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Avaliacao da especificidade do agar Violeta Vermelho
Bile Glicose para o isolamento de Enterobacteriaceae em
leite de cabra cru

Evaluation of Violet Red Bile Glucose agar specificity for
Enterobacteriaceae isolation in raw goat milk

RESUMO
Gustavo Luis de Paiva Anciens Introdugdo: Bactérias do grupo dos coliformes tém sido empregadas ao longo dos anos como
Ramos"* micro-organismos indicadores da qualidade microbioldgica. No entanto, diversos estudos

, relatam a falta de correlacao direta entre sua presenca e a de patdgenos na avaliacdo da
Janaina dos Santos

. 0 seguranca de alimentos, levando a sugestdo de novas propostas de andlise, como a pesquisa
Nascimento

de enterobactérias totais, que compreende todos os membros da familia Enterobacteriaceae.
Objetivo: Determinar a populacao de enterobactérias em amostras de leite caprino cru com
base nos critérios microbiologicos sugeridos pela Consulta Plblica n° 542, de 17 de julho de
2018, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Ministério da Salde (Anvisa - MS), para
amostras de leite pasteurizado. Método: Foram utilizadas 21 amostras de pequenos produtores
de diversas regides do estado do Rio de Janeiro. Os isolados foram obtidos a partir de inoculagao
em agar VRBG, de acordo com a ISO 21528-2, e identificados por espectrometria de massas
por Matrix Associated Laser Desorption-lonization - Time of Flight (WALDI/TOF). Resultados:
Dos 222 isolados identificados, apenas 26,6% pertenciam a familia Enterobacteriaceae.
Outros 61,3% pertenciam ao género Pseudomonas, 4,5% ao género Acinetobacter e 7,6% eram
Stenotrophomonas maltophilia. Apesar de nao haver parametros microbiolégicos na RDC n°® 12,
de 2 de janeiro de 2001, da Anvisa-MS, para leite cru, os resultados do isolamento em agar VBRG
levaram a investigacdo de outros estudos com achados semelhantes referentes ao isolamento
de bactérias VRBG a partir de amostras de leite caprino e bovino. Conclusdes: A deteccao
em agar VRBG de bactérias oxidase negativas nao pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
como as do género Acinetobacter, sugere a necessidade de um debate acerca da metodologia
indicada pela ISO 21528-2 para enumeracéo de enterobactérias, visto que o novo regulamento
sobre padrdes microbiologicos para alimentos ndo mais utilizara o grupo coliforme como
indicador, e sim a contagem de Enterobacteriaceae/g ou mL.

PALAVRAS-CHAVE: Enterobacteriaceae; Pseudomonas; Leite; Acinetobacter; Legislacao

ABSTRACT

\ -
Faculdade de Farmacia, Introduction: Coliforms have been used over the years as indicator microorganisms for

Universidade Federal Fluminense L . . ) ;
(UFF), Niteroi, RJ, Brasil microbiological quality. However, several studies report the lack of direct correlation between

their presence and that of pathogens in the evaluation of food safety, leading to the suggestion

Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia do Rio de
Janeiro (IFRJ), Rio de Janeiro,
RJ, Brasil population of enterobacteria in raw goat milk samples based on the microbiological criteria

suggested by the National Health Surveillance Agency - Ministry of Health (Anvisa - MS) - Public
Consultation No° 542 of July 17, 2018 for Pasteurized milk samples. Method: 21 samples from
small producers from different regions of the state of Rio de Janeiro were used. Isolates were
obtained from inoculation on VRBG agar according to I1SO 21528-2 and identified by Matrix
Recebido: 24 jun 2019 Associated Laser Desorption-lonization - Time of Flight (MALDI/TOF) mass spectrometry.
Aprovado: 12 dez 2019 Results: Of the 222 isolates identified, only 26.6% belonged to the Enterobacteriaceae family.

of new analysis proposals, such as the search for total enterobacteria, which includes all
members of the Enterobacteriaceae family. Objective: This study aimed to determine the

* E-mail: gustavoanciens@id.uff.br

http://www.visaemdebate.incqgs.fiocruz.br/ Vigil. sanit. debate 2020;8(1):91-96 | 91



Ramos GLPA & Nascimento JS Avaliacao do agar VRBG para isolamento de Enterobacteriaceae

PR

Another 61.3% belonged to the Pseudomonas genus, 4.5% to the Acinetobacter genus and 7.6% were Stenotrophomonas maltophilia. Although
there are no microbiological parameters in Anvisa-MS RDC N° 12 of January 2, 2001 for raw milk, the results of isolation on VBRG agar led to
the investigation of other studies with similar findings regarding isolation of VRBG bacteria from goat and bovine milk samples. Conclusions:
Detection in VRBG agar of non-Enterobacteriaceae-negative oxidase bacteria, such as those of the genus Acinetobacter, suggests the need for
a debate on the methodology indicated by ISO 21528-2 for enumeration of enterobacteria, as the new regulation on standard microbiological

data for food will no longer use the coliform group, but the Enterobacteriaceae/g or mL count, as an indicator.

KEYWORDS: Enterobacteriaceae; Pseudomonas; Milk; Acinetobacter; Legislation

INTRODUGAO

As condicOes higiénico-sanitarias na cadeia produtiva do leite
estdo diretamente relacionadas com os parametros microbiolo-
gicos e, consequentemente, com a qualidade do produto final'.

A Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) n° 12, de 2 de janeiro
de 20012, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa),
aprova o regulamento técnico sobre padroes microbiologicos
para alimentos. No grupo de alimentos denominado “leite de
bovinos e de outros mamiferos e derivados” sao indicados os
micro-organismos que devem ser pesquisados, assim como seus
valores de tolerancia maximos, para que a qualidade minima
desses produtos seja garantida. Para leite fluido pasteurizado,
a recomendacdo é que sejam pesquisados coliformes termoto-
lerantes e Salmonella spp. Ja para queijos, a orientacao varia
de acordo com o tipo e a umidade de cada produto. Em geral,
devem ser avaliados coliformes termotolerantes, estafilococos
coagulase positiva, Listeria monocytogenes e Salmonella spp.
Para leite cru, ndo existe parametro estabelecido, pois sua
comercializacdo ndo é permitida2.

Os bacilos Gram-negativos sao considerados importantes agen-
tes causadores de infecgoes hospitalares e os mais relevantes
séo frequentemente relacionados a area de alimentos, exibindo
maior capacidade de disseminacao quando comparados aos cocos
Gram-positivos®. Sao divididos em dois grandes grupos, os fer-
mentadores e os nao fermentadores, como exibido na Figura 1.

Fermentadores

Exemplo:

Exemplo:

Aeromonas Plesiomanas Vibrio

Enterobacteriaceae

Fonte: Adaptado de Koneman et al.*

Bacilos Gram-negativos

A familia Enterobacteriaceae é composta por 53 géneros e mais
de 170 espécies descritas. Alguns géneros patogénicos revelam-se
de grande importancia clinica, como Enterobacter e Salmonella,
assim como as espécies Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae®.

Os coliformes sao um grupo de micro-organismos utilizados como
indicadores, com a finalidade de verificar a condicdo microbioldgica
geral da amostra. Os micro-organismos desse grupo séo aerébicos ou
anaerodbicos facultativos e nao esporulados, que fermentam a lac-
tose com producao de acido e gas a 32°C-35°C (coliformes totais).
Dentro deste grupo ha, ainda, aqueles que conseguem fermentar a
lactose até a temperatura de 45°C, sendo denominados coliformes
termotolerantes, onde podemos destacar a espécie E. coli, cuja
presenca em alimentos indica contaminacao fecal devido a sua ori-
gem exclusiva das fezes. Os membros do grupo coliforme perten-
cem a familia Enterobacteriaceae, sendo os principais os géneros
Escherichia, Klebsiella, Citrobacter e Enterobacter®.

0 conceito inicial de se testar bactérias indicadoras foi elabo-
rado para se detectar a contaminacao fecal, que serviria como
uma evidéncia indireta da presenca de patdégenos’. Entretanto,
alguns estudos ao longo dos anos tém mostrado a falta de corre-
lacdo direta entre a presenca de indicadores e de patdgenos, o
que coloca em discussao a utilidade desses micro-organismos na
avaliacao da seguranca de alimentos®. Além disso, a presenca de
certos coliformes no ambiente também diminuiu sua associacdo

Nao fermentadores

Exemplo:
Acinetobacter Stenotrophomonas

Exemplo:

Pseudomonas Campylobacter

Figura 1. Classificacdo dos bacilos Gram-negativos e exemplos de seus representantes mais relevantes.
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como um grupo como indicadores de contaminacao fecal®"°. Ha
casos ainda em que patogenos foram detectados em amostras de
leite cru que apresentaram baixa contagem de coliformes, o que
a principio sugeriria boa qualidade microbiologica''.

Uma vez que o uso dos coliformes como indicadores em produtos
lacteos vem sendo debatido na comunidade cientifica, novas solu-
¢oes tém sido propostas, como o uso do chamado Grupo EB ou Ente-
robactérias totais, que compreende todos os membros da familia
Enterobacteriaceae, incluindo o grupo coliforme. O uso do grupo
EB como indicador se torna vantajoso por detectar com maior sen-
sibilidade uma possivel contaminacdo pds-pasteurizacdo, em vista
da abrangéncia maior de espécies contaminantes. Outro grupo
sugerido € o de bactérias Gram-negativas totais, que inclui todas
as enterobactérias e os outros Gram-negativos nao fermentadores,
como o género Pseudomonas. Este é o principal género associado a
contaminagao pos-processamento na industria de lacteos, podendo
exibir atividade produtora de biofilme e producao de enzimas dete-
riorantes. Ambos os grupos propostos, apesar de incluirem patdge-
nos, sao considerados indicadores higiénico-sanitarios®.

O presente estudo teve como objetivo inicial determinar a popu-
lacao de Enterobacteriaceae em amostras de leite caprino cru,
com base nos critérios microbiologicos sugeridos pela Consulta
Publica n° 542, de 17 de julho de 2018, da Anvisa - Ministério da
Salde'® para amostras de leite pasteurizado.

METODO

Foram utilizadas 21 amostras de leite de cabra cru provenien-
tes de pequenos produtores de diversas cidades de diferentes
regioes do estado do Rio de Janeiro, sendo sete provenientes da
regiao Metropolitana, quatro da Regiao Serrana e dez da Regiao
Noroeste do estado. Os estabelecimentos foram selecionados
apos pesquisas realizadas online sobre locais onde era possivel
adquirir leite caprino cru, e também por meio de conhecimento
prévio, por parte dos autores, de alguns pontos de venda. As
amostras foram coletadas diretamente nos recipientes onde
ocorre a venda do produto ao consumidor, em dois periodos
(marco e agosto de 2018), e estas foram mantidas em refrigera-
cado até o momento da analise, que ocorreu em um curto prazo.

Vinte e cinco mililitros de cada amostra analisada foram homo-
geneizados com 225 mL de agua peptonada (BIOCEN, Sao Paulo)
0,1%. A partir de diluicoes seriadas dessas suspensoes, foram fei-
tas inoculagcdes em agar Violeta Vermelho Bile Glicose (VRBG,
Kasvi, Sao Paulo), preparado com no maximo 3 h de antecedén-
cia, de acordo com a metodologia indicada pela ISO 21528-2. As
placas foram incubadas a 35°C por 24 h. Para cada novo lote de
VRBG produzido foi realizado o controle da qualidade do meio,
com a incubacao de uma placa nao semeada' ™.

As colonias tipicas de cor rosea e de cor arroxeada, com a pre-
senca de halos de precipitacdo (em média, 15 por amostra)
foram inoculadas em agar Triptona de soja (agar Casoy, BIOCEN,
Sao Paulo) para ganho de massa, e posteriormente, armazena-
dos sob congelamento em criotubos em caldo Casoy (Merck, Sao
Paulo) e glicerol (Merck, Sao Paulo) a 40%.
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Foram selecionados 271 isolados para identificacao por espectro-
metria de massas por Matrix Associated Laser Desorption-loniza-
tion - Time of Flight (MALDI-TOF; Microflex LT, Bruker, Estados
Unidos). Para isto, as culturas bacterianas semeadas em agar
Casoy foram inseridas em duplicata na placa metalica propria do
equipamento, com posterior adicdo de 1 pl de acido formico 70%
para que ocorresse a lise celular. Apos a secagem do acido, foi
inserido o mesmo volume de matriz, que se mostrou cristalizada
ao final do processo. Assim, a placa foi inserida no equipamento
e a partir da emissao de feixes de laser, a amostra foi evaporada
com liberacao de proteinas ionizadas de diferentes cargas e mas-
sas, posteriormente foi gerado um espectro em funcao do tempo
percorrido até o detector. O equipamento foi previamente cali-
brado com uma cepa controle de E. coli, e a identificacao de
cada isolado foi gerada pelo software Biotype 3.17.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultado da identificacdo dos isolados selecionados

Dos 271 isolados, 222 foram identificados com precisao por meio
de MALDI-TOF e somente 26,6% corresponderam a membros da
familia Enterobacteriaceae. Outros 61,3% dos isolados foram
identificados como espécies do género Pseudomonas e 4,5%
como espécies do género Acinetobacter. Ainda, 7,6% correspon-
deram a espécie Stenotrophomonas maltophilia, uma espécie
que anteriormente era classificada como pertencente ao género
Pseudomonas. A Figura 2 ilustra a identificacao geral obtida.

Um estudo chinés, realizado por Zhang et al.", avaliou a diversidade
bacteriana de leite de cabra cru, e também detectou os mesmos
grupos encontrados neste estudo, porém em proporcoes diferen-
tes, sendo as enterobactérias correspondentes a cerca de 25% do
total (juntamente com alguns isolados Gram-positivos), seguidas por
Pseudomonas (13%), Acinetobacter (13%) e Stenotrophomonas (3%).

0 género Pseudomonas é extremamente relevante na deterio-
racao do leite cru, especialmente por ser psicotrofico, se multi-
plicando com eficiéncia durante o armazenamento refrigerado e
apresentar atividade proteolitica e lipolitica. Pseudomonas sp.
possuem uma grande diversidade genética e variedade metabo-
lica, permitindo seu desenvolvimento em ambientes diversos,

Pseudomonas sp.

Stenotrophomonas
maltophilia

Isolados

Acinetobacter sp.

Enterobacteriaceae

0 10 20 30 40 50 60 70

Percentual (%)

Figura 2. Distribuicao dos isolados identificados a partir das amostras de
leite caprino cru analisadas.
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incluindo superficies e equipamentos usados na cadeia produ-
tiva lactea. As espécies Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa
e Pseudomonas putida sao consideradas pela literatura como as
mais relevantes no leite®.

Dentre os micro-organismos psicrotroficos usualmente encon-
trados no leite, as espécies do género Pseudomonas possuem o
menor tempo de geracao a temperaturas entre 0°C e 7°C, justifi-
cando sua prevaléncia. P. fluorescens é a espécie mais isolada em
produtos lacteos e a que mais produz enzimas deteriorantes'.

Embora os micro-organismos do género sejam inativados por
eventuais tratamentos térmicos posteriores, as enzimas pro-
duzidas se mostram termorresistentes, resistindo até mesmo a
tratamentos de temperatura ultra-alta (UHT), e podem dete-
riorar o leite durante as etapas seguintes de armazenamento e
transporte. Os efeitos causados em decorréncia da deterioracdo
provocada por Pseudomonas sp. variam consideravelmente de
acordo com cada cepa e condicdes de crescimento'?,

0 género Acinetobacter é associado a alta taxa de mortalidade em
infecgdes hospitalares e a expressdo de multirresisténcia, sendo
suas espécies boas competidoras na microbiota de matrizes ali-
mentares devido a varios fatores como capacidade de formac&o
de biofilme e sobrevivéncia por longos periodos em superficies?'.

Apesar de pouco relacionado a alimentos, as bactérias do género
Acinetobacter ja foram reportadas também em leite. Estudos
asiaticos mostram que centenas de isolados, especialmente A.
baumannii, de leite bovino cru apresentaram multirresisténcia a
uma vasta gama de antibidticos?2,

Em estudo recente, cepas multirresistentes a antimicrobianos
(MDR), resistentes inclusive aos carbapenémicos, do complexo
Acinetobacter baumannii-calcoaceticus foram encontradas em
formulas infantis e utensilios de lactario em hospital publico no
Rio de Janeiro, indicando um problema de salde publica asso-
ciado a este género?.

Estudos recentes ressaltam a ocorréncia de isolamento dos géne-
ros Pseudomonas e Acinetobacter em agar VRBG, comparando a
influéncia deste grupo frente a deteccéo de enterobactérias em
amostras alimenticias em diferentes meios de cultura. Depen-
dendo do tipo de amostra, da temperatura e das espécies pre-
sentes, podem-se obter diferentes combinacoes dos micro-orga-
nismos presentes?>2,

Associacdo com a Consulta Publica n° 542/2018

Inicialmente, o estudo era voltado para a deteccao de bacté-
rias da familia Enterobacteriaceae e, por isso, foi utilizado o
procedimento com o agar VRBG. No entanto, a maior propor-
¢ao de isolados foi pertencente ao género Pseudomonas. O agar
VRBG também é associado a recuperacdo de micro-organismos
do género Pseudomonas, segundo a farmacopeia internacional
da Organizagdo Mundial da Saiude (OMS). Este meio é indicado
para uso com bactérias Gram-negativas tolerantes a bile, e pos-
sui as propriedades de promotor de crescimento e indicador dos
micro-organismos abordados?’.
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Acompanhando a discussdao da comunidade cientifica mundial, a
Anvisa, por meio da Consulta Plblica n° 542/2018, propds a remo-
cao da pesquisa do grupo coliformes do Regulamento Técnico sobre
Padroes Microbioldgicos para Alimentos, sugerindo a substituicao
desta pela pesquisa de Enterobacteriaceae e Escherichia coli em
ambito nacional’. No entanto, até o momento, a nova legislacéo
que substituira a RDC n° 12/2001 ainda néo foi publicada.

No Brasil, a Instrucao Normativa n° 62, de 26 de agosto de
2003, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), descreve o procedimento recomendado para a conta-
gem de enterobactérias em alimentos, com o emprego do agar
VRBG’. O meio de cultura anteriormente utilizado para detec-
cao de coliformes era o agar Violet Red Bile (VRB), que possuia
lactose em sua composicdo. O grupo dos coliformes é capaz de
fermentar tanto a glicose quanto a lactose, porém, outras espé-
cies da familia Enterobacteriaceae fermentam apenas a glicose.
Assim, o agar VRB, teve a lactose substituida pela glicose em sua
composicao, dando origem ao agar VRBG, permitindo a detec-
cao das enterobactérias. Na presenca dessas bactérias, o pH do
meio é diminuido devido a fermentacao da glicose, ocasionando
a presenca de colonias de tom rosado, em virtude da presenca
do indicador vermelho neutro na formulacao. Ocorre, ainda, a
formacao de halos devido a precipitacao dos sais biliares. Os
micro-organismos Gram-positivos sao inibidos pela presenca do
cristal violeta e dos sais biliares?.

Neste estudo, as colonias de todos os géneros identificados se
apresentaram de forma muito semelhante na superficie do agar,
com coloragao résea e halo, ndo sendo possivel nem mesmo dife-
renciar fermentadores e nao fermentadores da glicose com rela-
cao ao aspecto da coldnia isolada. Assim, membros da familia
Enterobacteriaceae e dos géneros Pseudomonas e Acinetobac-
ter, embora possuam comportamentos diferentes, se apresenta-
ram da mesma forma quando isolados diretamente da amostra.

Outros trabalhos também descrevem esse fato. Um estudo rea-
lizado no Japao exibiu resultados de um teste feito com agar
VRBG em leite cru e pasteurizado, no qual foi verificado o poten-
cial de desenvolvimento de Pseudomonas frente as enterobac-
térias, exibindo crescimento significativo de ambos os grupos?.
Na Alemanha, uma pesquisa realizada com leite em pé utilizou o
agar VRBD (outra denominacao para o agar VRBG) com o objetivo
especifico de isolar Acinetobacter sp., obtendo diferentes espé-
cies do género em conjunto com membros da familia Enterobac-
teriaceae?. Njage et al.? utilizaram o agar VRBG com o objetivo
estrito de isolar enterobactérias de leite de camelo, porém, ao
identificar as colonias isoladas, foram encontrados micro-orga-
nismos dos géneros Pseudomonas e Acinetobacter, assim como
em nosso estudo.

Como técnicas de identificacdo mais avancadas, como a espec-
trometria de massas, ainda sdo extremamente custosas e de difi-
cil acesso, a IN n° 62/2003 do MAPA e as referéncias internacio-
nais indicam que apods o plaqueamento em agar VRBG, as colonias
devem ser submetidas a coloracao de Gram e ao teste da oxidase
para confirmacdo da presenca de enterobactérias''. Imagi-
nando a rotina de um laboratério de analises microbioldgicas que
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passara a investigar enterobactérias rotineiramente em muitas
classes de alimentos, serao gerados inimeros isolados que possi-
velmente ndo sejam enterobactérias, como visto neste estudo,
que precisarao passar por estes testes, gerando grande mao de
obra e maior custo.

A coloracao de Gram nao geraria nenhuma diferenciacao entre as
enterobactérias, Pseudomonas e Acinetobacter, pois todos sao
bacilos Gram-negativos. O teste da oxidase descartaria Pseudo-
monas, porém o género Acinetobacter acabaria sendo contabi-
lizado como enterobactérias, pois também é oxidase negativa.
Assim, além da maior mao de obra e custo, poderiam ser geradas
contagens superestimadas.

CONCLUSOES

A diversidade da populacao de bacilos Gram-negativos iden-
tificada neste trabalho, assim como a identificacao de grupos
potencialmente patogénicos, evidencia o risco de consumo de
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