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Comunicado

O Staphylococcus aureus (S. aureus) é o principal repre-
sentante dos Staphylococcus coagulase positiva. Ele
produz trés toxinas, dentre elas as enterotoxinas, impor-
tantes por serem muito resistentes a temperaturas eleva-
das, e reconhecidas como responsaveis por intoxicagdes
alimentares. A intoxicacéo alimentar causada pelo S.
aureus se déa logo ap6s a ingestdo do alimento contamina-
do com a toxina pré-formada, cuja dose infectante é de
100.000 células/g de alimento (FDA, 1998) e os sinto-
mas sao caracterizados por vomito, diarréia, dores abdomi-
nais e, eventualmente, dores de cabeca, e prostacéo
(Betley & Harris, 1994).

De acordo com a Legislacédo vigente para alimentos
(ANVISA, 2001), que visa uniformizar os padrdes
microbiolégicos para as praticas comerciais, existe uma
toleréncia para a presenca de Staphylococcus coagulase
positiva que, para alimentos lacteos varia de 10? a 5x 103
Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) /g, dependendo
do alimento (Baird-Parker, 1990). No caso de queijos,
depende também do tipo de sua classificagéo (baixa,
média, alta e muito alta umidade). Embora o0 S. aureus
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seja a espécie considerada mais patogénica para os animais
e 0 homem (Arbuthnott et al., 1990; Devriese, 1990), a
Legislacdo atual estendeu o limite de tolerancia que era
feito s6 para S. aureus para Staphylococcus coagulase
positiva, visto que além do S. aureus, existem outras
espécies com as mesmas caracteristicas e propriedades: S.
intermedius, S. delphini, S. schleiferi subsp. coagulans, S.
hyicus (Biberstein, 1990).

Como se ja nao fossem poucas as controvérsias, além
das variantes de Staphylococcus coagulase positiva,
existem também limitagcfes na técnica de enumeracao
padréo, tomando-se como referéncia o S. aureus
(Lancetee & Tanini, 1992). Este trabalho objetiva relatar
as limitag6es de enumeracgédo de S. aureus encontradas,
tomando-se como padréo a identificagdo visual das
coldnias em meio de isolamento, evidenciadas no decor-
rer dos procedimentos para isolamento e enumeracéo de
Staphylococcus spp. coagulase positiva, em queijos
Minas frescal e alertar para a importancia e necessidade
da aplicacao dos testes bioquimicos subseqiientes, para
viabilizar os critérios de diagndstico.
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Material e Métodos

A técnica usada para isolamento e enumeragéo de S.
aureus de 59 amostras de queijo Minas frescal seguiu as
recomendacgBes padrdes (APHA, 1992). Uma amostra de
259 de cada queijo, pesada assepticamente, foi
homogeneizada por dois minutos, com 225mL de agua
peptonada a 0,1%, obtendo-se a diluicdo 10?1. As dilui-
¢des subseqlientes foram realizadas apds imediata
homogeneizacdo dos contetidos dos tubos em agitador
“vortex”, com auxilio de pipetador automatico e as
inoculagdes, feitas em duplicata, em meios sélidos (Baird-
Parker e Vogel Johson) foram espalhadas com o auxilio de
alca de Drigalski e mesa giratéria. As etapas dos procedi-
mentos e técnicas de preparo das amostras, cultivo,
enumeracao e identificagdo das coldnias suspeitas (Corbia,
2000) foram detalhadamente descritas (Fig. 1).

Resultados e Discusséo

Do total de 59 amostras de queijo Minas frescal examinadas
(Corbia, 2000), isolou-se 18 colbnias (7,5%) de S. aureus
coagulase positiva, 25 colénias (10,5%) de
Staphylococcus spp. coagulase positiva, 93 colbnias
(38,9%) de Staphylococcus spp. coagulase negativa, 35
coldnias (14,6%) de Micrococcus spp., 64 (26,8%) de
Streptococcus spp. e quatro colbnias (1,7%) de leveduras
(Fig. 2). Na maioria das placas com crescimento de coldnias
tipicas (pretas, brilhantes), houve diferengas em relacéo a
presenca/auséncia de halo, variacdo de tamanho do proprio
halo que, em algumas vezes, parecia que a colbnia era
circundada por dois halos, além de diferengas em tamanho
de colbnias. Observou-se que essas diferencas as vezes
eram confirmadas, ap6s isolamento das colbnias e subse-
glentes testes bioquimicos, como presenca de diferentes
bactérias na mesma amostra. Porém, em alguns casos, foi
possivel constatar que coldnias com e sem a formacéao de
halo, ap6s isolamento e identificagdo bioquimica, foram
consideradas coldnias de S. aureus. Isto significa que uma
contagem de colobnias tipicas em placas, sem fazer coloracéo
de gram em uma amostragem, com os diferentes tipos de
colbnias, provavelmente dara um resultado falso para o
exame quantitativo de S. aureus e/ou Staphylococcus spp.
coagulase positiva.

Foi possivel constatar que o critério de diagndstico de
contagem em placa padronizado, usado pela visualizagdo
da presenca (formacao) de halo ao redor das coldnias
negras é passivel de falhas e, por isso, ndo deve ser
considerado como unico indicador de S. aureus. Isto se
deve a variacao fisioldgica e/ou genética das cepas de S.
aureus presentes no alimento tornando a identificacio de
S. aureus ou de Staphylococcus spp. coagulase positiva
impossivel de ser realizada sem a confirmacao por testes
bioquimicos (Baird-Parker, 1990; Lancetee & Tanini,
1992). Estes mesmos autores evidenciaram que nem
todas as cepas ou variantes tém a capacidade de hidrolisar

a gema do ovo (“lipovitellenin”), formando um halo ao
redor da col6nia, caracteristica de diagnostico, comum nos
procedimentos rotineiros para identificacdo e enumeragéo
de S. aureus, em meio de Baird-Parker.

Outra observacgao importante, caracterizada, foi em relagéo a
cor da colbnia (preta) nos meios tradicionais, traduzida pela
habilidade da bactéria de reduzir o componente seletivo:
telurito de potéassio (K,TeO,), presente tanto em Agar Baird-
Parker quanto em Agar Voges-Johson (Lancetee & Tanini,
1992). A presenca de colbnias pretas néo ficou restrita as
bactérias (Staphyloccoccus spp., Micrococcus spp. e
Streptococcus spp.) isoladas dos queijos analizados.
Constatou-se também a presenca de algumas leveduras,
com caracteristicas de colbnias tipicas de S. aureus. A
diferenca foi comprovada pela coloragédo de Gram, para qual
ndo se encontrou suporte na literatura. Portanto, fica
evidente a importancia da pratica de fazer a coloracao de
Gram, como teste basico e insubstituivel nas provas
tradicionais de diagnéstico laboratorial, ja que algumas
leveduras podem ser confundidas com o S. aureus, pelo
aspecto visual, coloracdo e por formacéo de halo.

De acordo com as observacdes obtidas, em relagdo aos
microrganismos isolados, existe uma diversificagdo
consideravel entre uma mesma espécie, do mesmo género.
Assim sendo, faz-se necessario dar continuidade a essa
caracterizagdo, propondo métodos de avaliagédo do perfil
protéico dos isolados de Staphylococcus coagulase
positiva, incluindo S. aureus, para identificar as diferencas
existentes entre géneros e entre espécies.
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Fig. 2. Distribuicdo gréfica das percentagens de crescimento
bacteriano (UFC/g) de coccus Gram positivos isolado de 58
amostras de queijo Minas frescal disponiveis para consumo em
quatro microrregifes no Estado do Rio de Janeiro.
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HOMOGENEIZACAO (Dois minutos)

r 14 p— 259 de queijo + 225mL de
agua peptonada (a. p.)

|| 20,1% (dil.10")
DILUICOES ImL ImL ImL

j& 1mL = —= = - = — = ‘

: H  9mL H  9mL H 9mL H 9mL
S ’ anp. ' ap. - ap. - a p.
10* 107 10° 10" 10°

INOCULACOES cada diluicdo (0,1mL)

em duplicatas / / \ \
o O O O

INCUBACAO 37° (24-48 h)
RESULTADO POSITIVO BP: colbnias negras, pegquenas, brilhantes “ com
halo claro”

VJ: col6nias negras com halo dourado (amarel o)

IDENTIFICACAO Colbnias suspeitas (pretas tipicas com halo e sem halo)

Gram (Coccus Gram +, agrupados, aos pares, isolados)

Teste da catalase (+)

Provade Coagulase

TN

Saph.(1) Saph. Micrococcus
Coagulase (+) Coagulase (-) Coagulase (-)

(1) Incluir S. aureus e S. intermedius

Fig. 1. Metodologia utilizada para pesquisa de Staphylococcus
aureus em Queijos Minas frescal.
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Conclusotes

Os Staphylococcus coagulase positiva, incluindo S.
aureus, podem apresentar crescimento nao caracteristico,
levando a falhas na quantificacdo dessas bactérias em meio
especifico.

E necessario fazer os testes bioquimicos para o diagnosti-
co dessas bactérias, mesmo para enumeracao, devido as
limitagcbes de quantificacdo visual.

A coloragdo de Gram é absolutamente necessaria e deve
ser feita sempre, por ser técnicamente correta e por
minimizar os possiveis erros relacionados com a presenca
e enumeracgdo dos microrganismos pesquisados.

Referéncias Bibliograficas

APHA. Compendium of methods for the
microbiological examination of foods. Washington,
D.C., 1992. 1219 p.

ARBUTHNOTT, J.P.; COLLEMAN, D.C.; AZAVEDO,
J.S. Staphylococcal toxins in human disease. Journal
of Applied Bacteriology. Supplement, Oxford, p. 101S-
107S, 1990.

BAIRD-PARKER, A.C. The Staphylococci: an
introduction. Journal of Applied Bacteriology.
Supplement, Oxford, p. 1S-8S, 1990.

BETLEY, M.J.; HARRIS, T.O. Staphylococcal
enterotoxins: genetic characterization and relationship
between structure and emetic activity. Food
Microbiology, London, v.11, p. 9-121, 1994.

BIBERSTEIN, E.L. Staphylococci. In: Biberstein, E.L.;
ZEE, Y.C. Review of veterinary microbiology. Boston:
Blackwell Scientific Publication, Inc. 1990. cap. 19. p.
150-156.

ANVISA. Resolugéo — RDC n°. 12, de 2 de janeiro de
2001. Regulamento técnico sobre os padrdes
microbiol6gicos para alimentos. Brasilia, 2001. Anexo
1, p. 54.

CORBIA, A.C.G. Estudo de prevaléncia sobre alguns
patégenos de importancia em saude publica, em queijo
tipo Minas frescal. 2000. 97 f. Tese (Mestrado em

Comunicado  Exemplares desta edi¢do podem ser adquiridos na:
Técnico, 45 Embrapa AgroindUstria de Alimentos
Endereco: Av. das Américas, 29.501 - Guaratiba
MinieTERIo pA AGRICULTURA. - 23020-470 - Rio de Janeiro - RJ
Fone: (0XX21) 2410-7400
Governo do Fax: (0XX21) 2410-1090 / 2410-7498
B R A S "- E-mail: sac@ctaa.embrapa.br

12 edicéo
12 impresséo (2001): 50 exemplares

Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ.

DEVRIESE, L.A. Staphylococci in healthy and diseased
animals. Journal of Applied Bacteriology. Supplement,
Oxford, 71S-80S, 1990.

FDA. Food microbiological control. Washington, D.C.:
Division of Human Resource Development. Training
and Development Branch, 1998. 796 p.

LANCETEE, G.A.; TANINI, S.R. Staphylococcus
aureus. In: APHA. Compendium of methods for the
microbiological examination of foods. 3. ed. Washing
ton, D.C., 1992. p. 533-550.

Comité de
publicactes

Presidente: Esdras Sundfeld.

Executivo. Membros: Maria Ruth Martins Ledo, Neide
Botrel Gongalves, Regina Celi Aradjo Lago, Renata
Torrezan, Virginia Martins da Matta.

Expediente Supervisor editorial: Maria Ruth Martins Le&o.
Editoracédo eletronica: Senai Artes Graficas.



