Andréia Kelly Roberto Santos

COMPARACAO ENTRE OS MEIOS DE CULTURA BAIRD-PARKER, BAIRD-
PARKER — RPF E PETRIFILM™ STAPH EXPRESS NA DETECCAO DE
Staphylococcus COAGULASE POSITIVO EM LEITE CRU NATURALMENTE
CONTAMINADO E EM LEITE ESTERILIZADO INOCULADO COM
CULTURAS ESPECIFICAS

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal de Minas
Gerais, Escola de Veterinaria, como requisito parcial para
obten¢do do grau de Mestre em Ciéncia Animal.

Area de concentragio: Tecnologia e Inspegdo de Produtos
de Origem Animal

Orientadora: Profa. Ménica Oliveira Leite
Co-orientador: Prof. Leorges Moraes da Fonseca

Belo Horizonte
Escola de Veterinaria da UFMG
2008



S237c¢ Santos, Andréia Kelly Roberto, 1982-

Comparacao entre os meios de cultura Baird-Parker, Baird-Parker — RPF e
PetrifilmTM Staph Express na detec¢ao de Staphylococcus coagulase positivo em
leite cru naturalmente contaminado e em leite esterilizado inoculado com culturas
especificas / Andréia Kelly Roberto Santos. — 2008.

53p.:il.

Orientadora: Monica Oliveira Leite

Co-orientador: Leorges Moraes da Fonseca

Dissertacao (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de
Veterinaria

Inclui bibliografia

1. Leite — Analise — Teses. 2. Leite — Bacteriologia — Tese. 4. Staphylococcus

— Teses.
I. Leite, Monica Oliveira. II. Fonseca, Leorges Moraes da. III. Universidade

Federal de Minas Gerais, Escola de Veterinaria. II1. Titulo.

CDD - 637




Dissertacdo defendida e aprovada em 17 de margo de 2008, pela comissdo constituida
por:

Profa. Monica Oliveira Leite
Orientadora

Dr. Luiz Simeao do Carmo

Prof. Marcelo Resende de Souza






AGRADECIMENTOS
Aos meus pais pelo amor, atencao e apoio concedidos durante toda a minha vida.

A minha orientadora, Professora Moénica O. Leite, uma importante companheira na
conducdo do mestrado, especialmente nos momentos mais criticos.

Ao Professor Leorges M. da Fonseca, por me conceder a oportunidade de cursar o
mestrado ao me oferecer seu protetorado e confianga.

Ao Doutor Luiz S. do Carmo e ao doutorando Fernando Zocche pela concessdo das
amostras puras de Staphylococcus para a realiza¢ao do experimento.

Aos meus amigos e colegas de mestrado Déborah, Eduardo Lara, Jinia, Pedro, Roane,
Simone, Tadeu e Ticiano, por todas as conversas de corredor; ajudas no preparo de
material; caronas; enfim, por tornarem esta etapa ainda mais agradavel.

Aos meus demais amigos, Alice, Cintia, Denise, Fatinha, Flavia, Gaby, Guilherme,
Luciana, Paula, Rodolfo e Sheila, pelos momentos de descontragdo e diversao.

Ao Lucas, por toda dedicacdo, paciéncia e amor durante os dois anos de mestrado.

Aos Professores Claudia, Marcelo e Monica Pinho, que ndo sdo apenas professores, mas
verdadeiros amigos, por todo o auxilio prestado durante minha permanéncia no
Departamento.

Aos meus amigos e veteranos de mestrado Clarice, Eduardo Bastianetto, Guilherme
Lanna, Joana, Moisa, Regina e Valente, por todas as dicas, conversas e auxilio, dentro e
fora da Escola de Veterinaria.

Aos funcionérios do Departamento de Tecnologia e Inspecdo de Produtos de Origem
Animal (DTIPOA), em especial a Maura e ao Miltinho, pela prontidao e boa vontade
para me ajudar sempre que precisava.

A Professora Angela, ao Danilo e ao Professor Miguel por toda atengio e pela ajuda
com as analises estatisticas deste trabalho.

Aos demais professores do DTIPOA pelo conhecimento compartilhado e atencao
dispensada as minhas dtvidas.

A todos aqueles que de alguma maneira estiveram envolvidos com o projeto, os meus
sinceros agradecimentos.






“Somos o que repetitivamente fazemos,
portanto a exceléncia ndo é um feito, mas um habito.”
Aristoteles



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS

RESUMO

ABSTRACT

1. INTRODUCAO

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Toxinfeccoes alimentares

2.2. O gENEro StAPHYIOCOCCUS. ouvevvsieseerossarescssiosasossssessssse

2.2.1. Caracteristicas do género Staphylococcus e seu envolvimento em surtos ................
2.2.2. ProdUuGAO de tOXINAS .....uvveiieeirrieeeiiieeeeeteeeeeeiteeeeeeareeeeeaeeeeeeaaeeeeeiaaeeeeeaaeeeeeareeeeennes
2.2.3. StAPRYIOCOCCUS QUIFCUS ............oecveeeeieeiee ettt
2.2.4. Staphylococcus IREETMEAIUS .............c.ooceevieiiiiieeie ettt
2.2.5. StAphyloCOCCUS RYTICUS ........cc.eeieiiieieeee ettt

2.3. Meios de cultura para enumeracio de Staphylococcus spp.

2.3.1. AAr BAIrd-Parker ..........o.ovuovieeeieeeeeee oo
2.3.2. Agar Baird-Parker — RPF .......c.cccooooiiiiiiiieieecece ettt
2.3.3. Petrifilm™ Staph EXPIESS ........cooviviveevieeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseses s seenesseens

3.MATERIAL E METODOS...cooveueurererrssesssssssnne

3.1. Amostragem de leite cru

3.2. Culturas puras

3.2.1. Curvas de CTESCIMENLO ......ueeveereerieeriieriresreereereeseesseesseesseesssesssessseesseesseessessssessaens
3.2.2. Preparo d0 LEIEE ......eccvieriieiieeiieeiieeie ettt ettt et ettt st sttt en
3.2.3. Inoculag@o das culturas em leite.........cc.eeieeiiiiiiiiiiie e e
3.2.4. Preparo das dilUIGOES. ......ccvvervierreriierieiieiteteerieesteesttesereesreesbeesseeseessaessnessnesssessseans

3.3. Métodos de analise .......

3.3.1. Plaqueamento em agar Baird-Parker (BP)

3.3.2. Enriquecimento em caldo BHI............ccoveiiiiiiiiiiiicccccceeece e
3.3.3. Prova de COAGUIASE......ccceevuieeeieeiieeiieie ettt ertee st e stte st e e beebe e seesseessaesssesnseenseenseens
3.3.4. Plaqueamento em Petrifilm™ Staph EXpress (PSE) ........cccooveveerieeveeereeeeseeeeneens

3.3.5. Plaqueamento em agar Baird-Parker — RPF (RPF)

3.4. Analise estatistica

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Comparagao entre os meios de cultura Baird-Parker, Baird-Parker — RPF e

Petrifilm™ Staph Express na detec¢ao de Staphylococcus spp. em amostras de leite cru

4.2. Comparagdo entre os meios de cultura Baird-Parker, Baird-Parker — RPF e
Petrifilm™ Staph Express na deteccdo de Staphylococcus aureus, S. hyicus e S.

intermedius inoculados em leite reconstituido esterilizado.........ooveevvveeeeeiieeeeiiieeeeeeeeeeee

5. CONCLUSOES

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

7. ANEXO 1

10

11

11

13

14
14
16
16
17
18
19
20
21
22
23
25

27
27
27
27
28
28
28
29
29
29
29
29
30
30

31

31

38

44

44

53



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Caracterizagdo das espécies de Staphylococcus coagulase-positivo..................... 17
Tabela 2. Contagem de Staphylococcus spp. nos meios Petrifilm™ Staph Express (PSE),
Baird-Parker (BP) e Baird-Parker — RPF (RPF) .....cccccooviiiiiiiiiieeecee e, 31
Tabela 3. Contagem de coldnias de Staphylococcus spp. nos meios Petrifilm™ Staph
Express (PSE), Baird-Parker (BP) e Baird-Parker — RPF (RPF) .........cccoenee.... 39
LISTA DE GRAFICOS
Grafico 1. Resultado do teste de coagulase das colonias DNase positivo, selecionadas das
placas de Petrifilm™ Staph EXPIESS .........cooviviveeeeeeeeeereeeeeeeeseeeeeseeeee s 33
Grafico 2. Resultado do teste de coagulase das colonias tipicas e atipicas crescidas em
AGAT BP oot 37
Grafico 3. Resultado do teste de coagulase das colonias tipicas em agar RPF ...................... 38
Grafico 4. Curva de crescimento de Staphylococcus intermedius................ccocveceveveveniennnnn. 39
Grafico 5. Curva de crescimento de Staphylococcus RYICUS ...........c..ccveeeeeieeiieciieiiiiiein, 39
Grafico 6. Curva de crescimento de Staphylococcus aureus ................ccccceeveeeveeeceiencneeann.. 40
Grafico 7. Percentual de coldnias, total e por espécie de Staphylococcus, associadas ao
halo réseo nas placas de Petrifilm™ Staph EXPIess ..........coccocoevvevereveeerseennnns 42
Grafico 8. Percentual de colonias tipicas total e por espécie de Staphylococcus
apresentando caracteristicas tipicas no agar Baird-Parker ...........c.ccccoveeevirennnnnnnn. 43
Grafico 9. Percentual de coldnias coagulase-positivo total e por espécie de
Staphylococcus apresentando caracteristicas tipicas no agar Baird-Parker —
RPF ...ttt ettt ettt et ete et eneenteeneetens 44
LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Colonias tipicas de Staphylococcus aureus em agar Baird-Parker ...................... 23
Colonias coagulase positivo e negativo de Staphylococcus intermedius em
Figura 2. agar Baird-Parker — RPF .........cccoooiiiiiiiicec e 24
Colonias DNase positivo de Staphylococcus hyicus em Petrifilm™ Staph
FAGUIA 3. EXPIESS .ooutiiiiiiiiieii ettt ettt ettt ettt e st e eate et e et e sbeesbeesanesnseenseens 26
Esquema de inoculagdo e plaqueamento de culturas puras de Staphylococcus
FIGUIA 4. SPP. cuvieeiieiieieeeieeete ettt ettt e et eet e eteesteeeteessseanseenseeseesssesnseanseenseenseesseesssesnsenns 28




LISTA DE ABREVIATURAS
DTA's Doengas Transmissiveis por Alimentos

MS Ministério da Saude

ANVISA  Agéncia de Vigilancia Sanitaria
RDC Resolugdo da Diretoria Colegiada
SE Enterotoxina estafilococica

TSST-1 Toxina 1 da Sindrome do Choque Toxico

UFC Unidades formadoras de coldnias

MAPA Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

IN Instru¢do Normativa

BP Agar Baird-Parker

RPF Agar Baird-Parker — RPF (rabbit plasma fibrinogen — fibrinogénio e plasma de
coelho)

PSE Petrifilm"™ Staph Express

DNase Desoxirribonuclease

AOAC Association of Official Analytical Chemistry

BHI Caldo Brain and Heart Infusion (infusdo de cérebro e coragao)

10



RESUMO

A metodologia de referéncia para a enumeragdo de Staphylococcus spp. recomenda o uso
do agar Baird-Parker. No entanto, outros meios diagnosticos, que fornecem resultados mais
rapidamente, como o agar Baird-Parker — RPF e o Petrifilm™ Staph Express Count Plate
(3M Microbiology Products, St. Paul, EUA), também estdo disponiveis no mercado. Assim,
este trabalho foi realizado com o objetivo de comparar a eficiéncia destes meios na
enumeragdo de Staphylococcus spp. em leite cru e em leite esterilizado inoculado com
culturas puras de Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus e Staphylococcus
intermedius em trés diferentes concentragdes (107, 10* e 10° UFC/mL), com seis repeti¢des
para cada tratamento. As contagens médias obtidas na enumeracao de Staphylococcus spp.
com o uso do PSE (2,50 Log;o UFC/mL) foram menores (p<0,05) que as encontradas nos
agares BP (4,12 Log;o UFC/mL) ¢ RPF (3,86 Log;o UFC/mL), sendo que as contagens
nesses meios foram iguais (p>0,05). As contagens médias no PSE das trés espécies de
Staphylococcus inoculadas em leite esterilizado foram diferentes (p<0,05) daquelas obtidas
com o agar BP, entretanto, foram semelhantes (p>0,05) nos adgares BP ¢ RPF. Dessa forma,
a substitui¢do do agar BP pelo 4gar RPF demonstra ser viavel, sem alteracdo da acurécia
dos resultados.

Palavras chave: leite cru, Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus
intermedius, 4gar Baird-Parker, 4gar Baird-Parker — RPF, Petrifilm"™ Staph Express

ABSTRACT

The reference methodology for Staphylococcus spp. enumeration recommends the use of
the Baird-Parker agar (BP). However, others culture media may produce results in a shorter
time, as Baird-Parker - RPF agar (bioMérieux, Marcy 1'Etoile, France) and the Petrifilm™
Staph Express Count Plate - PSE - (3M Microbiology Products, St. Paul, USA). Thus, this
work was carried out in order to compare the efficiency of the fore cited culture media for
the enumeration of Staphylococcus spp. in raw milk and sterilized milk. The latter was
inoculated with pure cultures of Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus, and
Staphylococcus intermedius in three different concentrations (107, 10%, and 10 CFU/mL)
with six repetitions for each treatment. Mean Staphylococcus spp. count obtained by PSE
(2.50 Log;po CFU/mL) was lower (p<0.05) from those obtained by BP (4.12 Log;o CFU/mL)
and RPF (3.86 Log;p UFC/mL) agars, being the latter two values considered similar
(p>0.05). The mean counts in PSE for the enumeration of the three Staphylococcus species
inoculated in sterilized milk were different (p<0.05) of those obtained in BP, however, they
were similar (p>0.05) in BP and RPF agars. Therefore, the replacement of the BP by the
RPF can be viable without altering the accuracy of the analysis.

Keywords: raw milk, Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus
intermedius, Baird-Parker agar, Baird-Parker - RPF, Petrifilm™ Staph Express
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1. INTRODUCAO

Doengas transmissiveis por alimentos so
afecgdes transmitidas pelos alimentos e
dgua, causadas pela  contaminacdo
microbiana destes, pela produgdo de toxinas
por estes microorganismos ou, ainda, pela
contaminacdo por substincias toxicas.
Existem mais de 250 tipos de doencgas
transmissiveis por alimentos descritos, como
botulismo, salmonelose, coélera, dentre
outros, os quais ocorrem em todo o mundo,
principalmente em paises em
desenvolvimento (Le Loir et al., 2003).
Apesar da alta prevaléncia, os casos destas
afecgdes sdo pouco relatados devido a
fatores como falta de conhecimento por
parte da populagdo, falhas dos sistemas de
inspecdo e saude e mudancas de habitos
alimentares.

Dos microorganismos causadores das
toxinfecgdes alimentares, as bactérias
pertencentes ao género Staphylococcus
possuem elevada relevancia, devido a sua
capacidade de sobrevivéncia no meio e a
producdo de inimeras toxinas, dentre elas as
enterotoxinas e a toxina- 1 da sindrome do
choque toxico. As espécies de
Staphylococcus sdo bem adaptadas aos
animais  homeotérmicos e  algumas
apresentam intima associagdo com OS
hospedeiros, como por exemplo, o
Staphylococcus  hyicus e suinos € o0
Staphylococcus intermedius e os cdes. No
entanto, outras espécies sdo amplamente
disseminadas, das quais se destaca o
Staphylococcus aureus, que € encontrado
desde o fundo do mar até nos animais
terrestres. No homem, esta espécie ¢
encontrada na maioria da populagdo,
presente nas narinas, pele e pélos, sendo
responsavel  por  diversas  doengas,
especialmente as toxinfecgOes alimentares
(Baird-Parker, 1990).

Devido as suas caracteristicas, o0s
Staphylococcus spp. exibem uma alta
capacidade de contaminagdo e producdo de

toxinas nos alimentos, expondo a populagio
consumidora ao risco de desenvolvimento de
uma toxinfeccdo alimentar. Por isso, as
legislagcdes mundiais que versam sobre os
pardmetros microbioldgicos de alimentos
preconizam a pesquisa de estafilococos
coagulase-positivo, pois esta enzima
apresenta correlagio com a produgdo de
toxinas. Contudo, ja foi demonstrada por
diversos pesquisadores a producdo destes
metabolitos  por  espécies  coagulase-
negativo.

Para pesquisa de Staphylococcus spp.
existem diversos meios de cultura, cada um
com suas particularidades, desenvolvidos
por diversos pesquisadores. Entretanto, a
metodologia mais utilizada pelos
laboratorios emprega o agar Baird-Parker,
meio desenvolvido por um pesquisador de
mesmo nome e que permite a recuperacgdo de
células injuriadas. Ao longo do tempo,
foram desenvolvidos outros métodos que
tomam como base o agar Baird-Parker,
visando melhorar a sensibilidade e
especificidade deste, bem como reduzir o
tempo requerido para analise. Destes meios,
o agar Baird-Parker com plasma de coelho
(Baird-Parker — RPF) e o Petrifilm"™ Staph
Express sdo adaptagdes do meio original que
possibilitam a realizagdo de analises de
alimentos de forma mais rapida, em
detrimento de suas caracteristicas especiais,
sendo reconhecidos como métodos oficiais
de analise pela Comunidade Européia e
pelos Estados Unidos da América.

Dessa forma, considerando a alta incidéncia
de toxinfec¢des promovidas pela ingestdo de
alimentos contaminados com
Staphylococcus spp. € enterotoxinas pré-
formadas no alimento, assim como a
necessidade do uso de métodos mais rapidos
necessarios para sua detecgdo, este trabalho
teve como objetivo comparar a eficiéncia
dos meios Baird-Parker, Baird-Parker — RPF
e Petrifilm™ Staph Express na enumeracio
de Staphylococcus spp. em leite cru e em
leite esterilizado, inoculado com culturas
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puras de Staphylococcus spp. em trés
concentracdes. A partir dos resultados
obtidos, sera possivel a adogdo de uma
metodologia mais rapida para deteccdo
destas espécies enterotoxigénicas em leite.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Toxinfeccoes alimentares

As toxinfeccdes alimentares sdo afeccoes
amplamente disseminadas pelo mundo e se
originam do consumo de alimentos ou agua
contaminados por microorganismos € por
suas toxinas pré-formadas, ou ainda por
substdncias quimicas toxicas, prions e
metais pesados. Dentre os fatores que
contribuem para a toxinfec¢do alimentar,
destacam-se as mudancas na producdo dos
alimentos e das caracteristicas demograficas
de certas regides; a existéncia de grupos
populacionais vulneraveis ou mais expostos;
as falhas nos sistemas de inspegdo,
conservagdo ¢ distribuicdo; a rapida
veiculagdo internacional de  produtos
industrializados ¢ a mudanga de habitos
alimentares, dentre outros (Carmo et al.,
2005).

Diversos géneros de microorganismos
podem causar estas toxinfecgdes, como por
exemplo:  Staphylococcus,  Salmonella,
Escherichia, Listeria, Bacillus, dentre outros
(Carmo e Bergdoll, 1990). No entanto, a
toxinfecgdo estafilococica ¢ um dos tipos
mais prevalentes no mundo, sendo
caracterizada por sintomas como vOmito,
diarréia e dores abdominais, os quais
aparecem entre uma e seis horas apos a
ingestdo dos alimentos (Pereira et al., 1996).
A duragdo ¢ curta, permanecendo por 24 a
48 horas, e a recuperacdo completa ocorre
usualmente em um a trés dias. A toxinfec¢ao
estafilocdcica é normalmente branda, auto-
imitante, com baixa taxa de mortalidade
(Holmberg e Blake, 1984). Manipulagdo em
mas condi¢cdes  higi€nico-sanitarias e
aquecimento do alimento em temperaturas
inadequadas favorecem o crescimento do
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microorganismo e a sintese de enterotoxinas
estafilococicas (Sena ef al., 1999).

Entre os alimentos que mais freqiientemente
apresentam-se envolvidos em surtos de
toxinfeccao alimentar, destacam-se as carnes

bovina e de frango, responsaveis
principalmente  pela  veiculagdo  de
Clostridium, Staphylococcus e

Enterobacteriacea (Johnston, 1990). Em
seguida, aparece a maionese caseira que,
quando fabricada com ovos contaminados,
atua como principal veiculador de
Salmonella (Perales e Garcia, 1990). O
queijo ocupa um lugar de destaque entre os
alimentos incriminados em surtos de
toxinfecgdo,  veiculando em  maior
freqiiéncia Staphylococcus (Sabioni et al.,
1994; Pinto et al., 1996). O leite merece
referéncia como responsavel por surtos de
gastroenterite devido a sua composicdo rica
em nutrientes e, por ser muitas vezes
consumido in natura, veiculando
principalmente  Staphylococcus e  suas
toxinas pré-formadas (Germano et al.,
1993). Dentre os alimentos comumente
associados com toxinfecgdo estafilocdcica
estdo a carne de bovino, suino e de frango,
assim como seus derivados (presunto,
salame e salsicha); saladas (presunto,
galinha e batata); produtos de confeitaria e
derivados de leite, principalmente o queijo
(Jay, 2005).

Um surto de toxinfecgdo estafilococica
ocorreu na cidade de Passos, Minas Gerais
(Brasil), envolvendo 42 pessoas, das quais
31 apresentaram vOmito, diarréia e nausea
apenas trinta minutos apo6s a refei¢do. Os
alimentos suspeitos foram panqueca de
frango, arroz, feijdo, molho de tomate e
pasta de grao-de-bico preparados no local.
Estafilococos  enterotoxigénicos  foram
isolados da panqueca de frango em
quantidade acima de 2,0 x 10* UFC/grama.
Na detecgao de enterotoxinas, foi constatado
que as amostras isoladas dos alimentos eram
produtoras das enterotoxinas (SE) A, B e D.
Além de amostras de alimentos, também



foram coletados swabs das narinas, garganta
e leito sub-ungueal de cinco manipuladores
de alimentos, dos quais quatro eram
portadores de  Staphylococcus — aureus
produtores de enterotoxinas A, B, C e D.
Além destas, um dos manipuladores também
era portador de cepas produtoras da toxina-1
da sindrome do choque toxico (TSST-1).
Estes resultados demonstram a importancia
dos manipuladores na veiculagdo de
patégenos (Carmo et al., 2003).

A incidéncia real das toxinfec¢des ¢é
desconhecida por diversas razdes, incluindo
respostas imprecisas das vitimas as
entrevistas realizadas pelos servigos de
saude; erros de diagnostico devido a
similaridade dos sintomas em relagdo a
outras doencas; coleta inadequada de
amostras para analise laboratorial e exames
laboratoriais improprios (Bennett, 1986,
citado por Newsome, 1988). Devido as
falhas ocorrentes nos servigos de vigilancia
epidemiologica e a falta de conscientizagéo
da populacdo frente as doencas veiculadas
por alimentos, apenas uma pequena
porcentagem do numero real de surtos de
toxinfecgoes alimentares sdo confirmados.
Os resultados encontrados por Wheeler et al.
(1999) ao realizarem um estudo para
estabelecimento da incidéncia e etiologia de
doengas intestinais infecciosas na Inglaterra,
mostram que estas afeccdes ocorrem em
uma a cada cinco pessoas por ano e, que
para cada caso notificado ao servigo
nacional de vigilancia, ha 1,4 resultado
laboratorial positivo, 6,2 casos com amostras
de fezes enviadas para investigagdo, 23
casos analisados por clinicos gerais e 136
casos de doentes na populagao.

Os principais locais de ocorréncia de surtos
sdo os domicilios. Dados do Ministério da
Satide mostram que, dos 3.737 surtos
notificados de 1999 a 2004, 48.5%
aconteceram em residéncias, seguidas de
restaurantes (18,8%) e escolas (11,6%)

(Carmo et al., 2005). Segundo Van Amson
et al. (2006), a auséncia de programas de
educacdo em seguranga alimentar dirigidos a
populagdo contribui para estas estatisticas,
pois a maioria dos consumidores desconhece
0s requisitos necessarios para a correta
manipulagdo e armazenamento de alimentos,
além de ndo possuirem informagdes sobre os
riscos e perigos associados aos alimentos
contaminados.

De acordo com Carmo et al. (2005), os
dados do Sistema de Informacdes
Hospitalares (SIH) do Ministério da Saude
mostram a ocorréncia de 3.410.048
internagdes por doengas transmitidas por
alimentos (DTA’s) de 1999 a 2004, com
média de 568.341 casos/ano, sendo que as
regides Norte e Nordeste detém as maiores
taxas de incidéncia. Os mesmos autores
citam também dados do Sistema de
Informagao sobre Mortalidade (SIM), que
demonstram a ocorréncia de 25.581 obitos
por DTA’s de 1999 a 2002, com média de
6.320 o6bitos/ano.

O levantamento do Sistema Unico de Saude
(SUS) revelou que o custo médio por
internacdo foi de R$ 471,59 e que
aconteceram 219 surtos no ano de 2000,
com 1.000 pessoas hospitalizadas e uma
estimativa de 8.663 doentes nesta data, no
Estado do Parana. Por sua vez, os dados do
Hospital de Clinicas de Curitiba (PR)
indicam que o internamento de pessoas
acometidas por toxinfeccdes alimentares
oferece um custo de R$ 1.870,00, quantia
que, quando multiplicada pelo numero de
pacientes hospitalizados, alcanga o valor de
R$ 1.870.000,00 gastos pelo governo
somente em internagdes devido as DTA's
(Van Amson et al., 2006). No Brasil, os
custos com os casos internados por DTA’s
de 1999 a 2004 chegaram a R$ 280 milhdes,
com média de R$ 46 milhdes por ano
(Carmo et al., 2005).
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2.2. O género Staphylococcus

2.2.1. Caracteristicas do
microorganismo e seu envolvimento
em surtos

O género Staphylococcus pertence a familia
Staphylococcaceae ¢ se  apresenta
morfologicamente como cocos Gram-
positivo, com 0,5 a 1,5 micrémetros de
diametro, podendo ocorrer como células
simples, aos pares ou em tétrades;
anaerobios facultativos, catalase-positivo,
imoveis e ndo esporulados (Kloss e
Schleifer, 1994). O género ¢ subdividido em
32 espécies e 15 subespécies. Os
estafilococos coagulase-positivo, segundo a
classificagdo proposta por Kloss (1990),
foram divididos em quatro espécies
principais: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus
hyicus e Staphylococcus delphini. Os
estafilococos  coagulase-negativo  foram
subdivididos em mais de dez espécies,
dentre elas: Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus ~ cohnii,  Staphylococcus
xylosus e Staphylococcus warneri (Carmo,
1997; Kloss, 1990). Algumas caracteristicas
das espécies coagulase-positivo  estdo
descritas na tabela 1.

As espécies do género Staphylococcus sao
meso6filos tipicos, apresentando temperatura
Otima para crescimento de 35°C, embora
possam crescer entre 10 e 45°C. A variagdo
de pH que permite crescimento do agente ¢
de 4,2 a 9,3, embora o pH 6timo esteja entre
70 e 7,5 (Kloss e Schleifer, 1994).
Staphylococcus spp. crescem bem em
alimentos com atividade de agua de 0,83,
valor bastante baixo para a maioria dos
microorganismos (Adams e Moss, 1997),
sendo a atividade de agua Otima para seu
crescimento e producdo de enterotoxinas de
0,99 (Bergdoll, 1990).

Amplamente disseminados no ambiente,
diversas espécies pertencentes ao género
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Staphylococcus estdo presentes na pele e
mucosas de mamiferos, sendo que a maioria
dos portadores encontra-se na condi¢do de
assintomaticos. Portanto, seres humanos e
outros animais podem veicular os
microorganismos para os alimentos, com
atengdo especial para o leite e seus
derivados, visto que varios fatores como uso
de ordenha manual, falhas na higiene dos
animais e equipamentos, bem como auséncia
de programas de controle de mastite, ainda
ocorrem em muitos rebanhos (Cardoso et
al.,1999). Outros fatores, como problemas
na higieniza¢do de equipamentos ¢ de maos
e antebragos de funcionarios, no controle do
bindmio tempo-temperatura nas industrias,
assim como a manuten¢do da cadeia do frio
desde a producdo até o consumo dos
alimentos e a producdo de derivados com
leite cru, também contribuem para a
contaminacdo  dos  produtos  lacteos
(Assumpgao et al., 2003).

As toxinfecgoes alimentares por
estafilococos sdo causadas,
predominantemente, pelas cepas coagulase-
positivo. O agente causador da intoxicacdo
ndo ¢ o microorganismo em si, mas a
enterotoxina liberada no alimento durante
seu desenvolvimento (Bergdoll, 1990). O S.
aureus € a espécie enterotoxigénica mais
comumente envolvida em casos de
toxinfeccdo alimentar, sendo usual encontrar
na indGstria apenas este grupo de
estafilococos coagulase-positivo. No
entanto, outras espécies de estafilococos,
como S. intermedius e S. hyicus, também sdo
produtoras de coagulase e t€ém potencial para
a producdo de enterotoxinas (Jablonski e
Bohach, 1997).



Tabela 1. Caracterizacao das espécies de Staphylococcus coagulase-positivo

Staphylococcus
Caracteristica aureus AUreus S3p- i tormedius hyicus delphini
anaerobius
Pigmento ® - - - -
Crescimento aerébio + @ + () +
Crescimento anaerobio + + +) +) )
Coagulase® + + + D +
Clumping Factor® + - D - -
TNase + + + + o
Hemolisinas® + + D - +
Catalase + =) + + +
Producéo de acetoina ® - - - -
Reducdo de nitrato + - + + +
Fermentagdo aerébica de manitol + + (D) O (+)
Fermentagdo anaerdbica de @ ) ) i )

manitol

Fonte: Adaptado de Kloss, 1990.

a: coagulase livre; b: coagulase ligada; c: agar sangue de carneiro
+:90% ou mais cepas positivo; — : nenhuma ou menos que 10% positivo; = : 90% ou mais cepas fracamente positivo

D: 11 a 89% positivo
(): reagdo retardada
O: caracteristicas chave

Embora a enumeracdo de estafilococos
coagulase-positivo em alimentos ndo seja
muito especifica, ela tem demonstrado ser
um indicador efetivo do grau de
contaminacdo com possiveis amostras
patogénicas, particularmente de fontes
humanas (Desmarchelier et al., 1999). A
Resolugdo RDC numero 12 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
legislacdo vigente que estabelece os padrdes
microbiologicos de alimentos (Brasil, 2001),
instituiu a pesquisa de estafilococos
coagulase-positivo em  substituigdo a
pesquisa de S. aureus em decorréncia do
risco a saude publica representado também
pelas demais espécies produtoras de toxinas.
Contudo, alguns estudos mostram a
producdo de toxinas por espécies coagulase-
negativo (Hoover et al., 1983; Bautista et
al., 1988; Carmo et al., 2002), o que incita a
possibilidade de mudangas na legislagdo
devido a ameaga representada por estes
microorganismos.

2.2.2. Producao de toxinas

Durante seu crescimento nos produtos de
origem animal, as amostras
enterotoxigénicas de Staphylococcus spp.
produzem as enterotoxinas (SE), um grupo
de proteinas de baixo peso molecular,
termoestaveis, pepsina-resistentes, similares
na composicdo e atividade Dbioldgica.
Entretanto, sdo identificadas como proteinas
distintas devido a diferenca  de
antigenicidade entre si (Casman et al,
1963). Foram identificadas, sorologica e
genotipicamente, diversas enterotoxinas
estafilococicas que sdao nomeadas como
SEA, SEB, SEC,, SEC,, SEC;, SED, SEE,
SEG, SEH (Park et al., 1996; Pereira et al.,
1996; Su e Wong, 1996), SEI, SEJ, SEK,
SEL, SEM, SEN e SEO (Jarraud et al.,
2001a,b; Orwin ef al., 2001; Carmo, 2008").
De acordo com Eley (1992), os tipos de

'Comunicagio pessoal
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toxinas freqlientemente envolvidos em
toxinfecgdes alimentares sdo a enterotoxina
estafilococica A (SEA), seguida da
enterotoxina SED. Estudos indicam que 100
a 200 ng de SEA podem produzir sintomas
de intoxicacao (Evenson et al., 1988).

Além da producdo de enterotoxinas,
algumas cepas S. aureus podem sintetizar
diversas exotoxinas, das quais se destaca a
toxina 1 da sindrome do choque toxico
(TSST-1). Esta toxina foi inicialmente
identificada como enterotoxina F (SEF)
(Bergdoll et al., 1981), mas foi renomeada
apos ser purificada, pois ndo apresentou as
caracteristicas tipicas das enterotoxinas, que
sdo induzir resposta emética em macacos
rhesus e possuir dois residuos de cisteina em
sua constituicdo (Bergdoll, 1997). Esta
toxina possui caracteristicas que lhe tornam
peculiar pois apresenta percentual elevado
de aminoacidos hidrofobicos, mas tem
excelente  solubilidade em agua; ¢
termoestavel, mantendo sua atividade
biologica mesmo apds ser fervida por uma
hora; e ¢é resistente a clivagem por tripsina
(Dinges et al., 2000). Dessa forma, ¢
classificada como um superantigeno e
estimula a produgdo de substancias
envolvidas diretamente na sindrome do
choque téxico (Bergdoll, 1997).

A producdo dessas toxinas representa um
risco potencial a satde publica, pois caso
aconteca a sua ingestdo juntamente com os
alimentos, podera ocorrer um quadro de
gastroenterite aguda. Uma populacdo de
pelo menos 5,0 x 10° células de S. aureus/g
de alimento, geralmente € necessaria para
que haja a producao de quantidade suficiente
de enterotoxina para causar intoxicagdo
(Park e Szabo, 1986; Newsome, 1988).
Entretanto, ja foi constatada por Carmo et al.
(2002) a produgdo de toxinas em contagens
de 2,4 x 10° UFC/mL, o que aumenta os
riscos de intoxicagdo  estafilococica,
demonstrando a constante necessidade de
implantacdo de boas praticas de fabricacao.

Asao et al. (2003) relataram um surto de
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intoxicagdo estafilococica ocorrido no ano
2000, no distrito de Kansai (Japao), onde
13.420 pessoas que costumavam consumir
produtos lacteos, incluindo leite semi-
desnatado e bebida lactea, elaborados por
uma fabrica localizada na cidade de Osaka,
foram acometidas. Dentre os produtos
lacteos, o principal ingrediente era leite em
p6 desnatado produzido em um laticinio em
Hokkaido, uma ilha ao norte do pais. A
enterotoxina estafilocécica A (SEA) foi
detectada no leite semi-desnatado em
quantidade inferior a 0,38 ng/mL e, no leite
em po desnatado em aproximadamente 3,7
ng/g. A ingestdo de SEA per capita foi
estimada em 20 — 100 ng. Segundo os
autores, assumindo que a producdo de SEA
se deu antes da pasteurizagdo, a mesma foi
submetida ao aquecimento, mas manteve as
atividades imunolodgica e bioldgica, embora
tenha sido parcialmente inativada.

2.2.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus pode ser destacado
dentre as bactérias passiveis de serem
encontradas no leite devido a sua ubiqiiidade
na natureza, sua elevada prevaléncia como
agente ctioldgico da mastite bovina e ao
baixo nivel socio-econdmico dos
ordenhadores, muitas vezes portadores
assintomaticos do  microorganismo €
possuidores de maus habitos de higiene
(Gomes e Gallo, 1995). Feridas infectadas,
lesbes e abscessos nas maos dos
manipuladores também podem ser fontes de
contaminagdo, assim como tosse € espirros
de individuos com infecgOes respiratorias.
De acordo com Bergdoll (1989), cerca de
um terco a metade das cepas de S. aureus
tem mostrado ser enterotoxigénico e,
aproximadamente, 30 — 50% dos humanos
sdo0 portadores deste microorganismo. Desse
modo, esta bactéria é usada como importante
indicador de higiene pessoal, sendo
conhecido o seu potencial para produgdo de
perigosas enterotoxinas (Edwards et al.,
2001).



S. aureus ocorre ainda na pele e couro dos
animais e pode contaminar os alimentos
originarios dos mesmos como resultado de
contaminacdo cruzada durante o abate
(Newsome, 1988), bem como antes ¢
durante a ordenha, uma vez que a
prevaléncia e a  relevancia  deste
microorganismo  como  causador  de
infec¢des intramamarias sdo bem conhecidas
(Jablonski e Bohach, 1997). Adesiyun et al.
(1998) conduziram um estudo para
determinar a prevaléncia de S. aureus em
amostras de leite de diferentes propriedades.
As contagens em amostras de leite de tanque
de refrigeragdo variaram de 5,9 x 10°a 1,2 x
10° UFC/mL e de 2,4 x 10° a 3,0 x 10
UFC/mL nas amostras individuais dos
animais. Das 105 cepas de S. aureus isoladas
das amostras de leite de tanque neste
trabalho, 45 (42,9%) eram
enterotoxigénicas, produzindo SEA, SEB,
SEC e SED separadamente ou em
combinacdo.

O melhor crescimento de S. aureus ocorre
sob condi¢des de aerobiose em presenca de
aminoacidos e vitaminas (Bergdoll, 1989). O
crescimento do microorganismo e a
producdo de enterotoxinas sdo eventos
dependentes de fatores como pH,
temperatura, condicdes de aerobiose,
atividade de agua (a,,) e presenca de outros
microorganismos, segundo Bergdoll (1990).
Este microorganismo tolera a presenca de
sal (NaCl) até 20%; no entanto, seu
crescimento pode ser reprimido na presenca
de outras bactérias competidoras no meio.
Quanto a resisténcia  térmica, sdo
microorganismos termolabeis, sendo
inativados em temperaturas superiores a
60°C por trés minutos (Bergdoll, 1989).

Em 1984, foi relatado por Merril et al. um
episodio de toxinfec¢do estafilococica
envolvendo 300 criancas dentre 850 que
participaram da procura por ovos de Pascoa,
escondidos no jardim de uma igreja de uma
cidade norte-americana. A contaminacdo dos
ovos de galinha cozidos com casca foi por S.

aureus enterotoxigénico produtor de SEB,
isolado de lesdes da pele do cozinheiro
responsavel pelo cozimento e tingimento dos
ovos. Sabioni et al. (1994) investigaram um
surto de toxinfeccdo alimentar em Ouro
Preto, MG, oriundo da ingestdo de queijo
Minas. Neste surto, 11 casos foram
relatados, dos quais trés tiveram de ser
hospitalizados. Os resultados das analises
microbiologicas revelaram um elevado nivel
de coliformes fecais, o que indica
contaminacdo de origem fecal, e a presenca
de S. aureus na ordem de 10* UFC/g, sendo
que uma populagio de 10° UFC/g em
alimentos 1implica em alto risco de
toxinfeccdo.

2.2.4. Staphylococcus intermedius

Ao contrario do S. aureus, estdo disponiveis
apenas escassas informagdes sobre a
produgao de enterotoxinas por
Staphylococcus  intermedius e  outros
estafilococos. Descrita em 1976 por Hajek,
esta espécie apresenta  caracteristicas
semelhantes aquelas do S. aureus e do S.
epidermidis, o que deu origem ao nome do
microorganismo (Hajek, 1976). Hoje ¢
reconhecida, essencialmente, como
componente normal da microbiota cutanea,
oral e nasal de cdes saudaveis, embora possa
ser um patéogeno invasivo. Segundo
Roberson et al. (1996), poucos estudos
mostram a prevaléncia deste
microorganismo como causador de mastite.
Ao avaliar a prevaléncia de S. hyicus ¢ S.
intermedius nas infecgdes intramamarias de
22 rebanhos leiteiros, o0s  autores
supracitados encontraram uma prevaléncia
de 02% (1/487) de S. intermedius,
concluindo que este ndo parece ser um
patogeno de importdncia nas infecgdes
intramamarias.

Em humanos, S. intermedius é raramente
isolado, no entanto ha relatos de infeccdes
invasivas em pacientes imunossuprimidos e
contaminacdo de feridas por esta bactéria
(Talan et al., 1989a). Na tentativa de isolar o
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microorganismo de pessoas que tinham
contato com caes, Talan et al. (1989b)
encontraram freqiiéncia de 0,7% (1/144),
indicando que o microorganismo ¢
realmente um patdégeno zoondtico, ao
contrario do S. aureus. Dessa maneira, cepas
enterotoxigénicas de S. intermedius podem
contaminar produtos alimenticios durante a
manipulagdo e processamento via contatos
animais-humanos (Almazan et al., 1987,
Becker et al., 2001).

Alguns estudos mostraram evidéncias de
producdo de exotoxinas, como a B-toxina e
enterotoxinas A ¢ C (Dziewanowska et al.,
1996), além de ® e &-hemolisinas, proteina
A e enzimas proteoliticas (Almazan et al.,
1987) por S. intermedius, revelando o
potencial enterotoxigénico desta espécie.
Becker et al. (2001) analisaram 292
amostras de S. intermedius, 281 oriundas de
diferentes espécies animais e 11 isoladas de
humanos, visando a identificagdo de genes
codificadores de enterotoxinas por meio da
técnica de PCR. Em 33 amostras, foi
detectado o gene para producdo de
enterotoxina C, sendo que a producao desta
substancia foi obtida in vitro em 30
amostras.

Em um estudo para pesquisar a
enterotoxigenicidade de S. intermedius
originarios de caes, Hirooka et al. (1988)
avaliaram 73 amostras de estafilococos
coagulase-positivo isolados de piodermatite
de cdes em Londrina (PR), classificando-as
conforme a espécie e analisando a produgdo
de enterotoxinas A — E. Houve producao de
enterotoxinas por 13 das 52 amostras
classificadas como S. intermedius e de
TSST-1 por trés amostras do
microorganismo, sendo uma em combinagdo
com SEA e SEC.

Khambaty et al. (1994) relataram o primeiro
surto de toxinfeccdo alimentar causado por
S. intermedius produtor de enterotoxina A
(SEA). Este surto, ocorrido em outubro de
1991, envolveu cerca de 256 casos em nove
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condados dos estados da Califérnia e
Nevada (EUA), tendo como fonte um creme
a base de manteiga. Os estafilococos foram
isolados de dez amostras dos produtos
incriminados e de cinco espécimes clinicas
obtidas dos pacientes. Os dados obtidos por
este trabalho mostraram uma significante
heterogeneidade, ndo apenas entre membros
de diferentes espécies de Staphylococcus,
mas também entre membros da mesma
espécie e até de mesmo tipo de enterotoxina.
Borelli ef al. (2006) ao investigar a presenca
de Staphylococcus durante a producdo do
queijo artesanal da Serra da Canastra (MG),
isolaram duas amostras de S. intermedius
produtoras de SEB e SEC, originarias do
leite e do fermento lactico natural, também
conhecido como pingo.

2.2.5. Staphylococcus hyicus

Inicialmente classificado como Micrococcus
hyicus por Sompolinsky (1953) ao ser
isolado da pele de suinos acometidos por
epidermite exudativa, este microorganismo
foi  posteriormente = nomeado  como
Staphylococcus hyicus por Devriese et al.
(1978). Esta espécie ¢ composta por duas
subespécies, hyicus e chromogenes, sendo
comumente encontrada na pele de suinos e
aves, bem como na microbiota de cabras,
vacas e ovelhas, além de ser isolado do
ubere destes animais com mastite clinica e
sub-clinica (Stamford et al., 2006). As cepas
pertencentes a subespécie hyicus sao
termonuclease positiva e apresentam um
perfil coagulase varidvel, uma vez que
possuem amostras coagulase positivo e
negativo, enquanto aquelas pertencentes a
outra  subespécie sdo coagulase e
termonuclease  negativos  (Devriese e
Derycke, 1979)

A prevaléncia de S. hyicus em rebanhos
leiteiros ndo ¢ conhecida, pois poucos
estudos avaliam a presenca deste patdogeno
nos animais. No estudo realizado para
determinar a prevaléncia de S. hyicus e S.
intermedius nas infecgdes intramamarias de



22 rebanhos leiteiros, Roberson et al. (1996)
encontraram uma prevaléncia de 17,7%
(86/487) de S. hyicus coagulase-positivo. De
46 animais, 10 obtiveram culturas positivas
consecutivas para a bactéria mais de uma
vez, levando a uma prevaléncia de 22%,
sendo que destes, quatro apresentaram
infeccdo durante toda a lactagdo. Estes dados
demonstram que a prevaléncia do
microorganismo como agente causal de
mastites € baixa; no entanto, o mesmo induz
a infecgdes cronicas de baixa gravidade.

Adesiyun et al. (1984) demonstraram a
producdo de outras enterotoxinas, que nao as
enterotoxinas estafilococicas A, B, C, D e E,
em um estudo no qual S. Ayicus originou
uma resposta emética em macacos. Esta
resposta também foi obtida por Hoover et al.
(1983) ao avaliar a enterotoxigenicidade de
amostras do microorganismo € o perigo por
ele representado quando presente em
alimentos. Pesquisando a
enterotoxigenicidade de 342 cepas de
estafilococos isoladas de diferentes partes do
corpo de cabras sadias, Valle et al. (1990)
encontraram duas cepas de S. Ayicus
coagulase-positivo produtoras de SEC.

A produgdo de SEA, SEB, SEC e SED ¢ de
TSST-1 pelo S. Ayicus também foi verificada
por Borelli ef al. (2006) em amostras de leite
e queijo artesanal. Analisando amostras de
leite cru estocado em tanques refrigeradores
de 80 propriedades em Minas Gerais,
Lamaita (2003) encontrou uma freqiiéncia
de 22,7% de S. hyicus, indicando a
possibilidade de ocorréncia de surtos de
toxinfec¢do causados por este patdgeno.

Considerando-se  as  caracteristicas e
patogenicidade das espécies de
Staphylococcus spp., € necessaria a adogao
de medidas que garantam a qualidade
higiénico-sanitaria dos alimentos,
principalmente do leite e seus derivados.
Para isso, se faz necessaria a identificacdo e
caracterizacdo genotipica de patdogenos
envolvidos em surtos, para melhor

desenvolvimento de pesquisas, gerando
bases para a realizacdo de medidas de
controle (Veras, 2004).

2.3. Meios de cultura para
enumeracio de Staphylococcus spp.

O método de referéncia (Cunniff, 1995) para
enumeracdo de S. aureus € a contagem em
placas contendo agar Baird-Parker, que
permite o isolamento ¢ a enumeragdo de
microorganismos injuriados sem a etapa de
enriquecimento ndo seletivo (Marshall,
1992), apresentando como desvantagem, o
fato de ndo ser totalmente seletivo,
caracteristica ja percebida por diversos
autores (Isigdi et al., 1989; Ollis et al., 1995;
De Buyser et al., 1998, Zangerl, 1999). Por
tal razdo, a detec¢do de S. aureus em
amostras de leite cru e derivados, que
estejam muito contaminadas por
microorganismos competidores, ¢ limitada
neste meio.

De acordo com a Instru¢do Normativa (IN)
62 (Brasil, 2003), a enumeragdo de
Staphylococcus spp. deve ser feita em agar
Baird-Parker, com realizagdo subseqiiente da
prova de coagulase e de testes
complementares. Utilizando-se esta
metodologia, sdo necessarios quatro dias de
analise para obtencdo dos resultados, visto
que a amostra permanece no Baird-Parker
por dois dias, um dia no caldo BHI e outro
no teste da coagulase. Em contrapartida, as
analises realizadas com uso de Baird-Parker
— RPF ou Petrifilm™ Staph Express
fornecem os resultados em 24 horas, o que
permite maior agilidade na adocdo de
medidas corretivas e preventivas, a fim de
evitar que alimentos contaminados sejam
consumidos pela populagdo.

O método de Numero Mais Provavel (NMP)
de S. aureus também ¢ reconhecido como
método oficial pela IN 62, o qual ¢ aplicado
em amostras de alimentos nas quais os
limites de aceitagdo determinados pela
legislagdo encontram-se abaixo de 100
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UFC/g ou mL. Este método baseia-se na
inoculagdo das diluicdes desejadas das
amostras sob teste em caldo telurito manitol
glicina segundo Giolitti e Cantoni (caldo
GC) , ou caldo soja triptona com sal 10%-
piruvato de sodio 1% (TSB-NP), com
posterior confirmagdo em agar Baird Parker
(Brasil, 2003).

2.3.1. Agar Baird-Parker

O agar Baird-Parker foi desenvolvido pelo
pesquisador A. C. Baird-Parker, a partir do
meio de Zebovitz, Evans ¢ Niven Jr. (1955),
composto basicamente por telurito e glicina.
O agar final, contendo gema de ovo, telurito
de potassio, glicina e piruvato foi,
inicialmente, chamado de ETPGA, o que
representava as letras iniciais dos nomes dos
principais agentes diagnosticos, seletivos e
estimuladores em lingua inglesa (Baird-
Parker, 1962). Com o tempo, foi consagrado
o nome agar Baird-Parker (BP), pelo qual o
meio ¢ conhecido hoje. Apesar da eficiéncia
deste meio na recuperagao de
microorganismos danificados pelos
processamentos de alimentos, o mesmo
apresentava a desvantagem de nao poder ser
estocado quando reconstituido, sendo
descartado se ndo utilizado em 24 — 48 horas
apés o preparo. Para compensar esta
desvantagem, Holbrook et al. (1969)
idealizaram uma versao estavel do meio pela
modificagdo do método de preparacdo, de
forma que o piruvato de sodio foi adicionado
as placas apenas no momento do uso, por
espalhamento na superficie do agar e secado
a 50°C, ou incorporado ao indculo e seco em
temperatura ambiente. As placas puderam
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ser estocadas por 28 dias a 4°C, sem perder a
seletividade e mantendo desempenho
comparavel a do meio BP original.

O agar BP possui propriedades de alto grau
de seletividade, uma reagdo diagndstica
caracteristica e a capacidade de regenerar
células injuriadas (Adams e Moss, 1997). De
acordo com Aiello e Mays (2001), na
composi¢do do meio, o telurito de potassio €
o cloreto de litio atuam como agentes
seletivos, inibindo o crescimento da
microbiota acompanhante, enquanto o
piruvato e a glicina atuam estimulando o
crescimento de S. aureus. A gema de ovo e o
piruvato sdo responsaveis pela regeneragao
de células injuriadas e a reducdo do telurito
pelo microorganismo confere as coldnias
caracteristicas uma  coloragdo  negra,
brilhante, rodeada por uma zona clara,
resultante da hidrolise da lipovitelina, a
proteina da gema de ovo. As coldnias
também apresentam, com freqiiéncia, uma
borda interna de cor branca, produzida pela
precipitacdo de acidos graxos (Adams e
Moss, 1997), como mostra a figura 1.

Em um estudo comparando os resultados do
agar BP e das placas de Petrifilm™
Contagem Rapida de S. aureus (PFRSA; 3M
Microbiology Products, St. Paul, EUA),
Schoeller e Ingham (2001) realizaram
inoculagdo experimental de duas
concentragdes deste microorganismo em
amostras de queijo Suico e mozzarella. Os

resultados  obtidos = mostraram  uma
equivaléncia entre os dois métodos
diagnosticos.



Figura 1. Colonias tipicas de Staphylococcus aureus em agar Baird-Parker.

2.3.2. Agar Baird-Parker — RPF

Outro meio recentemente desenvolvido para
a enumeragdo de Staphylococcus spp. é o
adgar Baird-Parker — RPF, que contém
plasma de coelho e fibrinogénio bovino,
permitindo a detecgdo da atividade da
coagulase, e um inibidor de tripsina, o qual
evita a fibrindlise total ou parcial dos halos
opacos formados em torno das colonias de
bactérias coagulase-positivo (Baird-Parker —
RPF, 2000). O 4&gar Baird-Parker com
plasma de coelho e fibrinogénio (RPF) foi
desenvolvido por Beckers et al. (1980;
citados por Beckers et al., 1984) como
tentativa de reduzir o tempo entre o
isolamento ¢ a confirmagdo da prova de
coagulase em tubos, por intermédio de uma
metodologia que combinasse 0s
procedimentos de enumeragao e
confirmacdo, embora as contagens de S.
aureus no agar BP (ETPGA) fossem
satisfatorias.

Para isso, os pesquisadores tomaram como
base o agar com plasma de suino (Pork

Plasma  Fibrinogen  Agar —  PPF)
desenvolvido por Devoyod et al. (1976), no
qual uma camada de solugdo contendo 0,9%
de agar e 20% de plasma de suino era
espalhada por sobre a placa apos a
inoculagdo e secagem da amostra na
superficie do meio BP, preparado sem
adicdo de gema de ovo. Entretanto, nem
todas as preparagdes de plasma suino
propiciavam a formagdo de halos de
coagulagdo, apresentando problemas com a
visibilidade dos halos de fibrina ao redor das
colonias (Beckers et al., 1984).

No 4agar RPF, o plasma de suino foi
substituido por plasma de coelho, visto que
0 primeiro ndo era comercializado e o
segundo era utilizado na prova de coagulase
em tubos, padronizada internacionalmente.
Em estudo comparando o 4gar RPF com o
agar PPF ¢ o meio BP na deteccdo de S.
aureus ~em  alimentos  naturalmente
contaminados, Beckers et al. (1984)
encontraram resultados semelhantes entre
RPF e PPF, enquanto na comparacdo com o
meio BP, os resultados do 4gar RPF foram
significativamente superiores.
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Contudo, Sawhney (1986) notou uma
variagdo na taxa de recuperacgdo de S. aureus
no meio RPF, além da inibi¢do de algumas
cepas pela concentracdo de telurito de
potassio de 0,01% m/v, a qual era utilizada
no preparo do agar Baird-Parker (BP). Para
contornar esta inconveniéncia, o autor
realizou experimentos comparando o
crescimento e seletividade do agar BP e
RPF, o qual continha diferentes
concentracdes de telurito de potassio. Os
resultados mostraram que a gema de ovo
presente no agar BP apresenta efeito protetor
contra o efeito inibitério do telurito e que o
RPF apresentou deteccdo de S. aureus
superior ao BP quando possuia uma
concentracdo de 0,0025% de telurito, além

de possuir capacidade inibitoria para S.
epidermidis e espécies de Proteus
equivalente a do outro meio. A partir disso,
a concentracdo de 0,0025% p/v de telurito
de potassio passou a ser utilizada na
produgao do agar RPF.

No agar RPF, as colonias apresentam as
mesmas  caracteristicas que  aquelas

demonstradas em agar BP, com excegdo do
halo claro, o qual ¢ substituido por uma area
opaca de precipitagdo, o que demonstra a
ocorréncia de reacdo positiva de coagulagdo
do plasma presente no meio, conforme
mostra a figura 2.

Figura 2. Colonias coagulase-positivo e negativo de Staphylococcus intermedius em agar Baird-

Parker — RPF.
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Objetivando  desenvolver um  método
econdmico e rapido para enumeragao de S.
aureus, Isigdi et al. (1989) compararam a
recuperagdo do microorganismo nos meios
BP, RPF, o agar Baird-Parker por Devriese
(BPD) e um método de plaqueamento que
combinava o meio BP sem emulsdo de gema
de ovo e telurito e 10% do suplemento
indicado por Devriese (1981). De acordo
com os resultados, houve um baixo
crescimento no RPF comparado aos demais
por razdes que os pesquisadores ndo
souberam explicar, mas apresentaram como
possiveis causas o método de plaqueamento
em espiral utilizado, a auséncia de gema de
ovo, a toxicidade do telurito de potassio
sobre as cepas de S. aureus, e a presenga de
colonias de alguns microorganismos
contaminantes que, crescendo proximas as
coldnias coagulase-positivo, podem digerir
parcialmente o halo de reagdo, conforme
informacdes da companhia fabricante do
meio usado no estudo.

De Buyser et al. (1998) realizaram uma
comparacdo do desempenho dos meios
Baird-Parker (BP) e Baird-Parker — RPF na
enumeracdo de estafilococos coagulase-
positivo em quatro tipos de queijos
produzidos com leite cru, naturalmente
contaminados. Analisando os resultados
encontrados, os autores recomendam o uso
do Baird-Parker — RPF nestes produtos, uma
vez que este meio prové resultados similares
ou mais precisos que o meio BP, além de
possibilitar leitura mais rapida e facil.

O European Commiittee for Standardisation
validou, em 2003, o agar RPF para a
enumeracdo de Staphylococcus coagulase-
positivo por meio de um estudo entre
diversos laboratorios de 16 paises europeus,
cujo objetivo era determinar a precisdo dos
métodos descritos nas normas EN ISO 6888-
1, que recomenda o uso do agar BP, ¢ EN
ISO 6888-2, a qual prescreve o uso do RPF
(De Buyser et al., 2003). Neste estudo, os
meios foram analisados frente a amostras de
queijo, carne e ovo em po, contaminados

artificialmente com amostras de S. aureus.
Os dados obtidos pelos laboratorios
demonstraram que ambos 0s meios possuem
boa precisdo no diagndstico, mas os autores
relatam uma melhor eficiéncia do RPF, o
que possibilitou a certificacdo  de
equivaléncia entre as duas partes da norma
EN ISO 6888 e instaurou o uso do RPF
como método oficial no territorio europeu.

2.3.3. Petrifilm" Staph Express

Outro método disponivel para enumeragio
de S. aureus é o Petrifilm™ Staph Express
Count Plate (3M Microbiology Products, St.
Paul, EUA), o qual consiste em um meio de
cultura pronto para uso, que contém um
agente geleificante soluvel em agua,
permitindo o crescimento de estafilococos e
a inibicdo da proliferacio das demais
bactérias. As placas possuem uma versao
cromogénica modificada do meio Baird-
Parker, que ¢ seletivo e diferencial para S.
aureus. O Petrifilm™ Staph Express possui,
ainda, um disco composto por azul de
toluidina e 4acido desoxirribonucléico
(DNA), usado para identificagdo de .
aureus quando ocorre crescimento de outras
bactérias. Para isso, o azul de toluidina reage
com a desoxirribonuclease (DNase), enzima
produzida pelos microorganismos DNase-
positivo, que causa degradagdo do DNA em
oligonucleotideos, formando halos roseos ao
redor da coldnia suspeita, o que pode ser
observado na figura 3. Deste grupo, os
microorganismos detectados na placa de
Petrifilm™ Staph Express sdo S. aureus, S.
hyicus e S. intermedius, o0s quais
correspondem a maioria dos estafilococos
coagulase-positivo.
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Silbernagel et al. (2003), realizaram um
estudo colaborativo entre doze laboratorios
norte-americanos com o objetivo de avaliar
a adogdo do Petrifilm"™ Staph Express como
método oficial de analise, através da
comparacdo deste com o Método Oficial
975.55 da Association of Official Analytical
Chemistry (AOAC) para enumeragao de S.
aureus em alimentos, o qual utiliza o meio
Baird-Parker.  Neste estudo, foram
analisados cinco alimentos lacteos, sendo os
mesmos leite cru, sorvete, iogurte, queijo e
soro em poO, contaminados artificialmente
com diferentes niveis de inoculagdo. Os
resultados obtidos nas analises feitas com
leite cru mostraram que ndo houve diferenca
estatisticamente  significativa entre  os
métodos nos niveis de inoculagdo. As
analises dos demais alimentos também
mostraram equivaléncia entre os métodos,
além dos analistas enaltecerem a facilidade e
velocidade de uso do Petrifilm™ Staph
Express, de forma que este método foi
oficializado pela AOAC.

O Petrifilm™ Staph Express também foi
validado em territério europeu através de um
estudo comparativo e interlaboratorial, no
qual o novo meio ¢ a norma EN ISO 6888,
a qual prevé o uso dos meios Baird-Parker e
Baird-Parker — RPF como métodos oficiais
para enumeragdo de Staphylococcus spp. em
alimentos, foram contrapostos. Neste estudo
foram utilizados diferentes produtos de
confeitaria, carneos, lacteos,  peixes
(seafood), vegetais e derivados de ovos,
sendo alguns contaminados artificialmente
com S. aureus, S. hyicus e S. intermedius. Os
resultados encontrados mostraram que o
método alternativo apresenta resultados
precisos e comparaveis aos dos demais
meios, permitindo a deteccdo de todas as
espécies de estafilococos coagulase-positivo.
Assim, o Petrifilm™ Staph Express foi
considerado método oficial para enumeragéo
de Staphylococcus coagulase-positivo em
alimentos através da norma ISO 16140
(AFNOR, 2007; 2008).

Figura 3. Colonias DNase positivo de Staphylococcus hyicus em Petrifilm™ Staph Express.
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Silva et al. (2005) realizaram quatro
experimentos com diferentes objetivos para
avaliar o uso do Petrifilm™ Staph Express
na deteccdo de mastites causadas por S.
aureus. Os resultados obtidos demonstraram
potencial uso do Petrifilm™ Staph Express
como ferramenta para diagnostico quando o
patégeno de interesse na avaliagdo do
rebanho for S. aureus. Segundo os autores, o
meio testado apresentou alta sensibilidade,
mas a especificidade variou de acordo com
os critérios de interpretacdo e nivel de
treinamento das pessoas que faziam a leitura
das placas, o que exige padronizagdo dos
critérios de interpretacdo para que oS
resultados alcangados sejam consistentes.
Além disso, os mesmos chamam atengdo
para a necessidade de confirmacdo dos testes
nos quais as zonas réseas se apresentam
claras, utilizando, para tal, os métodos
padrdio quando a situagdo exigir altas
especificidade e sensibilidade.

Tendo como base as informacgdes sobre a
incidéncia de Staphylococcus spp. como
causadores de mastite e o risco representado
pela producdo de toxinas, este experimento
visa comparar os resultados obtidos pelos
meios de cultura Baird-Parker, Baird-Parker
— RPF e Petrifilm™ Staph Express na
enumeracdo de Staphylococcus coagulase-
positivo em leite cru e na deteccdo de
estafilococos coagulase-positivo em
amostras de leite em pd reconstituido,
inoculado com amostras de S. aureus, S.
hyicus e S. intermedius em  trés
concentracdes, visando a adog¢do de uma
metodologia mais rapida para a deteccdo da
presenca deste género em leite.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Amostragem de leite cru

Foram analisadas trinta ¢ seis amostras de
leite cru, oriundas de tanques de refrigeragdo
de diferentes propriedades, coletadas em

frascos esterilizados. Apds o procedimento
de coleta, os frascos eram acondicionados
em caixa isotérmica contendo gelo
reciclavel, e transportados até o Laboratorio
de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Tecnologia e Inspecdo de
Produtos de Origem Animal, da Escola de
Veterinaria da UFMG, onde foram
realizadas as analises.

3.2. Culturas puras

A cepa de S. aureus utilizada foi a amostra
identificada como FRI-361 do Food
Research Institute, fornecida pelo Dr.
Merllin S. Bergdoll, enquanto as cepas de S.
hyicus e S. intermedius, codificadas como
Z11 e Z19, respectivamente, foram
gentilmente cedidas pelo doutorando
Fernando Zocche, do Laboratério de
Microbiologia de Alimentos da
Universidade Federal de Pelotas (RS). As
culturas foram mantidas congeladas a -20°C
em tubos tipo eppendorff, contendo 900 pL
de caldo Brain and Heart Infusion (BHI;
Difco, Sparks, EUA) e 100 pL de glicerol.

3.2.1. Curvas de crescimento

Foi realizada curva de crescimento em
duplicata  para  cada  espécie de
Staphylococcus  visando  estabelecer a
dindmica populacional das trés cepas
testadas. As culturas foram ativadas em
tubos com caldo BHI e incubadas em estufa
a 36 £ 1°C por 15 horas. Destes tubos foi
transferido 1 mL de cada cultura para um
frasco contendo 50 mL de caldo BHI, sendo
que apods a distribuigdo inicial do inoculo e
agitagdo do contetido, 1 mL foi retirado de
cada frasco para a realizagdo das diluigdes e
plaqueamento em agar Baird-Parker, ¢ os
frascos incubados em estufa a 36 + 1°C. A
cada duas horas, o procedimento para
plaqueamento das cepas bacterianas era
repetido até completar 24 horas de
incubagdo. A partir das médias das

27



contagens resultantes das curvas de
crescimento, foi estipulado o periodo de
incubacdo em caldo BHI para que a
populagdo de 10° células/mL,
aproximadamente, fosse atingida.

3.2.2. Preparo do leite

O leite em po6 desnatado (Difco, Sparks,
EUA) foi preparado de acordo com as
instru¢ées do fabricante e distribuido em
tubos de ensaio, em volume de 9 mL. Os
tubos foram acondicionados em cestos ¢
autoclavados a 121°C por 15 minutos, sendo
mantidos sob refrigeragdo até a sua
utilizacao.

3.2.3. Inoculacao das culturas em leite

As aliquotas congeladas das culturas eram
retiradas do freezer e ativadas em caldo
BHI, devidamente identificados com o nome
da bactéria e a data de inoculagdo, e
incubadas em estufa a 36 + 1°C, durante o
periodo determinado pelas curvas de
crescimento.

Apods o periodo de incubagdo, o tubo de
caldo BHI era retirado da estufa, agitado e 1
mL do contetdo transferido para um tubo de
ensaio contendo leite em pd reconstituido
estéril para reduzir a populagdo microbiana.
Foram realizadas dilui¢des seriadas do
inéculo em tubos de leite até o nivel de 10°
células/mL, tomando como referéncia a
curva de crescimento realizada para cada
microorganismo.

3.2.4. Preparo das dilui¢cdes

Os tubos com 10’ (alta concentragdo), 10*
(média  concentragdo) e 10> (baixa
concentra¢do) células/mL, tiveram 1 mL
retirado e transferido para um tubo com 9
mL de 4gua peptonada estéril para
realizacdo de  diluigdes seriadas e
plaqueamento em duplicata nos trés meios
de cultura, como mostra a figura 4. As
diluigdes utilizadas foram diferenciadas
entre os meios devido ao numero maximo de
contagem de colonias em cada placa, sendo
150 nas placas de Petrifilm™ e 200 naquelas
de BP ¢ RPF. De cada tratamento foram
realizadas 6 repetigoes.

Staphylococcus spp.

Baixa concentracao

Média concentracao

Alta concentracao

PSE| | BP | |RPF| |PSE| | BP

RPF| |PSE| | BP | |RPF

Figura 4. Esquema de inoculagdo e plaqueamento de culturas puras de Staphylococcus spp.
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3.3. Métodos de analise

Apos agitacdo das amostras por 25 vezes, foi
transferido 1 mL de leite cru para tubos de
ensaio contendo 9 mL de agua peptonada,
obtendo-se a dilui¢do 10™'. Foram preparadas
diluigdes seriadas até 107 para todas as
amostras e, entdo, procedeu-se o
plaqueamento com auxilio da alca de
Drigalsky nos meios Baird-Parker, Baird-
Parker — RPF e Petrifilm™ Staph Express.

3.3.1. Plaqueamento em agar Baird-
Parker (BP)

O agar Baird-Parker (Difco, Sparks, EUA)
foi preparado conforme as instrugdes do
fabricante e disposto em placas de Petri, em
volume de 10 — 15 mililitros. As placas
foram deixadas em repouso até a completa
solidificagdo do meio, quando foram
embaladas e estocadas em geladeira a 4°C.
Antes da realizagdo do plaqueamento, as
placas eram devidamente identificadas com
o numero da amostra, dilui¢do e data da
realizagdo da analise.

Sobre a superficie do agar Baird-Parker, foi
inoculado 0,1 mL de cada diluigdo preparada
e espalhado com o auxilio de uma alca de
Drigalsky até completa absor¢ao. As placas
foram mantidas em posicdo normal por
alguns minutos para assegurar absor¢do do
inoculo, sendo entdo incubadas invertidas a
36 £ 1°C, por 48 horas.

Apods o periodo de incubagdo, as placas
foram retiradas da estufa, seguindo-se a
contagem de colbnias tipicas e atipicas e
registro do resultado final. Col6nias tipicas e
atipicas das amostras de leite cru foram
selecionadas para realizacdo da prova de
coagulase em tubos.

3.3.2. Enriquecimento em caldo BHI

As colonias selecionadas nas placas de agar
BP foram transferidas para caldo BHI

(Difco, Sparks, EUA). Os tubos foram
incubados em estufa a 36 = 1°C por 24 horas
para posterior realizagdo da prova de
coagulase. Este mesmo procedimento foi
efetuado com as coldnias selecionadas nas
placas de Petrifilm™ Staph Express e agar
Baird-Parker — RPF para confirmagdo da
coagulase apds registro do resultado da
contagem.

3.3.3. Prova de coagulase

A partir do crescimento em caldo BHI,
foram transferidos 0,3 mL para tubos
estéreis contendo 0,3 mL de plasma de
coelho (Laborclin, Pinhais, PR), que foram
incubados a 36 + 1°C por 6 horas. A
presenca de coagulos foi verificada,
considerando os critérios presentes na
Instru¢do Normativa 62 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(Brasil, 2003). Quando a reagdo de
coagulacdo formou coagulos firmes e
organizados, a prova foi considerada
Staphylococcus coagulase-positivo,
enquanto a auséncia de  coagulos
caracterizou o resultado negativo para
presenga do microorganismo.

3.3.4. Plaqueamento em Petrifilm""
Staph Express (PSE)

As placas de Petrifilm™ Staph Express (3M
Microbiology Products, St. Paul, EUA)
foram retiradas da embalagem original e
devidamente identificadas com o niimero da
amostra, diluicdo e¢ data da realizagdo da
analise.

Para distribuicdo do indculo nas placas, o
filme superior foi levantado e adicionado 1
mL da dilui¢do correspondente no centro da
placa, seguindo o abaixamento do filme
sobre a amostra, evitando-se a formacao de
bolhas de ar. Imediatamente apo6s esta
operagdo, o difusor plano Petrifilm™ foi
colocado sobre o centro da placa e
pressionado levemente para espalhamento
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uniforme do indculo. Depois da retirada do
difusor, as placas foram deixadas em
repouso por alguns minutos para formagao
do gel e incubadas na posi¢ao horizontal, em
estufa a 36 + 1°C, por 24 horas.

Apds o periodo de incubagdo, as placas
foram retiradas da estufa, seguindo-se a
contagem de colonias. Quando apenas
coldnias vermelho-violetas eram
visualizadas, as mesmas eram classificadas
como S. aureus. Se houvesse presenca de
colonias de outras cores, fazia-se necessario
o uso do disco Petrifilm™ Staph Express.
Na andlise de culturas puras, o disco de
DNase foi utilizado em, pelo menos, uma
placa de cada dilui¢do analisada.

Para colocagdo do disco de DNase sobre a
superficie do agar, o filme superior da placa
foi levantado e o disco colocado na area
inoculada da placa, de forma que a aba
permanecesse fora deste local. O filme foi
abaixado e pressionado contra o disco para
assegurar o contato deste com o gel. As
placas foram incubadas a 36 = 1°C por 3
horas. Ao término do periodo de incubacdo,
foi observada a ocorréncia de reacgdes de
DNase, indicadas por areas rosadas
contendo ou ndo coldnias. Estas areas foram
contadas e o resultado registrado foi
associado ao S. aureus, mas pode indicar S.
hyicus ou S. intermedius, segundo o
fabricante. Apos este procedimento, colonias
das amostras de leite cru associadas ao halo
roseo, foram selecionadas e incubadas em
caldo BHI para posterior realizagdo do teste
de coagulase em tubos.

3.3.5. Plaqueamento em agar Baird-
Parker — RPF (RPF)

O agar Baird-Parker — RPF (bioMérieux,
Marcy ['Etoile, Franga) foi preparado de
acordo com as instrugdes do fabricante e
disposto em placas de Petri, em volume de
10 — 15 mililitros. As placas foram deixadas
em repouso até a solidificacdo do meio,
quando foram embaladas e estocadas em
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geladeira a 4°C. Antes da realizagdo do
plaqueamento, as placas eram devidamente
identificadas com o nUimero da amostra,
diluigdo e data da realizagdo da analise.

Sobre a superficie do agar Baird-Parker —
RPF contido nas placas de Petri, foi
espalhado 0,1 mL de cada diluigdo
preparada e espalhado com o auxilio de uma
alca de Drigalsky esterilizada até completa
absor¢do. As placas foram mantidas em
posicdo normal por alguns minutos para
assegurar absor¢do do indculo, sendo entdo
incubadas invertidas a 36 + 1°C, por 48
horas.

Apds o periodo de incubagdo, as placas
foram retiradas da estufa, seguindo-se a
contagem de coldnias tipicas e atipicas em
contador de colonias, observando-se a
presenca ou auséncia de halos brancos ao
redor das coldnias, caracteristica que confere
as amostras o resultado positivo ou negativo
a prova de coagulase, procedendo-se entdo o
registro do resultado final. Apods este
procedimento, colonias das amostras de leite
cru que apresentaram halos brancos foram
selecionadas e incubadas em caldo BHI para
posterior realizacdo do teste de coagulase
em tubos.

3.4. Analise estatistica

O delineamento utilizado na analise
estatistica de amostras de leite cru foi o de
blocos ao acaso, no qual as amostras
representavam os blocos e os tratamentos
eram compostos pelos meios. A comparagéo
das médias foi realizada pelo do teste t, com
nivel de significancia (p) de 0,05 (Sampaio,
2002).

Para a realizacdo do experimento com
inoculagdo de culturas puras em leite em po
reconstituido, foi usado o delineamento em
blocos casualizados, com arranjo em
parcelas  sub-subdivididas, onde cada
amostra (repeticdo) representou um bloco e
os tratamentos foram dispostos em arranjo



fatorial  3x3x3, sendo as parcelas
constituidas pelas trés espécies bacterianas;
as concentracdes foram as sub-parcelas e os
métodos foram considerados as sub-
subparcelas, com seis repeticdes. A
comparacdo das médias foi realizada
utilizando-se o teste de Tukey, com nivel de
significncia (p) de 0,05. Os resultados
originais de UFC foram transformados para
logaritmo na base 10 (L), de acordo com
Sampaio (2002).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Comparacio entre os meios de
cultura Baird-Parker, Baird-Parker —
RPF e Petrifilm™ Staph Express na
deteccao de Staphylococcus spp. em
amostras de leite cru

Os resultados obtidos pela analise de 31
amostras de leite cru nos trés meios de
cultura estdo representados na tabela 2.

Tabela 2. Contagem de Staphylococcus spp. nos meios Petrifilm™ Staph Express (PSE), Baird-

Parker (BP) e Baird-Parker — RPF (RPF)

Meios Contagem de UFC/mL (média =+ s) Log;y UFC/mL(média + 5)
PSE 6,55 x 10>+ 6,3 x 10° 2,50%+ 0,80

RPF 527x10°+1,7x 10° 3,86°+ 1,01

BP 9,14x 10*+2,6 x 10° 4,12°+1,05

Médias seguidas de letras iguais em uma mesma coluna indicam igualdade pelo teste t (p< 0,05).

Os resultados obtidos nas analises com o
agar BP, método de referéncia para
enumeracdo de  Staphylococcus  spp.,
demonstram uma contagem elevada destes
microorganismos nas amostras de leite
analisadas, variando de <1,0 x 10° a 1,3 x
10° UFC/mL. Com estes dados, pode-se
inferir que a incidéncia de Staphylococcus
spp. nos rebanhos originarios das amostras ¢
alta, o que decorre tanto da presenca de
infeccdes mamarias nos animais, quanto da
auséncia de praticas higiénico-sanitarias
pelos produtores. Dessa forma, as contagens
refletem os diversos sistemas de produgdo e
manejo existentes, nos quais sdo adotados
diferentes programas de controle de mastite
e de higienizagdo de ordenhadores, que
podem ser portadores do microorganismo,
além de deficiéncias na limpeza dos
equipamentos de ordenha.

Uma alta prevaléncia de Staphylococcus
spp. também foi encontrada por Lamaita
(2003) ao avaliar 80 amostras de leite cru
coletadas em diferentes propriedades
localizadas na Grande Belo Horizonte (MG),
nas quais encontrou crescimento desta
bactéria em 100% das amostras, com
contagens variando de 1,0 x 10°a 2,5 x 10’

UFC/mL. Brant e Figueiredo (1994)
avaliaram a prevaléncia de mastite em
quatro rebanhos pertencentes a Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
(EPAMIG), encontrando a ocorréncia de
57,17% de Staphylococcus sp. dentre os
microorganismos pesquisados.

A presenca deste patéogeno em tamanha
magnitude incorre em comprometimento da
qualidade do leite e da seguranca alimentar,
pois a contaminagdo elevada do leite cru
pode levar a contaminacdo dos produtos
derivados e producdo de toxinas. Carmo et
al. (2002) ao analisar amostras de leite cru e
queijos produzidos com leite cru envolvidos
em surtos de toxinfec¢do alimentar em
diferentes cidades de Minas Gerais,
encontraram a presenca de estafilococos
coagulase-negativo em contagens acima de
2,0 x 10* UFC/g com produgdo de SEC e
SED no leite cru. Nas amostras de queijos,
as contagens de estafilococos coagulase-
positivo variaram de 1,5 x 10° a 2,0 x 10®
UFC/g, sendo detectada a produgdo de SEA,
SEB e SEC.

Conforme os dados da tabela 2, foi
encontrada diferenca estatisticamente
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significante entre o Petrifilm"™ Staph
Express (PSE) e os outros meios. No PSE, a
contagem de UFC variou de <1,0 x 10°a 3,0
x 10° UFC/mL, a qual foi notavelmente
inferior as demais, que se encontraram entre
<1,0 x 10° ¢ 1,3 x 10° UFC/mL no agar BP,
e de <1,0 x 10° a 9,0 x 10° UFC/mL no &gar
RPF. Este fato talvez possa ser atribuido a
presenca de uma elevada carga microbiana
concomitante nas amostras que, embora nao
se desenvolva no meio em decorréncia da
acdo de substancias inibidoras, influenciaria
o crescimento de Staphylococcus spp.. Esta
possivel agdo dos demais microorganismos
presentes na amostra pode ser explicada pela
baixa seletividade do meio Baird-Parker em
amostras com alto grau de contaminagdo,
caracteristica ja percebida por diversos
autores (Isigdi et al., 1989; Ollis et al., 1995;
De Buyser ef al., 1998). Como o PSE ¢ um
meio de cultura a base de agar Baird-Parker
modificado, é possivel que as deficiéncias
do meio base tenham permanecido mesmo
apos as modificagdes realizadas na
formulacdo original e que dificuldades de
leitura ocorram quando as amostras estejam
contaminadas com altos niveis da microbiota
concomitante (AFNOR, 2007; 2008). De
acordo com Ingham et al. (2003), ¢
perceptivel que os agares BP ¢ o PSE ndo
possuem seletividade otima para S. aureus
na analise de alimentos crus de origem
animal.

Ao comparar a contagem de S. aureus de 12
amostras de leite cru nos meios PSE e BP,
Ingham et al. (2003) encontraram resultados
equivalentes entre os meios, sendo o
microorganismo detectado nas 12 amostras
pelo PSE, enquanto o BP revelou a presenca
do mesmo em apenas 9, levando os
pesquisadores & conclusdo de haver
similaridade entre os métodos. Neste estudo
as contagens variaram de 1,0 a 3,0 log
UFC/mL e as placas de PSE de todas as
amostras apresentaram crescimento da
microbiota concomitante, representado por
colonias de outras cores que nao vermelho-
violeta. Neste mesmo estudo, os autores
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aferiram o desempenho dos métodos na
enumeracdo de S. aureus em queijo
mozzarella artificialmente contaminado.
Contudo, os resultados encontrados no PSE
foram inferiores aos do BP nas analises
realizadas aos 28 e 42 dias apds a
inoculagdo, independentemente da presenca
de colonias da microbiota acompanhante;
porém esta diferenca nao foi elucidada pelos
pesquisadores. Portanto, estas
particularidades indicam que o meio ndo ¢
completamente seletivo e corroboram os
resultados  encontrados no  presente
experimento.

Resultado analogo ao deste trabalho foi
obtido por Ingham er al. (2004), que
confrontaram os meios BP ¢ PSE durante a
avaliacdo do crescimento de S. aureus em
presunto cozido por processo lento,
inoculado com uma mistura de trés cepas
deste microorganismo. As contagens obtidas
demonstraram que a recuperagdo de S.
aureus no agar BP foi ligeiramente maior
(p<0,05) que a obtida pelo PSE. Segundo os
autores, uma possivel explicacdo para este
resultado seria a incapacidade de células
injuriadas crescerem nas placas de PSE, o
que incorreria na menor recuperacdo do
microorganismo por este meio de cultura.

A similaridade entre os meios foi encontrada
também por Tassinari et al. (2005), durante
analise de 82 amostras de diferentes
alimentos, incluindo queijo, bolos, salsichas,
sanduiches e salgadinhos. Dentre estas, 77
apresentaram crescimento de Staphylococcus
nos dois métodos, das quais 62
demonstraram resultados equivalentes e o
nivel de concordancia entre ambos foi de
80,5%, o que para os autores foi considerado
um excelente nivel para um novo método.
Entre os resultados discordantes, 9 (11,7%)
amostras apresentaram contagens mais
elevadas de S. aureus coagulase-positivo no
PSE, enquanto 6 (7,8%) o fizeram utilizando
o BP.

As placas do meio Petrifilm™ Staph
Express sdo comercializadas acompanhadas



por um disco para a realizacdo do teste de
DNase. Este contém azul de toluidina para
facilitar a reacdo de desoxiribonuclease
(DNase), enzima que rompe as fitas do acido
nucléico e apresenta uma correlacdo com a
coagulase por ser produzida pelos
Staphylococcus spp. coagulase-positivo (Jay,
2005). Dessa forma, a DNase ja foi usada
como ferramenta diagnoéstica para a
identificacdo de cepas de S. aureus e
previsao de sua patogenicidade. Porém, as
provas da atividade desta enzima nao
refletem resultados fidedignos como a prova
de coagulase (Koneman et al., 1993). Este
disco deve ser usado, segundo o fabricante,
quando colonias de outras cores estiverem
presentes na placa, pois as colonias de S.
aureus podem assumir a coloragdo preta,
enquanto a coloragdo verde-azulada pertence
a colonias de outras bactérias (Petrifilm™...,
2004).

Das 46 colonias DNase positivo isoladas
para confirmagdo da produgdo de coagulase,
apenas 43,47% (20/46), como mostra o
grafico 1, resultaram em coagulos de niveis
3 e 4, os quais sdo considerados como
resultado positivo pela metodologia oficial
(Brasil, 2003). Silbernagel et al. (2003)
encontraram um resultado superior ao aqui
relatado pois, das 468 coldnias vermelho-
violeta ou associadas ao halo cor de rosa,
442 foram classificadas como coagulase-
positivo. Por estes dados podemos perceber
que, embora haja correlagdo entre as
enzimas DNase e coagulase, o mais indicado
¢ a realizagdo do teste de coagulase em
tubos pois esse ¢ um dos testes que classifica
0 microorganismo conforme os pardmetros
preconizados pela RDC 12 (Brasil, 2001)
para pesquisa microbiologica em alimentos.

B Coagulase +

O Coagulase -

Grafico 1. Resultado do teste de coagulase de 46 colonias de Staphylococcus spp. DNase
positivo, selecionadas das placas de Petrifilm™ Staph Express.
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Uma desvantagem observada no teste de
DNase do PSE, é a variabilidade da
interpretacdo por diferentes analistas. Isso se
deve a tonalidade da coloracdo résea que se
desenvolve ao redor das colonias a medida
que a reacdo ocorre, a qual varia desde o
rosa palido até um rosa intenso. Esta
variabilidade foi tomada como objetivo de
um dos experimentos realizados por Silva et
al. (2005) em uma avaliagdo do uso do
Petrifilm™ como ferramenta diagnostica
para mastite. Uma grande variacdo
individual foi encontrada entre as leituras
realizadas pelos voluntarios, o que
demonstra a necessidade de padronizagio
dos critérios de interpretacdo para que oS
resultados alcancados sejam reprodutiveis.

Como vantagens do PSE, podem ser citadas
a simplicidade da metodologia de analise, na
qual poucos materiais sdo mobilizados; a
rapidez na leitura de resultados e,
principalmente, a auséncia de desperdicios
de meio, pois somente 0 numero necessario
de placas ¢ retirado das embalagens, sendo o
restante congelado para posterior utilizagao,
mantendo o prazo de validade original
enquanto se encontrar nesta condigdo. O
PSE também apresenta a conveniéncia de
apresentar-se pronto para o uso, sendo
necessario apenas esperar que atinja a
temperatura ambiente ao retira-lo da
embalagem, sem precisar de qualquer
preparo prévio a analise, o que favorece a
utilizacdo deste meio por laboratérios com
infra-estrutura basica. Além destas, para
armazenamento e congelamento das placas o
espaco requerido é menor que o utilizado
para placas de Petri usadas nas demais
metodologias.

Uma inconveniéncia observada na placa de
PSE ¢ o fato desta possuir uma area menor
do que a de uma placa de Petri, o que
implica em um menor limite de contagem de
contagem de colonias, sendo este de 15 a
150, segundo as recomendagdes do
fabricante (Petrifilm™..., 2004), enquanto o
limite preconizado pela IN 62 (Brasil, 2003)

34

¢ estabelecido entre 20 e 200 colonias na
metodologia convencional. Dessa maneira, €
necessaria a realizacdo de dilui¢des seriadas
mais elevadas para analise de amostras com
maior nivel de contaminacdo, levando ao
aumento do tempo e do numero de tubos de
diluente gastos para a execugdo da analise.

Dentre as instrucdes de uso do PSE estd a
indicagdo de que, se apenas colOnias
vermelho-violeta estiverem presentes na
placa, estas devem ser contadas como S.
aureus, estando o teste concluido por ndo
haver necessidade do uso do disco
Petrifilm™  Staph Express. Como a
legislagdo vigente (Brasil, 2001) prevé a
pesquisa de Staphylococcus coagulase-
positivo, a utilizacdo do disco de DNase
presume a presenca destas cepas na amostra.
Portanto, se o disco ndo ¢é aplicado a placa
sob analise, ndo se pode classificar o
microorganismo tendo como base apenas a
coloragdo das coldnias, uma vez que outros
estafilococos coagulase-positivo também
podem se apresentar sob essa cor, além de
ndo ser obtida sua qualificagdo quanto a
produgdo das enzimas pesquisadas. Assim
sendo, a confirmagdo da identidade dos
microorganismos € necessaria para obtengao
de resultados mais precisos para a analise.
Esta opinido ¢ compartilhada por Silva et al.
(2005), que confirmaram a presenca de S.
aureus em apenas 8 das 35 placas de PSE
que continham somente colOnias tipicas
deste microorganismo.

Outro questionamento sobrevindo acerca do
PSE esta relacionado a indicagdo presente
nas instrugdes de uso do PSE a respeito da
contagem de coldnias que crescem na
barreira de espuma da placa que, de acordo
com as recomendacdes do fabricante, nao
devem ser contadas por ndo estarem sob
acdo dos agentes seletivos presentes no
meio. No entanto, ndo ¢é especificado se
estas colonias sdo apenas aquelas que
crescem completamente por sobre a barreira,
ou se as colonias que possuem uma borda
junto a espuma também ndo devem ser



contadas. Esta pequena diferenciacdo no
procedimento de contagem pode causar uma
subestimacdo na enumeracgdo, prejudicando
o julgamento final da analise.

No agar Baird-Parker com RPF (RPF), a
contagem de Staphylococcus spp. encontrou-
se entre <1,0 x 10° ¢ 9,0 x 10° UFC/mL,
resultados semelhantes aos obtidos com o
BP, que obteve contagens entre <1,0 x 10° ¢
1,3 x 10° UFC/mL, indicando haver
equivaléncia entre as contagens deste
microorganismo quando dois meios sdo
comparados entre si. Esta inferéncia ¢
compartilhada por diversos pesquisadores
(Ollis et al., 1995; Reynaud et al., 1997; De
Buyser et al., 1998; Zangerl, 1999) que
realizaram estudos contrapondo estes meios
de cultura. No entanto, as contagens de UFC
foram mais elevadas no BP em quase todas
as amostras, o que pode ser imputado ao
desenvolvimento  de  bactérias  nlo-
Staphylococcus decorrente da seletividade
insuficiente deste meio.

Segundo  Zangerl (1999), a  baixa
seletividade do BP frente as amostras com
alta carga microbiana pode ser explicada
pela influéncia das peptonas presentes no
meio sobre a inibi¢do promovida pelo
cloreto de litio. Com 1isso, torna-se
necessario testar os meios de cultura
disponiveis no mercado antes de sua
utilizacdo devido a variabilidade encontrada
pelo autor na analise do meio base de dois
fabricantes comparados sem adi¢do dos
suplementos, ou seja, a gema de ovo no agar
BP e o plasma de coelho no agar RPF.

A igualdade entre os meios BP e RPF foi
primeiramente observada por Beckers et al.
(1984), que desenvolveram o método. Ao
comparar o RPF ao BP e ao agar com
plasma suino (PPF) na analise de diversos
alimentos, dentre eles leite cru e queijos
produzidos com leite cru, os mesmos nao
encontraram  diferenga  estatisticamente
significativa entre os resultados. A partir dos
resultados de todas as analises, os autores

consideraram a eficiéncia do RPF
semelhante a do BP e o apontaram como um
meio adequado para a enumeracdo de S.
aureus em alimentos.

Em 1995, Ollis et al. avaliaram o BP e o
RPF na deteccdo de S. aureus em amostras
de leite de tanque, oriundas de 58 rebanhos
positivos e 19 negativos para esta bactéria.
Os resultados dos dois meios foram
similares em 74 das 77 culturas, sendo que a
positividade de 52 e 55 rebanhos foi
confirmada pelo RPF e BP, respectivamente.
Para o RPF a sensibilidade foi de 89,7% ¢ a
especificidade de 100%; para o BP, estes
valores foram de 94,8% para o primeiro
parametro ¢ 100% para o segundo. Apesar
da equivaléncia encontrada, os autores
preferiram o uso do RPF por este apresentar
uma melhor eficiéncia na diferenciagido entre
as colonias devido ao halo de coagulase, o
que reduz o tempo para verificagdo da
colonia.

Reynaud et al. (1997) também notaram um
maior desenvolvimento da microbiota
acompanhante no BP ao confronta-lo ao
RPF na enumeragdo de Staphylococcus
coagulase-positivo  (SCP) em queijos
produzidos com leite cru e/ou tratado
termicamente. De 217 amostras submetidas
as andlises, 177 apresentaram contagens de
SCP comparaveis nos dois meios. Contudo,
em 19 amostras a presenga de microbiota
acompanhante impossibilitou a enumeragao
no BP, mas ndo exerceu influéncia no
resultado do RPF. Assim, este meio também
foi considerado pelos pesquisadores mais
indicado para a realizagdo de andlises de
produtos que ndo passaram por tratamento
térmico, enquanto o BP deve ser preferido
para aqueles que passarem por este
tratamento.

Igualmente aos demais, De Buyser et al.
(1998) encontraram similaridade entre estes
meios de cultura ao coteja-los na
enumeracdo de estafilococos coagulase-
positivo presentes em quatro tipos de queijo
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de leite cru naturalmente contaminados. Das
77 amostras analisadas, 20 ndo foram
consideradas na andlise estatistica por
apresentarem diversos problemas de leitura
nos dois métodos. Nas 57 amostras
restantes, ndao foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre os meios
para nenhum tipo de queijo, indicando a
homogeneidade dos métodos de deteccao de
Staphylococcus coagulase-positivo. Todavia,
como nos demais trabalhos o RPF foi
considerado mais apropriado para a
realizagdo de andlises em produtos
originados de leite cru pois, das 77 amostras,
apenas 5 nao tiveram  resultados
aproveitados neste meio, o que ocorreu em
18 amostras submetidas a analise pelo BP,
sinalizando que o RPF alcanga resultados
similares ou mais precisos que o BP, com
leitura mais simples e rapida (De Buyser et
al., 1998).

Resultados semelhantes também foram
encontrados por Zangerl (1999), que
comparou o desempenho do BP e RPF,
ambos de diferentes fabricantes, na detecgdo
de S. aureus em 56 amostras leite cru e de
queijos preparados com o mesmo. O
microorganismo foi detectado em 34
amostras pelo agar BP, enquanto no agar
RPF, a recuperagdo ocorreu em 42 amostras.
Dentre as conclusdes obtidas, o uso de BP ¢
ponderado pelo autor na analise de amostras
que apresentem carga microbiana elevada e
recomenda o uso do RPF nas analises de
leite cru e derivados, visto que o primeiro
apresentou contagens superiores as do
segundo meio, principalmente nas analises
das amostras de queijo. Além desta, hd a
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recomendacdo quanto a variagdo da
eficiéncia do meio base de acordo com o
fabricante, que se deve a diferenca
observada no crescimento de colOnias da
microbiota concomitante no BP das

diferentes marcas testadas.

Embora o agar BP seja um meio criado para
a enumeragdo de células viaveis e injuriadas
de S. aureus, o mesmo apresenta algumas
desvantagens, relacionadas principalmente a
caracterizacdo das colOnias neste meio e a
contaminacdo concomitante presente nos
alimentos sob  investigagdo. Segundo
Beckers et al. (1984), a repetibilidade de
contagens no BP ¢ baixa devido as variacdes
na leitura da reagdo de hidrdlise da
lipovitelina que ocorrem, especialmente, em
alimentos contaminados com S. aureus que
ndo originam esta reagdo, ou por espécies de
estafilococos coagulase-negativo que
promovem a hidrélise. No presente
experimento, apenas 11,5% (429/3.730) das
colonias presentes nas placas de BP
apresentavam-se como colonias tipicas.
Foram isoladas 155 colbnias das placas de
BP, sendo 62 tipicas e 93 atipicas, para
confirmacdo da coagulase. Apenas 20,65%
(32/155)  apresentaram  formagdo de
coagulos tipos 3 e 4, das quais 18
apresentavam-se como coldnias tipicas e 14
como atipicas, o que ¢ demonstrado pelo
grafico 2. Este resultado demonstra que a
aleatoriedade na escolha de colonias a serem
confirmadas, assim como a variabilidade
entre as caracteristicas proprias de cada tipo
de colonia, podem levar a resultados
inexatos, ao contrario do resultado da reagdo
de coagulase fornecida pelo RPF.
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Grafico 2. Resultado do teste de coagulase de 155 colonias tipicas e atipicas de Staphylococcus

spp. crescidas em agar Baird-Parker.

Outra condi¢do favoravel a diversidade das
leituras citada na literatura é a presenca de
cocos Gram-positivo em maior quantidade
que S. aureus no alimento. Portanto, ¢
necessario um bom treinamento do analista
para percepcdo deste halo e diferenciagdo
das colonias de S. aureus daquelas dos
demais Staphylococcus spp. no agar BP,
obtendo bons indices de deteccdo deste
microorganismo (Ollis et al, 1995).
Entretanto, ainda se faz necessaria a
confirmacdo das coldnias suspeitas de S.
aureus, o que aumenta o tempo de liberagao
de resultados das analises.

O meio RPF apresenta como vantagem a
leitura precisa do teste de coagulase
concomitante a contagem de unidades
formadoras de coldnias, reduzindo o tempo
necessario para realizagdo da analise. Das 48
colonias submetidas ao teste de coagulase
em tubos, 72,91% (35/48), como indica o
grafico 3, apresentaram formagdo de
coagulos nivel 3 e 4, o que indica haver uma
boa concordancia entre os resultados e
confirma a possibilidade de realizagdo de
analises mais rapidas com este meio. Além
disso, este meio tem revelado ser mais
especifico que o BP, o que foi observado por

diversos trabalhos (Reynaud et al., 1997; De
Buyser et al., 1998; Zangerl, 1999), bem
como nesse experimento, tornando-o mais
recomendavel para andlise de produtos com
cargas microbianas mais elevadas, como
leite cru e queijos.

Como desvantagens do meio RPF, podemos
citar a reversdo dos halos de fibrina sucedida
em amostras com carga microbiana elevada,
decorrente da agdo de enzimas produzidas
pelos microorganismos acompanhantes (De
Buyser et al., 1998; Zangerl, 1999; Baird-
Parker — RPF, 2000) e coalescéncia dos
halos quando as colonias se encontram
muito proximas, o que dificulta a
enumeracdo (De Buyser et al., 1998).
Também s3o citadas como desvantagens
pela literatura, a necessidade de dilui¢do da
amostra para que o meio ndo fique opaco e
induza a erros de interpretagdo da reacao de
coagulase (Reynaud et al., 1997; Zangerl,
1999), e o eclevado custo do meio em
decorréncia da disponibilidade e qualidade
do plasma de coelho e fibrinogénio bovino
no mercado (Reynaud et al., 1997; De
Buyser et al., 1998; Zangerl, 1999).
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Neste experimento, uma das desvantagens
observadas foi a necessidade de
aquecimento de um maior numero de frascos
para a fusdo do meio base destinado a
preparacdo das placas. Isso se deve ao fato
de cada frasco conter 90 mL do agar BP que,
somados aos 10 mL de RPF, resultam em
100 mL de meio. Considerando que sio
necessarios 10 a 15 mL por placa, para a
preparagdo de doze placas para analise de
quatro amostras, ¢ preciso fundir o conteudo
de dois frascos e preparar um numero maior
de placas, o que incorre em estocagem
destas e numa possivel perda de meio caso
as mesmas ndo sejam utilizadas em duas
semanas, prazo recomendado pelo fabricante
(Baird-Parker — RPF, 2000). Outras
inconveniéncias dignas de nota observadas
neste trabalho foram a coalescéncia de halos
em algumas placas e, principalmente, o
custo do meio.

4.2. Comparacio entre os meios de
cultura Baird-Parker, Baird-Parker —
RPF e Petrifilm™ Staph Express na
deteccao de Staphylococcus aureus, S.
hyicus e S. intermedius inoculados em
leite reconstituido esterilizado

As curvas de crescimento dos
Staphylococcus utilizados neste experimento
sdo apresentadas nos graficos 4, 5 e 6. A
partir das médias das contagens resultantes
das curvas de crescimento, foi estipulado o
periodo de incubagdo em caldo BHI para
que a populagio de 10° células/mL,
aproximadamente, fosse alcangada. Para o S.
intermedius este periodo foi de 7 horas e de
8 horas para o S. hyicus, enquanto para o S.
aureus o mesmo foi de 10 horas.

Os resultados das  contagens de
Staphylococcus spp. nas amostras de leite
inoculado nos trés meios de cultura estdo
representados na tabela 3.

mCoagulase +
mCoagulase -

Grafico 3. Resultado do teste de coagulase de 48 colonias tipicas de Staphylococcus spp. em

agar Baird-Parker — RPF.
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Tabela 3. Contagens de Staphylococcus spp. nos meios Petrifilm™ Staph Express (PSE), Baird-
Parker (BP) e Baird-Parker — RPF (RPF)

Logio UFC/mL (média + s)

Bactéria
PSE BP RPF
S. intermedius 491" + 1,85 5,16+ 1,90 5,154+ 1,85
S. hyicus 5,07+ 1,91 521+ 1,89 5,164+ 1,88
S. aureus 5,06 + 1,90 5,388+ 1,98 5,30% + 1,99
Média 5,01+ 1,85 5,25+ 1,89 5,20°+ 1,87

Médias seguidas de letras diferentes, mintisculas em uma mesma linha e maiusculas na coluna, diferem entre si pelo

teste de Tukey (p< 0,05).
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Grafico 4. Curva de crescimento de Staphylococcus intermedius em caldo BHI.
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Grafico 5. Curva de crescimento de Staphylococcus hyicus em caldo BHI.

39



10

9,5 -

-
E
o
L 85
=]
g /
S s
7.5

7 T T T T

0 2 4 6 8

10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (horas)

Grafico 6. Curva de crescimento de Staphylococcus aureus em caldo BHI.

A andlise estatistica dos dados demonstrou
apenas a interagdo entre bactérias e meios,
indicando que os demais fatores ndo
apresentaram relevancia. Dessa forma, pode-
se perceber pelos resultados apresentados
que os trés meios foram eficazes na detecgdo
das amostras de Staphylococcus spp.
coagulase-positivo avaliadas e, como ndo
houve interagdo entre meios € concentragao
do ino6culo, é presumido que os mesmos
apresentem sensibilidade adequada para a
enumeragdo das cepas  bacterianas,
independentemente do nivel de
contaminacdo do alimento por este
microorganismo.

Ao analisar as contagens das trés espécies de
Staphylococcus no meio PSE, é visto que
nido houve diferenca entre as mesmas. No
entanto, ao observar a média geral, nota-se
que o PSE teve contagens menores que o BP
e RPF, embora as contagens de S. Ayicus
tenham sido equivalentes nos trés meios.
Quando os resultados das contagens de
Staphylococcus spp. nos meios BP ¢ PSE
sdo contrapostos, ¢ vista a diferenca
existente entre eles, com resultado superior
para o BP. Na comparac¢do entre PSE ¢ RPF
o resultado também ¢ desfavoravel ao
primeiro, uma vez que a enumeragao de S.
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aureus e S. intermedius foi superior no RPF.

Silbernagel et al. (2003) encontraram
resultados discrepantes dos obtidos neste
experimento ao compararem o PSE e BP
para analise de leite cru, queijo tipo
mozzarella, soro em po, sorvete e iogurte
inoculados com dois niveis de contaminagao
por culturas puras de S. aureus, e um
terceiro inéculo contendo este
microorganismo associado a uma cultura
pura de Enterococcus faecalis. Na analise
dos diversos alimentos, as médias de
contagem em ambos os meios foram
similares em todos os niveis, exceto na
amostra de sorvete inoculada com cultura
mista, onde as médias foram superiores para
o BP. Com base nestes resultados, os autores
consideram o PSE equivalente ao outro
meio.

Resultados semelhantes aos deste trabalho
também foram encontrados por Ingham et
al. (2003) em uma apreciagdo do PSE para
enumeracdo de S. aureus em amostras de
queijo tipo mozzarella artificialmente
contaminado com amostras do
microorganismo ¢ avaliadas aos 0, 14, 28 ¢
42 dias dias apds a inoculagdo. As médias
das contagens dos dias 0 e 14 foram



proximas para os dois meios, mas aos 28 e
42 dias o PSE apresentou médias
significativamente  diferentes  daquelas
alcangadas com o uso do BP. Segundo os
autores, a causa desta diferenca ndo foi
esclarecida, mas poderia ser causada pela
microbiota concomitante presente no queijo.

Quanto as caracteristicas apresentadas pelas
coldnias das trés espécies crescidas no PSE,
observa-se que a coloragdo variou de
vermelho-violeta a preto. Segundo as
instrucdes de uso deste meio (Petrifilm™...,
2004), o teste estara concluido caso apenas
colonias vermelho-violeta estejam presentes
nas placas, classificando-as diretamente
como S. aureus, sem realizacdo de qualquer
teste bioquimico para caracteriza-las.
Contudo, neste experimento foi observado
que as colonias de S. intermedius e S. hyicus
também apresentavam esta coloragdo, o que
indica a necessidade de realizacdo de outros
testes para liberacdo de resultados com
maior grau de confiabilidade, consideracdo
corroborada por Silva et al. (2005). Além
disso, como a legislagdo vigente preconiza a
pesquisa Staphylococcus spp. coagulase-
positivo, o uso do disco de DNase deveria
ser efetuado em todas as analises,
independentemente da  coloracdo  das
colonias, uma vez que esta enzima possui
uma correlacdio com a coagulase. No
entanto, para o fabricante o uso do disco de
DNase ¢ indicado apenas quando coldnias
de coloracdo preta ou verde-azulada
ocorrerem na placa.

Outro questionamento a ser feito é sobre a
associacdo dos halos cor de rosa ao S.
aureus presente nas recomendacdes do
meio. Nas placas utilizadas nesta fase do
experimento, um total de 1.899 colonias foi
contabilizado, sendo que 1.700 (89,52%)
apresentaram-se associadas ao halo roseo
apos a incubagdo com o disco de DNase. O
S. intermedius apresentou o maior indice de
colonias DNase positiva (91,84%), seguido
pelo S. aureus (91,76%) e S. hyicus
(86,29%), como mostra o grafico 7. Por
estes indices, pode-se perceber que algumas
colonias das trés espécies ndo produziram
DNase, indicando que mesmo coldnias de
bactérias produtoras desta enzima podem
ndo estar associadas ao halo roseo apoés
incubacdo com o disco, o que inviabiliza a
afirmativa feita pelo fabricante de que as
colonias que ndo estiverem associadas ao
halo ndo sdo S. aureus e, portanto, ndo
devem ser contadas para liberacdo do
resultado da analise. De acordo com os
dados apresentados, conclui-se que ¢
necessaria a realizacdo de outros testes para
identificar o microorganismo presente na
amostra, a qual ndo deve ser feita apenas
pela caracterizagdo da colonia no meio.

Comparando o RPF e o BP, foi notado que
estes meios demonstraram  resultados
equivalentes, com médias de 5,20 e 5,25
logyUFC/mL, respectivamente, indicando
que a substitui¢do do uso de BP pelo RPF na
analise de leite ¢ pertinente, sem perdas de
qualidade do meio e com a vantagem da
leitura direta da prova de coagulase.
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Grafico 7. Percentual de colonias, total e por espécie de Staphylococcus, associadas ao halo

roseo nas placas de Petrifilm™ Staph Express.

A equivaléncia entre BP ¢ RPF também foi
encontrada por Beckers et al. (1987), que
compararam os resultados obtidos com estes
meios na andlise de diversas amostras de
sorvete artificialmente contaminadas com
duas cepas de S. aureus, uma amostra de
Micrococcus luteus e um coco Gram-
positivo ndo identificado. A anélise das
amostras contaminadas com as cepas de S.
aureus demonstrou um resultado similar
entre os dois meios, com o RPF
apresentando um desvio-padrao menor que o
BP, o qual teve contagens do
microorganismo maiores que o outro meio,
tal como no experimento aqui relatado.

De Buyser et al. (2003), também
encontraram similaridade entre o BP ¢ RPF
em um estudo colaborativo realizado entre
laboratdrios europeus, no qual foram obtidos
resultados analogos nas analises de amostras
de queijo; carne e ovo em po, artificialmente
contaminados com inoculos de diferentes
concentracdes de S. aureus e S. epidermidis
ou outro Staphylococcus spp. coagulase-
negativo. Por ndo apresentarem diferencas
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significativas na precisao de enumeragao dos
microorganismos testados, os meios foram
considerados equivalentes, culminando na
validacdo do RPF como método oficial em
territorio europeu.

No agar BP, as coldnias se apresentaram
com coloragio negra e  brilhante,
consisténcia cremosa e forma convexa,
sendo algumas coldnias circundadas por um
halo claro devido a reacdo de hidrdlise da
lipovitelina. De um total de 3.523 colonias
presentes nas placas das trés espécies,
apenas 45,7% (1.610) exibiam todas as
caracteristicas tipicas. Conforme grafico §,
o S. hyicus ndo apresentou coldnia tipica,
indicando que estes microorganismos,
quando presentes em um alimento
submetido a averiguagdo, podem se mostrar
com caracteristicas diferentes daquelas tidas
como proprias do género no BP e reforca a
necessidade de confirmacdo da identidade
das colonias atipicas presentes nas placas, o
que ja foi constatado por diversos
pesquisadores (Stadhouders et al, 1976;
Hauschild et al., 1979).
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Grafico 8. Percentual de col6nias tipicas total e por espécie de Staphylococcus apresentando

caracteristicas tipicas no agar Baird-Parker.

No RPF, as colonias também apresentaram
as caracteristicas acima citadas e uma area
opaca de precipitag@o ao invés do halo claro,
demonstrando a ocorréncia de reagdo
positiva de coagulagdo do plasma presente
no meio. A porcentagem de coldnias
coagulase-positivo dos trés estafilococos foi
de 66,07% (1.774/2.685), sendo que a
espécie que apresentou maior indice foi o S.
hyicus (95,87%), como ¢ ilustrado pelo
grafico 9. Este resultado mostra que
estafilococos coagulase-positivo podem nio

expressar a produgdo desta enzima
caracteristica, o que leva a subestimagao dos
resultados obtidos em andlises de alimentos
e, conseqiientemente, a uma exposicdo do
consumidor as amostras  toxigénicas.
Portanto, o resultado negativo para prova da
coagulase nao significa que 0
Staphylococcus  spp. 1isolado ndo seja
produtor de toxinas, mas que qualquer
amostra deste microorganismo isolada de
alimentos deve ser considerada como
potencialmente capar de produzir toxinas.
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Grafico 9. Percentual de coldnias coagulase-positivo total e por espécie de Staphylococcus
apresentando caracteristicas tipicas no agar Baird-Parker — RPF.

5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos com uso do
Petrifilm™ Staph Express na enumeragao de
Staphylococcus spp. nas amostras de leite
cru e das cepas de S. aureus, S. hyicus e S.
intermedius inoculados em leite
reconstituido esterilizado em diferentes
concentracdes, foram diferentes (p<0,05)
dos resultados encontrados no agar Baird-
Parker.

As colonias de S. hyicus e S. intermedius
também se apresentaram sob coloracdo
vermelho-violeta no meio Petrifilm™ Staph
Express, semelhantemente as coldnias de S.
aureus, indicando a necessidade de
realizacdo de outros testes para real
identificagdo  dos  microorganismos ¢
emissdo de  resultados de  maior
confiabilidade, uma vez que as espécies
avaliadas se comportaram de forma similar.

As médias de contagem de colonias de
Staphylococcus spp. em amostras de leite
cru, assim como das trés espécies de
Staphylococcus  inoculados em  leite
reconstituido esterilizado em diferentes
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concentragdes, foram semelhantes no agar
Baird-Parker e no agar Baird-Parker — RPF,
demonstrando a equivaléncia existente entre
estes meios e auséncia de influéncias da
espécie presente na amostra, além de
apresentar leitura rapida e simples. Dessa
forma, ha possibilidades de substituigdo sem
perdas de qualidade e com resultados
obtidos com maior agilidade.
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ANEXO

Contagem bacteriana nos meios Petrifilm"™ Staph Express, Baird-Parker ¢ Baird-
Parker RPF de acordo com a concentragao do inéculo

Tabela 4. Média de contagem de Staphylococcus intermedius de acordo com a
concentragdo do indculo.

Log;o UFC/mL (média + dp)

Concentracao indculo

PSE BP RPF

Alta (10" UFC/mL) 724 +023 7,53+0,18 7.45+0.28
Meédia (10* UFC/mL) 4,61 0,24 4,91 +0,20 4,92 +0,14
Baixa (10> UFC/mL) 2,.89+0,15 3.04+0,16 3.08+0,12

Tabela 5. Média de contagem de Staphylococcus hyicus de acordo com a concentragao
do indculo.

Log;o UFC/mL (média + dp)

Concentragao indculo

PSE BP RPF

Alta (10" UFC/mL) 7.44+0.,16 7.57 £0.15 7,52 + 0,20
Meédia (10* UFC/mL) 4,84 +0,14 497+0,14 4,87 +0,29
Baixa (10 UFC/mL) 2,92+0,16 3,11 +0,12 3,11+0,11

Tabela 6. Média de contagem de Staphylococcus aureus de acordo com a concentragao
do indculo.

Log;o UFC/mL (média + dp)

Concentragao indculo

PSE BP RPF

Alta (10" UFC/mL) 7,45 + 0,05 7,89 + 0,05 7,80 % 0,06
Média (10* UFC/mL) 4,76+ 0,14 5,04 0,16 5,00+ 0,10
Baixa (10> UFC/mL) 2,96+ 0,19 3,22 0,13 3,10+ 0,10

53



