ovinos e 

caprinos. 
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O gene sec1 contém 801 pb e codifica uma proteína madura com 

239 aminoácidos e 27,4 KDa (Bohach & Schlievert, 1987). O gene sec2 

também contem 801 pb e codifica uma proteína madura com 239 aminoácidos 

e 26,0 KDa (Bohach & Schlievert, 1989). O gene sec3 contém 798 pb e codifica 

uma proteína madura com 238 aminoácidos e 27,4 KDa (Couch & Betley, 

1989). 

De acordo com Casman et al. (1967), SED é comumente produzida 

por linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de leite e alimentos congelados, 

enquadrando-se como a segunda SEs mais encontrada, depois da SEA, em 

intoxicações alimentares. A baixa produção de SED é significante, pois pouca 

quantidade de enterotoxina (100 a 200 ng) é necessária para causar a doença, 

especialmente em crianças e idosos (Kokan & Bergdool, 1987). O gene sed foi 

localizado no plasmídeo que codifica a penicilinase, tem 27,6 kb e codifica uma 

proteína com 228 aminoácidos, com peso molecular de 26,3 KDa (Bayles & 

Iandolo, 1989). 

O gene para SEE (see) codifica uma proteína de 29 KDa (Couch et 

al., 1988) que apresenta homologia com a SEA e SED (Balaban & Rasooly, 

2000). 

2.7 – Legislação brasileira para alimentos 

Segundo o Ministério da Saúde através da RDC n° 12/2001 da 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) (Brasil, 2001), as DTAs são 

causadas pela ingestão de um alimento contaminado por um agente infeccioso 

específico, ou pela toxina produzida por ele, por meio da transmissão desse 

agente, ou de seu produto tóxico.  
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Os valores estabelecidos para os padrões microbiológicos de cada 

grupo de alimento que constam no Anexo I da Resolução não se aplicam para 

o diagnóstico de caso/surto de DTA. A enumeração de ECoP tem por objetivo 

substituir a determinação de S. aureus, uma vez que este critério consta como 

―Estaf. Coag. Positiva‖. Consta no Anexo I desta RDC, no item 5 (Carnes e 

Produtos Cárneos) subitem 5.i os níveis aceitáveis de contaminação por ECoP 

para: Produtos cárneos cozidos ou não, embutidos ou não (mortadela, salsicha, 

presunto, fiambre, morcela e outros) e produtos a base de sangue e derivados 

processados. Para este grupo o limite tolerado é de 3 x 103 UFC/gr. A 

determinação da capacidade de produção de toxinas, quando necessário, pode 

ser realizada a fim de obter dados de interesse à saúde pública (Brasil, 2001). 

Sabe-se que um dos principais indicadores de patogenicidade de 

estafilococos é o teste da coagulase e as enterotoxinas estafilocócicas são 

produzidas predominantemente por S. aureus. Contudo, alguns autores 

isolaram ECoN enterotoxigênicos das mãos de manipuladores de alimentos 

(Udo et al., 1999; Sena, 2000). Estes resultados trazem reflexos importantes 

para a saúde pública, visto que a legislação brasileira não especifica padrões 

para estes microrganismos, restringindo-se apenas, a descrever valores para 

espécies coagulase positivas (Brasil, 2001). 



 

 

3 – MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 – Coleta das amostras 

Foram analisadas dez amostras de morcilhas preta e dez de 

morcilhas branca comercializadas no Mercado Público da cidade de Pelotas, 

Rio Grande do Sul. As coletas, realizadas entre os meses de Setembro a 

Novembro de 2008, foram feitas uma vez por semana em 2 bancas locadas no 

Mercado Público, sem notificação da fonte distribuidora do produto. Em cada 

coleta foram adquiridas 1 porção de morcilha preta e 1 porção de morcilha 

branca – simulando uma condição real de consumo – envoltas em sacolas 

plásticas de uso próprio da banca. As amostras foram mantidas sob 

refrigeração e transportadas ao Laboratório de Ensaio e Análise de Alimentos 

(LEAN) da Faculdade de Nutrição da Universidade Federal de Pelotas 

(UFPEL). 

3.1.1 – Isolamento de Staphylococcus spp.. 

Em trabalho prévio foram realizadas contagens de Coliformes 

Termotolerantes, Estafilococos Coagulase Positivo e Clostrídios Sulfito 

Redutores e investigada a presença de Salmonella sp.,conforme a Resolução 

RDC n°12 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária - ANVISA, de 2 de 

janeiro de 2001 (BRASIL, 2001) (anexo 1), que estabelece os padrões 

microbiológicos sanitários para alimentos. Para a realização das análises foram
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seguidas as recomendações do Bacteriological Analytical Manual (FDA, 1998). 

Para a realização das análises, a pele que envolve as morcilhas foi retirada, 

uma vez que, a mesma é também retirada para o consumo.  

Como resultado destas análises, o único quesito que se encontrou 

fora dos padrões microbiológicos estabelecidos, foi a contagem de 

estafilococos coagulase positivo, que variou entre 3,2 x 103 a 4,1 x 105 UFC/g 

para as morcilhas preta (Miranda et al, 2009) e entre 5,7 x 103 a 8,2 x 105 

UFC/g para as morcilhas branca (dados não publicados). 

Frente aos resultados encontrados, foram selecionadas dez colônias 

aleatórias típicas e não típicas de ECoP de cada amostra em ágar Baird-Parker 

(Merck), totalizando 200 isolados. As colônias foram mantidas congeladas (-20 

°C) em meio Molico® (Nestlé) acrescido de 10 % de glicerol para análises 

posteriores. 

3.2 – Reativação de amostras 

Para reativação bacteriana, uma pequena alíquota da cultura foi 

inoculada, com auxílio de alça estéril, em ágar Infusão Cérebro e Coração 

(Brain Heart Infusion – BHI, Difco) e incubada a 37 °C por 24 h. As colônias 

foram utilizadas para os testes bioquímicos e extração de DNA total. 

3.3 – Provas bioquímicas 

3.3.1 – Teste de fermentação em ágar sal manitol 

Este meio de cultivo é caracterizado como seletivo e diferencial para 

estafilococos e é recomendado para isolamento de estafilococos patogênicos, 

uma vez que, segundo Koch (1942) e Chapman (1945), isolados sal manitol 

positivo a partir de amostras clínicas, alimentos, cosméticos e outros materiais 
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são sugestivos de S. aureus. Todos os isolados foram semeados em Ágar Sal 

Manitol (Himedia) e os isolados que apresentaram coloração amarela da 

colônia foram submetidos à caracterização bioquímica segundo o método 

proposto por Bannerman & Peacock (2007).  

3.3.2 – Teste da catalase  

Para detectar a presença da enzima catalase foi realizado o teste 

que determina a capacidade da enzima em decompor o peróxido de hidrogênio 

com formação de água e oxigênio molecular. Uma porção do crescimento 

bacteriano foi transferida para uma lâmina de vidro e posteriormente foi feito a 

adição de uma gota de solução aquosa de peróxido de hidrogênio a 3 %. A 

ocorrência de borbulhamento imediato foi considerada teste positivo. 

3.3.3 – Teste da coagulase em tubo 

A presença da enzima extracelular estafilocoagulase foi determinada 

pelo teste da coagulase em tubo (coagulase livre). Este ensaio detecta a 

capacidade da enzima de coagular o plasma sanguíneo através de um 

mecanismo similar ao da coagulação. A atividade da estafilocoagulase foi 

determinada a partir da adição de uma suspensão de 500 µL do inóculo em 

caldo BHI a 500 µL de plasma de coelho (Laborclin), com posterior incubação a 

37º C por 6 h. A formação de coágulos após 2, 4 ou 6 h de incubação foi 

interpretada como uma prova positiva e, a ausência de coagulação após 24 h 

de incubação, uma prova negativa. 

3.3.4 – Teste de Voges-Proskauer (VP) 

A semeadura em 1 mL de caldo Vermelho de Metila-Voges 

Proskauer (VM-VP Himedia) foi realizada com alça de platina e a incubação a 
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37 °C foi de 48 horas. Após a incubação, adicionou-se a cada tubo inoculado 3 

gotas da Solução I do Reativo de Barritt [Alfa Naftol (6,0 mL), Álcool Etílico 95 

% (100 mL q.s.p.)] seguido de agitação. Acrescentou-se mais 2 gotas da 

Solução II do Reativo de Barritt [Hidróxido de potássio (16,0 mL), Água 

destilada (100 mL q.s.p.)] seguido de agitação vigorosa e repouso à 

temperatura ambiente por  15 minutos. A presença de um anel vermelho na 

superfície do caldo significou resultado positivo, devido à produção de 

acetoína, e sua ausência, resultado negativo. 

3.3.5 – Teste de fermentação de açúcares 

A utilização de açúcares como fonte de carbono produz quantidades 

variadas de substâncias orgânicas, dentre as quais se destacam ácidos que 

alteram o pH do meio de cultura. Para a determinação da capacidade de utilizar 

açúcares foi realizada a inoculação dos microrganismos em um meio contendo 

água peptonada, o indicador de pH púrpura de bromocresol e 1 % do açúcar a 

ser testado  sob posterior incubação a 37 °C. Foi determinada a produção de 

ácido a partir dos açúcares L-arabinose, lactose, maltose e sacarose. A leitura 

foi realizada diariamente durante 5 dias. A alteração do indicador de púrpura 

para amarelo, evidenciando a mudança de pH, indicou fermentação dos 

referidos carboidratos e produção de ácidos. 

3.3.6 – Controle de qualidade das provas de identificação 

Para todas as provas de identificação bioquímicas realizadas foram 

utilizadas como controles positivos Staphylococcus aureus ATCC 25923 e 

ATCC 19095. 
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3.4 – Teste de susceptibilidade antimicrobiana 

A suscetibilidade dos isolados foi testada pelo método de disco-

difusão em ágar (Bauer et al., 1966) de acordo com o Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2008). Foram testados os seguintes 

antimicrobianos: eritromicina (ERI 15 µg), tetraciclina (TET 30 µg), gentamicina 

(GEN 10 µg), vancomicina (VAN 30 µg) e cloranfenicol (CLO 30μg). As placas 

foram inoculadas e o tamanho das zonas de inibição foi interpretado pelas 

normas do CSLI (2008). Os resultados desses testes foram registrados após 

18-24 h de incubação a 35 ° C. A cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 

foi utilizada como controle positivo. 

3.5 – Extração de DNA total 

Uma colônia foi semeada em 5 mL de caldo BHI (Difco) e incubada 

sob agitação a 37 °C por 16-18 h. A cultura foi centrifugada por 5 min a 18.000 

X g. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado 3 vezes com 1 mL de 

tampão TE-1X (Tris 10 mM, EDTA 1 mM – pH 7,8) e ressuspendido em 100 µL 

do mesmo tampão.  Foi adicionado 100 µL de tampão de lise [20 mM Tris–HCl 

(Invitrogen), pH 7,4; 10 mM EDTA (Invitrogen), pH 8,0 e 200 mM NaCl 

(Nuclear); 100 µg de proteinase K (USB Corporation) e 1 % SDS (Promega)] e 

incubado, em banho, por 1 h a 55 °C. Posteriormente foi feita a extração 

padrão com fenol (Invitrogen) e precipitação com etanol (Pró-Análise) de 

acordo com protocolo de Sambrook & Russell (2001). O DNA foi tratado com 

100 µg de RNase (Vivantis Technologies) e dissolvido em 100 µL TE (10 mM 

Tris pH 7,4; 1 mM EDTA pH 8,0). A quantificação de DNA foi determinada em 

gel de agarose 1,0 % (Invitrogen) corado com brometo de etídio [0,5 µg/mL 
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(Promega)] e comparado com quantidades conhecidas de lambda DNA 

(Fermentas). 

Para a realização das técnicas de Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) foram utilizadas quantidades de, aproximadamente, 20 ng de DNA. 

3.6 – Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para detectar a 

presença do gene da coagulase (coa) 

As amostras foram testadas para a presença de gene da coagulase 

(coa) utilizando o seguinte par de primers: COA-F (5‘-ATA GAG ATG CTG GTA 

CAG G-3‘) e COA-R (5‘-GCT TGT TCC GAT TCG ATG C-3‘) (Hookey et al., 

1998) que amplifica um fragmento de DNA de 840 bp. 

As reações da PCR foram otimizadas em 25 µL e continham 1 mM 

MgCl2 (Invitrogen), 10 pmol de cada primer (IDT), 1 U de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen), 1 x de tampão (Invitrogen), 200 µM de desoxinucleotídeos 

(ABgene) e água deionizada estéril (Milli Q plus, Millipore). As reações foram 

amplificadas em Termociclador Mastercycler Personal (Eppendorf) nas 

seguintes condições: 5 min a 94 °C; seguido por 40 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 

min a 56,7 °C e 1 min a 72 °C; e 5 min a 72 °C. Cepas de S. aureus foram 

gentilmente cedidas pelo Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil e 

utilizadas como controles positivos (ATCC 13565, ATCC 14458, ATCC 19095, 

ATCC 23235, ATCC 25923 e ATCC 27664). Os produtos foram analisados por 

eletroforese em gel de agarose. 
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3.6.1 – Detecção de Perfil de Polimorfismo por Restrição 

Enzimática (RFLP) do gene da coagulase  

Os diferentes produtos de PCR com fragmentos variados foram 

digeridos com endonuclease de restrição AluI (New England Biolabs) para 

verificar a presença de polimorfismo nesta região. Aproximadamente 1 µg do 

produto da PCR foi digerido com 5 U da enzima AluI, em uma reação de 10 µL, 

a 37 °C por 2 h. Toda a reação foi analisada por eletroforese em gel de 

agarose. 

3.7 – Amplificação e sequenciamento da região 16S rRNA 

Os isolados que não puderam ser identificados por classificação 

bioquímica em espécie ou foram classificados como coagulase negativo e 

apresentaram o gene coa, foram submetidos à amplificação, a partir do DNA 

genômico, do gene 16S rRNA por PCR utilizando os primers F-C27 (5‘-AGA 

GTT TGA TCC TGG CTC AG-3‘) e R-530 (5‘-CCG CGG CTG CTG GCA CGT 

A-3‘) (Gontang et al., 2007).  

As reações foram otimizadas em 25 µL e continham 2 mM MgCl2 

(Invitrogen), 2,5 pmol de cada primer (IDT), 1 U de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen), 1 x de tampão (Invitrogen), 300 µM de desoxinucleotídeos 

(ABgene) e água deionizada estéril (Milli Q plus, Millipore). As reações foram 

amplificadas em Termociclador Mastercycler Personal (Eppendorf) nas 

seguintes condições: 5 min a 94 °C; seguido por 35 ciclos de 45 segundos a 94 

°C, 45 segundos a 58 °C e 45 segundos a 72 °C; e 5 min a 72 °C. O produto de 

PCR esperado de 530 pb foi analisado por eletroforese em gel de agarose. 
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Os produtos foram purificados com KIT GFX® (GE Healthcare) para 

sequenciamento em sequenciador modelo ABI 3130 (Applied Biosystems) 

utilizando o polímero POP6. Para a marcação foi utilizado o kit Big Dye 

Terminator v3.1 (Applied Biosytems). As sequencias de nucleotídeos foram 

analisadas pela ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

3.8 – Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para detecção dos 

genes das enterotoxinas A e D (sea e sed) 

As amostras foram testadas para a presença dos genes sea e sed 

utilizando os pares de primers demonstrados na tabela 1. As reações das PCR 

foram otimizadas em 25 µL e continham 1 mM MgCl2 (Invitrogen), 10 pmol de 

cada primer (IDT), 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 1 x de tampão 

(Invitrogen), 200 µM de desoxinucleotídeos (ABgene) e água deionizada estéril 

(Milli Q plus, Millipore) e as amplificações foram feitas em Termociclador 

Mastercycler Personal (Eppendorf). 

3.9 – Multiplex PCR para detecção dos genes das enterotoxinas 

B (seb), C (sec) e E (see) 

As amostras foram testadas para a presença dos genes da 

enterotoxinas B (seb), C (sec) e E (see) utilizando os pares de primers 

demonstrados na tabela 1. As reações da PCR foram otimizadas em 25 µL e 

continham 1 mM MgCl2 (Invitrogen), 5 pmol de cada primer (IDT), 1 U de Taq 

DNA polimerase (Invitrogen), 1 x de tampão (Invitrogen), 300 µM de 

desoxinucleotídeos (ABgene) e água deionizada estéril (Milli Q plus, Millipore) e 
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as amplificações foram feitas em Termociclador Mastercycler Personal 

(Eppendorf). 

 

TABELA 1. Sequências de oligonucleotídeos e temperaturas de anelamento 
para a amplificação de genes de enterotoxinas em Staphylococcus spp. 
utilizados no estudo. 

 

Gene Primer 
Sequência de 
Oligonucleotideos (5’- 3’) 

Temperatura 
de 

Anelamento 

Tamanho 
do 

Fragmento  
Referências 

sea
a
 

F-SEA 
CCT TTG GAA ACG GTT 
AAA ACG 

54 °C 126 pb Este estudo 

R-SEA 
CTG AAC CTT CCC ATC 
AAA AAC 

seb
b
 

F-SEB 
GGT ACT CTA TAA GTG 
CCT GC 

55 °C 475 pb Este estudo 

R-SEB 
TTC GCA TCA AAC TGA 
CAA ACG 

sec
c
 

F-SEC 
AGA ACT AGA CAT AAA 
AGC TAG G 

55 °C 267 pb Este estudo 

R-SEC 
TCA AAA TCG GAT TAA CAT 
TAT CC 

sed
d
 

F-SED 
TTT GGT AAT ATC TCC TTT 
AAA CG 

55 °C 309 pb Este estudo 
R-SED 

CTA TAT CTT ATA GGG TAA 
ACA TC 

see
e
 

F-SEE 
CCT ATA GAT AAA GTT AAA 
ACA AGC 

55 °C 173 pb Este estudo 

R-SEE 
TAA CTT ACC GTG GAC 
CCT TC 

Controles positivos S. aureus: 
a
ATCC 13565; 

b
ATCC 14458; 

c
ATCC 19095; 

d
ATCC 23235; 

e
ATCC 27664. 

 

3.10 Eletroforese em gel de agarose 

Os produtos de amplificação e digestão foram analisados por 

eletroforese em tampão TAE pH 8,0 (40 mM Tris-HCl, 20 mM acetato de sódio, 

1 mM EDTA) em gel de agarose 1,5 % (Invitrogen) corado com brometo de 

etídio [0,5 µg/mL (Promega)] e comparado com marcador molecular de 50 pb e 

100 pb Ladder (Invitrogen). 



 

 

4 – RESULTADOS 

 

4.1 – Espécies de Staphylococcus spp. isoladas de amostras de 

morcilhas artesanais 

A partir dos 200 isolados obtidos em meio ágar Baird-Parker e 

semeados em Ágar Sal Manitol, 82 (41%) foram identificados como 

estafilococos manitol positivos (Tabela 2). Após a análise da atividade da 

catalase e coagulase nas amostras, estas foram divididas em dois grupos: 

75,61 % (62/82) pertenciam ao grupo ECoN e 24,39 % (20/82) ao grupo ECoP. 

Através da fermentação dos açúcares foi possível identificar quatro 

espécies do grupo ECoP: Staphylococcus pseudointermedius (6,10 %); 

Staphylococcus aureus (3,66 %); Staphylococcus schleiferi (1,22 %) e 

Staphylococcus intermedius (1,22 %) e cinco espécies do grupo ECoN: 

Staphylococcus saprophyticus (37,80 %); Staphylococcus carnosus (15,85 %); 

Staphylococcus vitulinus (8,54 %); Staphylococcus cohnii (6,10 %) e 

Staphylococcus equorum (1,22 %). Dez isolados ECoP (12,20 %) e cinco 

isolados ECoN (6,10 %) não puderam ser identificados como espécie e foram 

identificados com Staphylococcus spp. (Tabela 2). 
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TABELA 2. Distribuição dos Staphylococcus spp. manitol positivos isolados a 
partir de morcilhas artesanais em Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil.  
 

Fonte Coagulase Fenótipo Espécies 
N° de isolados manitol positivos 

n (%) 

Morcilha Branca ECoN
a
 S. saprophyticus 21 (25,61) 

  S. carnosus 5 (6,10) 

  S. vitulinus 3 (3,66) 

  Staphylococcus spp. 2 (2,44) 

  S. cohnii 1 (1,22) 

  S. equorum 1 (1,22) 

 ECoP
b
 Staphylococcus spp. 3 (3,66) 

  S. aureus 2 (2,44) 

Morcilha Preta ECoN
a
 S. saprophyticus 10 (12,20) 

  S. carnosus 8 (9,76) 

  S. cohnii 4 (4,88) 

  S. vitulinus 4 (4,88) 

  Staphylococcus spp. 3 (3,66) 

 ECoP
b
 Staphylococcus spp. 7 (8,54) 

  S. pseudointermedius 5 (6,10) 

  S. aureus 1 (1,22) 

  S. intermedius 1 (1,22) 

  S. schleiferi 1 (1,22) 

Total     82 100 
a
Estafilococos Coagulase Negativo. 

 b
Estafilococos Coagulase Positivo. 

 

É notável que a prevalência de espécies do grupo ECoP na morcilha 

branca é 3 vezes menor que na morcilha preta. Este resultado pode ser 

atribuído aos ingredientes utilizados para o preparo das morcilhas, uma vez 

que a morcilha branca tem peles em sua composição. Sendo o grupo ECoN o 

componente principal da microbiota da pele, pode-se justificar sua presença em 

altos números, ganhando a competição com o grupo ECoP. 

4.2 – Perfil de sensibilidade antimicrobiana 

A tabela 3 mostra o perfil de resistência antimicrobiana dos 

Staphylococcus spp. frente aos 5 antimicrobianos testados. Trinta e nove 

isolados (47,56 %) apresentaram resistência a um ou mais antimicrobianos 
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testados e 43 isolados (52,44 %) foram sensíveis, de acordo com CLSI (CLSI, 

2008).  

 

TABELA 3. Distribuição da resistência e susceptibilidade antimicrobiana nos 
Staphylococcus spp. manitol positivo isolados de morcilhas artesanais. 
 

Perfil Fenotípico Antimicrobiano
a
  Espécie n (%) 

TET/ERI Staphylococcus spp. 2 (2,44) 

 
S. saprophyticus 2 (2,44) 

 
S. aureus 1 (1,22) 

 
S. equorum 1 (1,22) 

 
S. vitulinus 1 (1,22) 

GEN/TET S. saprophyticus 1 (1,22) 

ERI/GEN S. cohnii 2 (2,44) 

 
S. vitulinus 1 (1,22) 

 
Staphylococcus spp. 1 (1,22) 

CLO/ERI S. saprophyticus 1 (1,22) 

ERI S. saprophyticus 3 (3,66) 

 
Staphylococcus spp. 3 (3,66) 

 
S. aureus 1 (1,22) 

 
S. cohnii 1 (1,22) 

 
S. schleiferi 1 (1,22) 

TET S. saprophyticus 5 (6,10) 

 
S. carnosus 2 (2,44) 

 
S. cohnii 1 (1,22) 

 
S. pseudointermedius 1 (1,22) 

 
S. vitulinus 1 (1,22) 

 
Staphylococcus spp. 1 (1,22) 

GEN S. carnosus 1 (1,22) 

 
Staphylococcus spp. 1 (1,22) 

CLO S. carnosus 2 (2,44) 

 
S. saprophyticus 1 (1,22) 

 
Staphylococcus spp. 1 (1,22) 

Suscetíveis S. saprophyticus 18 (21,95) 

 
S. carnosus 8 (9,76) 

 
Staphylococcus spp. 6 (7,32) 

 
S. pseudointermedius 4 (4,88) 

 S. vitulinus 4 (4,88) 

 
S. aureus 1 (1,22) 

 
S. cohnii 1 (1,22) 

 
S. intermedius 1 (1,22) 

TOTAL    82 100 
a
Antimicrobianos: ERI: eritromicina, TET: tetraciclina, GEN: gentamicina, CLO: cloranfenicol. 
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Todos os isolados foram sensíveis à vancomicina. Dentre os perfis 

encontrados, 21 (25,61 %), 19 (23,17 %), 7 (8,54 %) e 5 (6,1 %) apresentaram 

resistência a eritromicina, tetraciclina, gentamicina e cloranfenicol, 

respectivamente. Treze isolados (15,85 %) mostraram multirresistência, ou 

seja, resistência a pelo menos duas classes de antimicrobianos. O perfil de 

maior frequência observado foi eritromicina/tetraciclina. 

O isolamento de estafilococos resistentes em morcilhas artesanais 

sugere uma situação de risco para a comunidade e também deve ser 

considerada uma possível correlação entre cepas presentes em hospitais com 

os isolados de alimentos. 

4.3 – Frequência do gene coagulase (coa) e atividade da 

coagulase 

A especificidade dos primers para frequência do gene da coagulase 

foi determinado primeiro nas cepas ATCC.  Os fragmentos gerados de DNA 

amplificado pelo primer coa nas cepas controles variaram de 980 pb, 875 pb, 

700 pb, 650 pb e 600 pb (Figura 3).  

 

 
FIGURA 3. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos produtos de 
amplificação do gene coa em Staphylococcus aureus representativos. 
Linha 1: Marcador de peso molecular 100 pb Ladder; Linha 2: controle 
negativo; Linha 3: ATCC 25923; Linha 4: ATCC 13565; Linha 5: ATCC 
14458; Linha 6: ATCC 19095; Linha 7: ATCC 23235. 
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Do total de 82 isolados, 16 (19,51 %) apresentaram o gene da 

coagulase, destes 55,0 % (11/20) pertenciam ao grupo ECoP e 8,06 % (5/62) 

ECoN conforme atividade enzimática (Tabela 4). Dois isolados apresentaram 

fragmentos de 900 pb, quatro de 730 pb, um de  650 pb e nove de 550 pb. 

 

TABELA 4. Análise genotípica e fenotípica do gene da coagulase em 
Staphylococcus spp. manitol positivos isolados de morcilhas artesanais.  
 

Genótipo 
(PCR

a
) 

N° de isolados Espécies 
Fenótipo 

(Coagulase em tubo) 

900 1 S. aureus ECoP
b
   

 1 S. cohnii  ECoN
c
 

700 1 S. aureus ECoP
b
  

 1 S. aureus ECoP
c 
  

 1 Staphylococcus spp. ECoP
b
  

 1 S. schleiferi ECoP
b
  

650 1 S. vitulinus  ECoN
c
 

550 1 Staphylococcus spp.  ECoN
c
 

 1 S. pseudointermedius ECoP
b
  

 3 S. pseudointermedius ECoP
b
  

 1 S. intermedius  ECoP
b
  

 1 S. pseudointermedius ECoP
b
  

 2 Staphylococcus spp.  ECoN
b
 

Negativo 9 Staphylococcus spp. ECoP
b
  

 31 S. saprophyticus  ECoN
c
 

 13 S. carnosus  ECoN
c
 

 4 S. cohnii  ECoN
c
 

 6 S. vitulinus  ECoN
c
 

 1 S. equorum  ECoN
c
 

 2 Staphylococcus spp.  ECoN
c
 

Total 82   20 62 
a
Valores aproximados em pares de bases. 

b
ECoP: Estafilococos Coagulase Positivo. 

c
ECoN: 

 

4.4 – Sequenciamento dos produtos da região 16S rRNA 

Dos isolados ECoN que apresentaram o gene coa as espécies S. 

cohnii  e S. vitullinus foram submetidas ao sequenciamento do gene 16S rRNA 
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e as sequências nucleotídicas analisadas por BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A análise revelou que S. cohnii 

apresentou 97% de identidade com S. cohniii (GenBank: HQ154559.1) e S. 

vitullinus 99% de identidade com S. vitullinus (GenBank: AM062694.1). Para o 

nosso conhecimento esta é a primeira vez que este gene é detectado em 

ECoN. Outros 4 isolados de Staphylococcus spp. foram sequenciados e 1 

isolado apresentou 98% identidade com S. aureus (GenBank: FM207541.1) e 1 

isolado apresentou 89% identidade com S. equorum (GenBank: DQ232735.1), 

para os demais não foi possível encontrar similaridade com nenhuma 

sequencia depositada no banco de dados.  

4.5 – Polimorfismo do gene coa por PCR- RFLP  

Os fragmentos de DNAs foram submetidos à digestão com a enzima 

AluI para verificar a existência de polimorfismo nos fragmentos. Esta enzima 

reconhece seu sítio de restrição em uma das fitas de DNA e faz uma clivagem 

de extremidades cegas entre os nucleotídeos 5‘...AG▼CT...3‘ e 3‘...TC▲GA...5‘. 

O perfil de restrição enzimática do gene coa das cepas controles ATCCs está 

demonstrado na Figura 4. 
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FIGURA 4. Digestão dos produtos de amplificação do gene coa com enzima 
de restrição AluI em Staphylococcus aureus representativos. Linhas 1 e 9: 
Marcador de peso molecular 50 pb Ladder; Linha 2: ATCC 25923 não clivado; 
Linha 3: ATCC 25923; Linha 4: ATCC 13565; Linha 5: ATCC 14458; Linha 6: 
ATCC 19095; Linha 7: ATCC 23235; Linha 8: ATCC 27664. 

 

Após digestão enzimática com AluI, de 2 a 4 bandas foram obtidas 

dos fragmentos e foram observados 11 diferentes perfis (I ao XI) de restrição 

entre os isolados Os perfis de restrição encontrado nos isolados de morcilhas 

estão demonstrado na Tabela 5.  

O perfil IX foi mais prevalente (25%) entre os 16 isolados coa 

positivo. Os resultados aqui observados indicam uma heterogeneidade 

considerável no gene coa de isolados de estafilococos sal manitol positivos de 

morcilhas e o padrão de restrição do gene da coagulase não pode ser usado 

como um padrão para a identificação de isolados ou para agrupamentos de 

isolados conforme a fonte de amostra. 
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TABELA 5. Perfis de restrição enzimática do gene da coagulase em 
Staphylococcus spp. manitol positivos isolados de morcilhas artesanais, 
clivados com a enzima AluI. 
 

Genótipo 
N° de isolados Espécies 

PCR
a
 Perfil RFLP

a
 

900 I 400 - 300 – 180 1 S. aureus 

 II 380 - 250 - 170 – 100 1 S. cohnii 

700 III 400 - 220 – 80 1 S. aureus 

 IV 300 - 220 – 180 1 S. aureus 

 V 220 - 180 - 140 - 110 – 50 1 Staphylococcus spp. 

   1 S. schleiferi 

650 VI 350 – 290 1 S. vitulinus 

550 VII 400 – 130 1 Staphylococcus spp. 

 VIII 380 – 180 1 S. pseudointermedius 

 IX 380 - 140 – 30 3 S. pseudointermedius 

   1 S. intermedius  

 X 370 – 150 1 S. pseudointermedius 

 XI 350 - 150 – 50 2 Staphylococcus spp. 

Total     16   
a
Valores aproximados em pares de bases.  

 

4.6 – Prevalência e distribuição dos genes de enterotoxinas (se) 

A especificidade dos primers desenhados no presente estudo para 

amplificar os genes de enterotoxinas (se) foi determinada primeiro nas cepas 

controles ATCCs. Os fragmentos de DNA esperados para os respectivos genes 

apresentados pelas cepas controles ATCC‘s estão demostrados na figura 5. A 

cepa ATCC 13565 positiva para o gene sea originou um fragmento de DNA de 

126 pb; ATCC 14458 para seb originou um fragmento de 475 pb, ATCC 19095 

positiva para sec originou um fragmento de 276 pb, ATCC 23235 para sed 

originou um fragmento de 309 pb e ATCC 27664 para see originou um 

fragmento de 173 pb. 
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FIGURA 5. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos produtos de 

amplificação dos genes das enterotoxinas A, B, C, D e E em 

Staphylococcus aureus representativos. Linhas 1 e 7: Marcador de peso 

molecular 100 pb Ladder; Linha 2: sea (126 pb); Linha 3: seb (475 pb); 

Linha 4: sec (276 pb); Linha 5: sed (309 pb); Linha 6: see (173 pb). 

 

A técnica de multiplex PCR (mPCR), que amplifica simultaneamente 

mais de um gene na mesma reação, tem sido descrita na literatura para 

detecção de estafilococos enterotoxigênicos em alimentos (Tamarapu et al., 

2001; Rosec & Guiraud, 2002; Nájera-Sanchez et al., 2003; Kwon et al., 2004; 

Cremonesi et al., 2005; Hwang et al., 2007; Vancraeynest et al., 2007; Pelisser 

et al., 2009; Pereira et al., 2009; Ertas et al., 2010). No presente trabalho não 

foi possível a padronização dos cinco pares de primers para as enterotoxinas 

clássicas (A, B, C, D e E) em uma mesma reação devido à temperatura de 

anelamento dos primers SEA e à inibição dos primers SED. Portanto, estas 

amplificações foram desenvolvidas em reações únicas. Por outro lado, os 

primers SEB, SEC e SEE demonstraram especificidade e sensibilidade quando 

submetidos a uma mesma reação. 

Dos 82 isolados testados, 33 (40,24 %) foram positivas para um ou 

mais genes de enterotoxinas (Tabela 6). 
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TABELA 6. Distribuição dos genes de enterotoxinas em estafilococos manitol 
positivos isolados de morcilhas artesanais. 
 

Espécies 
N° de 

Isolados 

N° de Isolados positivos para presença dos genes se 

SE
c
 sea seb sec sed see 

ECoN
a
 S. saprophyticus  31 10 2 4 1 1 3 

 S. carnosus  13 7 2 1 4 0 0 

 S. vitulinus 7 4 2 1 1 0 0 

 S. cohnii  5 2 2 1 0 0 0 

 Staphylococcus spp.  5 3 2 2 0 1 1 

 S. equorum 1 1 0 0 1 0 0 

ECoP
b
 Staphylococcus spp. 10 3 1 1 1 0 2 

 S. pseudointermedius 5 2 1 1 0 0 0 

 S. aureus 3 0 0 0 0 0 0 

 S. intermedius 1 0 0 0 0 0 0 

 S. schleiferi 1 1 0 0 0 0 1 

Total   82 33 12 11 8 2 7 
a
ECoN: Estafilococos Coagulase Negativo.

 b
ECoP: Estafilococos Coagulase Positivo. 

c
Número de 

isolados que foram positivos para pelo menos 1 gene de enterotoxinas estafilocócicas (SE) 

 

O gene sea foi o mais prevalente sendo observado em 14,63 % 

(12/82) entre os isolados, seguido de seb 13,41 % (11/82), sec 9,76 % (8/82) e 

see 8,54 % (7/82). O gene com menor prevalência foi o sed com apenas 2,44 

% (2/82). Dos 62 isolados ECoN do estudo, 27 foram positivos para se (43,55 

%) e dentro deste grupo a espécie S. saprophyticus foi a predominante com 

37,04 % (10/27) seguida da espécie S. carnosus com 25,93 % (7/27). Dos 20 

isolados ECoP, 6 foram positivos para se (30 %) e destes, 50 % dos isolados 

positivos eram Staphylococcus spp. (3/6), 33,33 % S. pseudointermedius (2/6) 

e 16,67 % S. schleiferi (1/6). Interessante a observação que nenhum dos 

isolados S. aureus obtidos das morcilhas tiveram a presença de genes 

enterotoxigênicos.  

Cinco isolados apresentaram mais de um gene se: três isolados do 

grupo ECoN: S. saprophyticus (SED e SEE), S. cohnii (SEA e SEB) e 
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Staphylococcus spp. (SEA, SEB, SED e SEE) e dois isolados do grupo ECoP: 

Staphylococcus spp. (SEC e SEE; SEB e SEE). 



 

 

5 – DISCUSSÃO 

 

5.1 – Espécies de Staphylococcus spp. isoladas de amostras de 

morcilhas artesanais 

As espécies observadas no presente estudo são habitantes naturais 

da pele e mucosa de animais (Nagase et al., 2002; Gillespie et al., 2009). As 

espécies sal manitol positivos identificadas nas morcilhas artesanais estão de 

acordo com outros estudos com salsichas fermentadas (Coton et al., 2010; 

Leroy et al., 2010). As espécies mais frequentes foram S. saprophyticus (37,8 

%), S. carnosus (15,85 %) e S. vitulinus (8,53 %) seguidas de S. cohnii (6,1 %) 

S. pseudointermedius (6,09%); S. aureus (3,65 %); S. schleiferi (1,21 %) e S. 

intermedius (1,21 %) e S. equorum (1,2 %). Dez isolados ECoP (12,19 %) e 

cinco isolados ECoN (6,1 %) não puderam ser identificados como espécie e 

foram identificados com Staphylococcus spp.. 

A espécie S. saprophyticus encontrada em elevada frequência entre 

os isolados de morcilhas é considerada um contaminante comum de várias 

amostras de alimentos, em especial salsichas fermentadas e carnes cruas, 

sendo que foi isolada em 7 % de amostras de swabs retais de carcaças de 

bovinos e suínos (Samelis et al., 1998; Blaiotta et al., 2004a; Fontana et al., 

2005; Raz et al., 2005). Em humanos o principal reservatório de S. 

saprophyticus é o TGI (Huebner & Goldmann, 1999), podendo a falta de 
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higiene durante manipulação das morcilhas ter colaborado para o aumento na 

prevalência desta espécie. A espécie S. carnosus também foi observada em 

elevada frequência no presente estudo (15,85 %), embora Leroy et al. 

(2010)tenha observado um baixo número de S. carnosus (2,5 %) no seu 

estudo, a presença desta espécie nas amostras de morcilhas se justifica devido 

ao fato de que ela é frequentemente descrita em produtos cárneos e é uma 

cultura starter comumente comercializada para a produção de salsichas 

(Hammes & Hertel, 1998; Corbière Morot-Bizot et al., 2007).  

S. vitulinus é frequentemente relatado em queijos (Irlinger, 2008) e 

raramente encontrado em salsichas (Blaiotta et al., 2004a; Corbièri Morot-Bizot 

et al., 2006). A presença desta espécie nas morcilhas (8,53 %) denota 

ausência de práticas higiênicas na produção e/ou na manipulação. A 

prevalência encontrada de S. cohnii (6,1 %) não está de acordo com a 

literatura, Leroy et al., (2010) analisaram 388 amostras de produtos cárneos e 

não encontraram a presença desta espécie, bem como Corbière Morot-Bizot et 

al., (2006) que analisaram a microbiota de estafilococos de uma pequena 

unidade produtora de salsichas fermentadas e também não encontraram a 

presença da espécie. Segundo Kloos & Wolfshohl (1983) esta espécie faz parte 

da microbiota da pele de humanos, o que sugere esta contaminação ter sido 

originada de seus manipuladores. 

No presente estudo detectou-se uma baixa frequência de S. aureus, 

acordando com Oteiza et al. (2003) que não encontrou a espécie em 30 

amostras de morcilhas em Buenos Aires, Argentina. Por outro lado, Adesiyun e 

Balbirsingh (1996) analisaram 80 amostras de morcilhas preta e isolaram 100% 
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de S. aureus. Adesiyun e Benjamin (1996) conduziram um estudo para a 

identificação de perigos microbianos na linha de produção de morcilhas preta 

de um abatedouro local e também encontraram uma alta frequência de S. 

aureus (96,8 %) ao longo da linha: ingredientes, tábua de corte, manipuladores 

e água como fonte de contaminação cruzada para utensílios e ingredientes. 

Uma das explicações para a baixa prevalência de S. aureus 

encontrada neste estudo em relação aos outros, pode ser devido a uma 

classificação equivocada de espécies quando a identificação baseia-se apenas 

em ágar Sal Manitol (Koch, 1942; Chapman, 1945) uma vez que, isolados sal 

manitol positivo em amostras clinicas são sugestivos de S. aureus, mas como 

vimos, devem ser confirmados com demais testes. 

5.2 – Perfil de resistência antimicrobiana dos isolados 

Todos os isolados testados foram suscetíveis à vancomicina, 

acordando com resultados observados na literatura para estafilococos isolados 

de alimentos (Perreten et al., 1998; Resch et al., 2008; Pesavento et al., 2007). 

O perfil de resistência aos antimicrobianos tetraciclina, eritromicina e 

gentamicina para estafilococos observados no presente estudo, já foi 

observado por outros estudos analisando alimentos similares (Perreten et al., 

1998; Pesavento et al.; 2007; Resch et al., 2008; Pereira et al., 2009; Even et 

al., 2010). Uma explicação para este fenótipo de resistência em estafilococos 

isolados de morcilhas poderia o fato destes antimicrobianos serem utilizados na 

clínica médica veterinária e como promotores de crescimento em rações 

animais (Phillips et al., 2004). A resistência bacteriana à eritromicina é muito 
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importante, porque essa droga é uma das escolhas para o tratamento de várias 

infecções e também de infecção em pacientes alérgicos à penicilina. 

A espécie S. saprophyticus apresentou resistência aos 

antimicrobianos eritromicina e tetraciclina e foi o fenótipo observado em 

frequência elevada. Esta espécie é um componente da microbiota normal de 

humanos e outros primatas (Banermann & Peacock, 2007) e também pode ser 

encontrada em hospitais, por isso, talvez constituam reservatórios de genes de 

resistência (Szewczyk & Rozalskz, 2000). Nam et al. (2010) analisaram 

isolados ECoN de mastite bovina na Coréia e detectaram isolados de S. 

saprophyticus resistentes a eritromicina e tetraciclina.  

No presente estudo treze isolados mostraram um perfil de 

multirresistência. Staphylococcus spp. com este fenótipo já foram isolados de 

alimentos como carnes cruas, produtos cárneos fermentados, presuntos 

curados, salsichas, peixes fermentados, frangos, leites, queijos, pães, produtos 

de confeitaria e pizzas (Perreten et al., 1998; Freitas et al., 2004; Normanno et 

al., 2007; Resch et al., 2008; Pereira et al., 2009).  

Diferente do que acontece nos casos de infecção alimentar, os 

antimicrobianos não têm nenhum valor no tratamento de um paciente que sofre 

de intoxicação alimentar. Entretanto, sua importância reside no fato de que o 

alimento pode ser um importante veículo de microrganismos resistentes aos 

antimicrobianos para humanos. A resistência bacteriana em alimentos pode 

promover uma rota de transferência de genes às bactérias da microbiota 

indígena ou potencialmente patogênicas ou através da recolonização da 

microbiota intestinal humana (Khan et al., 2000).  
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A resistência aos macrolídeos ocorre geralmente devido a metilação 

do 23S rRNA codificado pelo gene erm (eritromicina ribossomo metilação). 

Este gene que confere resistência cruzada com macrolídeos, lincosamida, e 

estreptograminas B (MLSB) está presente em plasmídeos conjugativos. Os 

genes de resistência à tetraciclina: tet(K) e tet(L) (mecanismos de efluxo), 

tet(M), tet(O) ou tet(R) (proteção ribossomal) são frequentemente encontrados 

na mesma unidade móvel dos genes de resistência aos macrolídeos (Roberts 

et al., 1999). No que diz respeito à dupla resistência tetraciclina/eritromicina, o 

gene erm(B) está frequentemente relacionado com o gene tet(M) no 

transposon Tn1545, que predomina nas bactérias Gram-positivas de 

importância (Clewell et al., 1995; Dutka-Malen et al., 1995), o que poderia 

explicar a alta prevalência de resistências a ambas as drogas. 

Em um estudo realizado por Perreten et al., (1998) onde foram 

analisados leites, carnes e seus derivados, foram isolados S. aureus, S. lentus, 

S. xylosus, S. caprae, S. epidermidis e S. haemolyticus resistentes à 

gentamicina, cloranfenicol, tetraciclina e eritromicina. Neste estudo, o gene da 

enzima cloranfenicol-acetiltransferase (cat) que diminui a afinidade da droga ao 

seu sítio ativo, estava localizado em plasmídeos de 3,8 a 4,3 kb nas cepas de 

S. xylosus e S. caprae. Cepas de Staphylococcus spp. codificaram informações 

de um sistema de efluxo de eritromicina (msr) em um plasmídeo de 18 kb e 

cepas de S. xylosus resistentes à tetraciclina continham o gene tet(K) (efluxo 

tetraciclina) em um plasmídeo de 4.4 kb. Cepas de E. coli, Klebsiella 

pneumoniae e S. typhimurium foram isoladas de hospitais na Bélgica com 

resistência a apramicina/gentamicina e verificou-se que plasmídeos contendo a 
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enzima acetiltransferase-aminoglicosídeo [AAC(3)IV] (enzima que confere 

resistência a ambas as drogas) em algumas cepas humanas e animais tiveram 

um alto grau de identidade genética (Chaslus-Dancla et al., 1989). Outro 

experimento mostrou que o plasmídeo AAC(3)IV pode ser transferido de E. coli 

para S. typhimurium em bezerros tratados com apramicina (Hunter et al., 

1992).  Descheemaeker et al., (1999) na Bélgica, também estabeleceram 

alguma identidade de genes de resistência contra glicopeptídeos em 

Enterococcus faecium isolados em porcos e aves e no homem, indicando 

possibilidade de troca de marcadores genéticos de resistência entre animais e 

o homem. 

5.3 – Frequência do gene coagulase (coa) e atividade da 

coagulase  

Quando associada a presença do gene coa com a atividade da 

coagulase, encontrou-se 55,0 % dos isolados com genótipo e fenótipo positivos 

para coa, entretanto 8,06 % dos isolados com genótipo positivo não 

apresentaram atividade de coagulase. Em um estudo feito por Vieira-da-Motta 

et al., (2001) com 15 isolados de S. aureus de leites de vacas com mastite 

subclínica, foram encontrados  4 cepas (26,67 %) com fenótipo negativo na 

prova da coagulase em tubo e genótipo positivo para o gene coa, sugerindo a 

não expressão enzimática in vitro.  Cremonesi et al., (2005) também sugeriram 

que a presença do gene da coagulase não é necessariamente associada à 

expressão fenotípica. Fatores ligados à disponibilidade de nutrientes, 

condições ambientais ou fisiológicas intrínsecas da bactéria podem estar 

associados a não expressão do gene (Bergdoll, 1989). A expressão do gene 
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coa ocorre geralmente durante a fase de crescimento exponencial (Engels et 

al., 1978)  e pode ser reprimido por um elemento de regulação denominado 

gene regulador acessório (agr) (Peng et al., 1988). Outro locus de regulação 

denominado regulador acessório staphylococcus (sar), também afeta a 

expressão da exoproteína em S. aureus, e cepas mutantes produzem baixas 

quantidades de coagulase (Cheung et al., 1992). A mutação em um desses loci 

poderia, teoricamente, dar um fenótipo coagulase-negativo, uma vez que pouca 

quantidade da proteína não causaria a coagulação do plasma.  

Foi detectado que 45,0 % (9/20) dos isolados com fenótipo ECoP 

que não apresentaram o gene coa, uma explicação para este comportamento 

pode ser devido a produção de pseudocoagulases, que já foram descritas para 

ECoN (Wegrzynowicz et al., 1979; Bulanda et al., 1988) e podem ter 

contribuído para resultados falso-positivos. Outra possível explicação para esse 

fenômeno poderia ser uma mutação na região primer de ligação do gene coa.  

5.4 – Polimorfismo do gene coa 

 Estudos têm demonstrado que o gene coa contém vários números 

de sequências repetidas degeneradas, o que lhe dá uma característica 

polimórfica em número e sequência (Phonimdaeng et al., 1990;  Goh et al., 

1992; van Belkum et al., 1997).  

Dezesseis isolados apresentaram o gene da coagulase com 

variações no tamanho dos fragmentos. Esta variação também foi observada 

por outros autores em estafilococos. Goh et al., (1992) observaram fragmentos 

de  440 a 915 bp, Moon et al., (2007) de 620 a 809 bp, Hookey et al., (1998) de 

547 a 875 pb e Scherrer et al., (2004) de 500 a 820 pb.  
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A análise do polimorfismo do gene coa tem sido relatada em S. 

aureus em estudos epidemiológicos através de um padrão de restrição 

enzimática (Goh et al., 1992; Hookey et al., 1998; da Silva et al., 2005; Aslantas 

et al., 2007; Himabindu et al., 2009). Os resultados aqui observados com a 

clivagem pela enzima AluI indicam uma heterogeneidade considerável no gene 

coa das cepas isoladas de morcilhas e o padrão de restrição do gene da 

coagulase não pode ser usado para a identificação de isolados nem para 

agrupá-los. Uma explicação poderia ser o fato de que os isolados analisados 

por PCR-RFLP eram compostos por outros estafilococos sal manitol positivos, 

não somente a espécie S. aureus. Outra explicação encontrada para estes 

resultados é a falta de informações sobre a fabricação das morcilhas 

analisadas, uma vez que o estudo objetivou analisar produtos prontos para o 

consumo e não as práticas de fabricação, ou seja, a fonte manipuladora não foi 

investigada.  

Outros autores têm demonstrado que o padrão de restrição do gene 

coa em S. aureus resistentes à meticilina (MRSA) é de grande importância na 

epidemiologia dos surtos nosocomiais (Goh et al., 1992;. Hookey et al., 1998). 

Por outro lado, Aslantas et al. (2007) observaram uma maior variabilidade de 

PCR-RFLP do gene coa de S. aureus isolados de casos de mastite bovina na 

Turquia. Esta variação é relevante para o pool de bactérias, sua diversidade e 

as condições ambientais de cada região geográfica. 

5.5 – Prevalência e distribuição dos genes de enterotoxinas (se) 

É amplamente aceito que a produção de enterotoxinas 

estafilocócicas (SE) é uma característica do grupo ECoP e muitos trabalhos 
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são realizados avaliando a espécie S. aureus em alimentos ou matérias-primas 

(Johnson et al., 1991; Scherrer et al., 2004; Cremonesi et al., 2005; Pinto et al., 

2005; Silva et al., 2005; Pepe et al., 2006; Hwang et al., 2007; Moon et al., 

2007; Nema et al., 2007; Zocche et al., 2010; Ertas et al., 2010). Entretanto, no 

presente estudo nenhum isolado S. aureus apresentou genes de enterotoxinas, 

indo de encontro aos resultados apresentados em trabalhos anteriores 

(Johnson et al., 1991; Scherrer et al., 2004; Cremonesi et al., 2005; Pinto et al., 

2005; Silva et al., 2005; Pepe et al., 2006; Hwang et al., 2007; Moon et al., 

2007; Nema et al., 2007; Zocche et al., 2010; Ertas et al., 2010). Veras et al., 

(2003) analisaram 22 isolados de ECoP obtidos a partir de laticínios envolvidos 

em surtos de intoxicação alimentar e detectaram a produção de SE em 63,63 

%  (14/22)  e também encontraram uma alta prevalência das SEA e SEB. No 

presente estudo a prevalência entre os ECoP foi de 18,18 % (6/33) e os  gene 

see, sea e seb foram os mais prevalentes.   

Neste estudo foi detectado a presença de genes se nas espécies 

ECoP  S.schleiferi e S. pseudointermedius. A espécie S. schleiferi já foi descrita 

como enterotoxigênica (Lamaita et al., 2005) em leites crus refrigerado, porém 

sobre a espécie S. pseudointermedius não tem-se relatos de sua 

enterotoxigenicidade em alimentos, apenas em amostras clínicas isoladas de 

cães (Yoon et al., 2010), uma vez que esta espécie faz parte da microbiota 

normal da pele e mucosas de cães e gatos (Cox et al., 1985; Cox et al., 1988; 

Talan et al., 1989). 

Poucos estudos têm buscado identificar a presença das 

enterotoxinas em espécies ECoN em alimentos (Valle et al., 1990; Cunha et al., 
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2006; Veras et al., 2003; Zell et al., 2008) e em manipuladores (Udo et al., 

1999). A divergência existente acerca da enterotoxigenicidade dos ECoN e sua 

capacidade de causar intoxicação alimentar e/ou outras doenças associadas 

apontam para a necessidade de mais estudos utilizando técnicas de confiança 

que possam confirmar a capacidade da produção de toxinas por estafilococos. 

Alguns estudos têm demonstrado que algumas espécies ECoN possuem os 

genes para SE e podem produzir a toxina funcional (Omori & Kato, 1959; 

Lachica et al., 1969; Breckinridge & Bergdoll, 1971; Lotter & Genigeorgis, 1975; 

Danielsson & Heliberg, 1977; Hoover et al., 1983; Becker et al., 2001a; Blaiotta 

et al., 2004a).  

Neste estudo a prevalência de ECoN positivos para genes de 

enterotoxinas entre os isolados de morcilhas foi de  81,81 % (27/33). Entre os 

genes, o mais prevalente foi sea com 83,33 % (10/12), seb com 81,81 % (9/11) 

seguido de sec com 87,5 % (7/8). As prevalências encontradas para este grupo 

estão de acordo com outros trabalhos. Cunha et al. (2006) ao investigar a 

presença de genes enterotoxigênicos em ECoN  isolados de alimentos 

encontraram 10 % de amostras positivas, das quais 75 % foram para o gene 

sea e 25 % para o gene sec. Valle et al. (1990) investigaram  a presença de 

estafilococos enterotoxigênicos em amostras de pele, mucosa nasal e leite de 

133 cabras sadias e detectaram 22 % de ECoN produtores de enterotoxinas, 

obtendo a seguinte prevalência SEC (67.9 %), SEE (9.9 %), SEA (7.1 %) e 

SEB (3.6 %). Veras et al. (2003) também analisaram  7 isolados ECoN (S. 

saprophyticus, S. epidermidis e S. cohnii) e detectaram  a produção de SE em 

71,43 %  (5/7)  encontrando a presença SEA e SEC. Zell et al., (2008) 
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analisaram o potencial enterotoxigênico de culturas starter e encontraram 22,22 

% de S. carnosus (2/9) positivo para os genes sea e see e 50,0 % de S. 

equorum (5/10) positivo para sed. Uma das principais vantagens das culturas 

starter no processamento de alimentos é que a fermentação e o processo de 

maturação podem ser realizados em condições controladas. Estes estudos 

mostraram que as linhagens utilizadas na produção de alimentos, encontradas 

em grande quantidade em fermentados, não devem ser consideradas seguras, 

devendo ser analisadas em relação ao seu potencial toxigênico para evitar 

efeitos negativos sobre a saúde dos consumidores. Ao investigar 

manipuladores de alimentos em restaurantes, Udo et al. (1999) também 

encontraram 14,1 % das amostras de ECoN produtoras de enterotoxinas e, 

entre as espécies, S. saprophyticus e S. schleiferi foram positivas para SEA e 

SEB, levantando a importante questão da contaminação cruzada.  

A enterotoxigenicidade dos ECoN tem sido descrita por vários 

autores e questionada por outros (Becker et al., 2001b), mas poucos estudos 

têm sido realizados para determinar a capacidade enterotoxigênica dos ECoN 

em alimentos. Apesar deste grupo ser muitas vezes considerado apenas 

contaminante em alimentos, deve ser dada a estes microrganismos uma 

importância maior, porque além de serem importante  patógenos nosocomiais, 

apresentam também um potencial toxigênico. 

Os dados aqui apresentados para estafilococos enterotoxigênicos 

acordam com observações anteriores de que SEA, SEB e SEC são os mais 

prevalentes entre as toxinas identificadas. SED e SEE são produzidos com 

menor frequência em isolados de surtos (Iandolo, 1989; Omoe et al., 2002). As 
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SEs mais frequentemente implicadas em surtos são SEA e SEB (Jett et al., 

2001). Estas toxinas são conhecidas por ocuparem o mesmo locus 

cromossômico, o que pode justificar o porquê destas enterotoxinas serem 

geralmente encontradas juntas em surtos de intoxicação alimentar (Shafer et 

al., 1978a; Shafer et al., 1978b). 

 



 

 

6 – CONCLUSÕES 

 

Este estudo mostrou que a microbiota predominante de estafilococos 

manitol positivos isolados de morcilhas artesanais consiste de espécies do 

grupo ECoN, das quais S. saprophyticus e S. carnosus foram as mais 

prevalentes.  

Todos os isolados estudados foram sensíveis à vancomicina. O perfil 

de resistência foi mais frequente para as drogas eritromicina e tetraciclina, bem 

como a espécie S. saprophyticus.  

Ao relacionar presença do gene coa com atividade de sua enzima 

encontrou-se isolados com genótipo positivo sem atividade enzimática, 

sugerindo que a presença do gene da coagulase não é necessariamente 

associada à sua expressão. 

Foi possível constatar a presença do polimorfismo entre os isolados 

que apresentaram o gene da coagulase e o padrão de restrição do gene com a 

enzima AluI não pode ser usado para a identificação de isolados ou um 

agrupamento de isolados por fonte de amostra. 

A técnica de PCR detectou a presença dos genes sea, seb, sec, sed 

e see nos isolados e uma porcentagem dos isolados demonstrou ser 

potencialmente patogênica devido à presença destes genes. Uma elevada 
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prevalência de SE foram identificadas em amostras pertencentes ao grupo 

ECoN. 

A técnica de multiplex mostrou ser uma ferramenta adequada para 

identificar a presença dos genes se, pois permitiu amplificar um total de 3 

genes em uma só reação. 

 



 

 

7 - PERSPECTIVAS 

 

Avaliar o pefil de restrição enzimática do gene coa com outras enzimas 

de restrição para verificar se é possível encontrar um padrão homogêneo entre 

as espécies.  

 

Avaliar a expressão dos genes de enterotoxinas através da técnica de 

PCR quantitativo e assim, avaliar se os isolados enterotoxigênicos do grupo 

ECoN podem ser considerados patógenos alimentares. 

 

Levar as informações obtidas neste estudo às autoridades sanitárias 

para que sejam reavaliados os padrões de legislação para alimentos vigente no 

Brasil que, por sua vez, considera potencialmente patogênico apenas o grupo 

dos estafilococos coagulase positivos. 
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