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COMPARAÇÃO ENTRE O SISTEMA PETRIFILM RSA
E A METODOLOGIA CONVENCIONAL PARA A ENUMERAÇÃO

DE ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA EM ALIMENTOS
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RESUMO
A pesquisa de estafilococos coagulase positiva em alimentos é feita através de sua detecção e enumeração em meios seletivos e dife-
renciais e posterior caracterização pelos testes de coagulase, termonuclease, Gram e catalase. Estes testes podem requerer até 
quatro dias para obtenção dos resultados finais, além do tempo e material dispensados ao seu uso. As placas Petrfilm  RSA são 
uma alternativa a esta metodologia. No presente estudo, foram analisadas 62 amostras de diferentes alimentos comparando-se a 
metodologia tradicional (ABP), seguido dos testes de coagulaseou Staphytect Plus e o sistema Petrifilm. O sistema Petrifilm  RSA 
diferiu significativamente da metodologia tradicional, dando médias de contagem superiores. Ao se considerar colônias típicas e 
atípicas, o ABP seguido de confirmação pelo Staphytect Plus diferiu significativamente dos demais métodos testados. O Petrifilm 
RSA é uma alternativa para a enumeração de estafilococos coagulase positivos em alimentos, em virtude do menor tempo (aproxi-
madamente 31 horas), para obter-se resultados realmente quantitativos. Deve-se testar tanto colônias típicas quanto atípicas 
crescidas no ABP, para se evitar falhas na quantificação dos resultados. Esta contagem é mais significativa ao se usar o teste de 
aglutinação em látex (Staphytect Plus). A análise de estafilococos em alimentos apresenta diversas limitações.

  estafilococos coagulase positiva; teste de coagulase; teste de aglutinação em látex; teste 
de termonuclease; Petrifilm RSA.
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SUMMARY
COMPARISON OF PETRIFILM RSA SYSTEM WITH THE TRADITIONAL METHODOLOGY FOR THE ENUMERATION OF 
COAGULASE-POSITIVE  IN FOODS. Foods are examined for the presence of coagulase-positive staphylococci 
using selective and differential media followed by characterization for coagulase, thermoestable nuclease, Gram and catalase 
tests. These tests may require up to four days to obtain the results, besides time and material used. The Petrifilm  rapid  
count plate is a alternative to traditional methodology. In this study, 62 samples of several foods were analysed comparing the BPA 
method followed by coagulase or latex agglutination tests and Petrifilm  RSA method. The Petrifilm  RSA method was 
significantly different to BPA method, with higher mean log counts. The BPA method followed by latex agglutination test for typical 
and atypical colonies were significantly different from the other methods used. The Petrifilm  RSA method is an alternative on 
enumeration of coagulase-positive staphylococci in foods, because true quantitave results were obtained in approximately 31 
hours. Typical and atypical colonies on BPA should be tested to obtain accurate results. This count is more significative when latex 
agglutination test is used. Food analyses for staphylococci showed several limitations.

  coagulase-positive staphylococci; coagulase test; latex agglutination test; termoestable 
nuclease test; Petrifilm RSA.
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1 - INTRODUÇÃO

As bactérias pertencentes ao gênero  
são cocos Gram positivos, imóveis, não esporulados, cap-
sulados ou não, anaeróbios facultativos [5]. O  
produz grande variedade de fatores de patogenicidade e 
virulência: estafiloquinases, hialuronidases, fosfatases, 
coagulases e hemolisinas [7]. A principal fonte do micror-
ganismo é a cavidade nasal, mas pode ser encontrado na 
pele, mãos, feridas infectadas [3]. Desta forma, o fato de 
um alimento ser manipulado, já indica uma provável con-
taminação pelos microrganismos deste gênero. Os ani-
mais também são fontes de , já que algu-

Staphylococcus

S. aureus

Staphylococcus

mas espécies podem ser associadas à casos de mastite bo-
vina.

Os estafilococos são causadores de toxinoses ali-
mentares. Estas são produzidas quando há a ingestão de 
alimento contendo a toxina pré-formada. 

A toxina é produzida quando a quantidade de células 
está entre 10  e 10  UFC/g ou mL do alimento. Essas toxi-
nas são proteínas de baixo peso molecular (26.000-
34.000 Da). Hoje são conhecidas onze tipos de enteroto-
xinas (   SE: A, B, C , C , C , D, 
E, G, H, I e J), as quais podem ser diferenciadas por meio 
de sorologia. As enterotoxinas são altamente termoestá-
veis (D > 2horas) e resistentes à cocção ou à enzimas 
proteolíticas. Uma dose de toxina menor que 1,0 g/Kg 
(300 a 500ng) em alimentos contaminados produzirá sin-
tomas de toxinose por estafilococos. Esta quantidade de 
toxina é produzida quando a contagem de células está 
acima de 10  por grama de alimento [2, 7].

Tanto espécies coagulase positiva, quanto coagulase 
negativa são causadoras da toxinose estafilocócica [5]. 
Já foi relatado surto causado por  

s, uma espécie coagulase negativa [4].
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Staphylococcal enterotoxins

Staphylococcus epider-
midi
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A produção de coagulase é muitas vezes associada à 
capacidade de produção de toxinas por espécies de esta-
filococos, sendo desta forma um indicador indireto do po-
tencial patogênico do microrganismo, justificando assim 
seu isolamento [6, 10].

 e  são produtoras de cogula-
se livre e ligada (clumping factor) e de termonuclease, en-
quanto que  pode ou não ser produtor destas en-
zimas. [5]. Alimentos normalmente associados a toxino-
se estafilocócica são leite, carnes, saladas e principal-
mente produtos bastante manipulados [3].

A pesquisa de estafilococos coagulase positiva em ali-
mentos é feita através de sua detecção e enumeração em 
meios seletivos e diferenciais e sua posterior caracteriza-
ção pelos testes de coagulase, termonuclease, coloração 
de Gram e teste de catalase [6].

O Ágar Baird Parker (ABP) é o meio recomendado pe-
la American Public Health Association (APHA) e Food and 
Drug Administration  (FDA)  para  o  isolamento  de  

 em alimentos. Este meio utiliza a habilidade do 
 possui se desenvolver na presença de telurito de 

potássio, glicina, cloreto de lítio e polimixina, que são 
agentes seletivos. Suas características diferenciais base-
iam-se na redução do telurito de potássio à telureto de po-
tássio, produzindo colônias negras e a capacidade de hi-
drolisar gema do ovo, formando halos ao redor das colô-
nias [11]. O piruvato de sódio é adicionado ao meio de cul-
tura para melhorar a recuperação de células injuriadas, 
prevenindo o acúmulo de peróxido de hidrogênio, que é 
tóxico para as células [9]. Posteriormente, as colônias 
suspeitas típicas devem ser identificadas pelo teste de co-
agulase em tubos, que detecta a coagulase livre (extrace-
lular) e a ligada, ou em lâminas, que detecta somente a co-
agulase ligada  [3]. Aproximadamente 
97% das cepas de  de procedência humana pos-
suem ambas as coagulases, a extracelular e a ligada [14].

O teste de termonuclease é tão específico quanto o de 
coagulase, mas é menos subjetivo, pois envolve a mu-
dança de cor azul para rósea do meio de cultura, não sen-
do desta forma, um susbtituto do teste de coagulase, 
mas um teste confirmativo quando coágulos do tipo +2 es-
tão presentes [6].

O teste de aglutinação em látex pode ser usado em 
substituição ao teste de coagulase se resultados mais rá-
pidos são desejados [6]. Neste teste, há a diferenciação de 

 que possuem o , a proteína A e o 
polissacarídeo capsular encontrado nas cepas metilici-
nas resistentes, daqueles que não possuem estas  pro-
priedades.  e  também possuem 
estas propriedades [14]. O reativo de látex é então sensí-
vel (forma aglutinação), quando quaisquer das três ca-
racterísticas estão presentes.

De um modo geral, todos os procedimentos para iden-
tificação envolvem uma série de etapas, meios de cultu-
ra, reagentes, além de demandarem um tempo maior pa-
ra obtenção dos resultados finais, o que vai impactar dire-

S. aureus S. intermedius

S. hyicus

S. 
aureus S. 
aureus

(clumping factor)
S. aureus

S.aureus clumping factor

S. hyicus S. intermedius

tamente nos custos do laboratório. Desta forma, é cres-
cente a procura por métodos alternativos de análises, 
que possuam a sensibilidade e especificidade esperados 
e que melhorem a produtividade laboratorial, reduzindo 
custos.

As placas Petrifilm  para contagem  rápida  de  
 (RSA), são uma alternativa a  metodologia  tradi-

cional para pesquisa de estafilococos em alimentos.

As placas Petrifilm  RSA são um sistema pronto de 
meio de cultura que consiste de uma placa Petrifilm que 
contém os nutrientes de Baird-Parker modificados e um 
agente gelificante solúvel em água fria, e o disco reativo 
Petrifilm de nuclease termoestável (disco reativo de ter-
monuclease-Tnase) que contém DNA, azul de o-toluidina 
e um indicador de tetrazólio para facilitar a enumeração 
das colônias e a confirmação da presença de nuclease es-
tafilocócica termoestável [15]. Neste teste, tanto 

,  e  produzirão as rea-
ções características, pois tais espécies são produtoras de 
termonuclease [13].

Portanto, o presente trabalho teve por objetivos:

Comparar o sistema Petrifilm  RSA com o Ágar 
Baird-Parker para enumeração de estafilococos coa-
gulase positiva em alimentos;

Comparar os testes de coagulase em tubos e de aglu-
tinação em látex para confirmação de colônias típi-
cas e atípicas de estafilococos coagulase positiva em 
alimentos;

Verificar a ocorrência de colônias atípicas de estafi-
lococos coagulase positiva em alimentos e a impor-
tância de sua enumeração como fator limitante das 
metodologias para sua detecção nos alimentos.

 

Foram analisadas 62 amostras de diferentes alimen-
tos, obtidas do comércio da cidade de Vassouras, RJ, en-
tre os meses de maio a dezembro de 2001 e janeiro e feve-
reiro de 2002. As amostras constituíram-se de: queijos 
(n=11), iogurte (n=2), gelados comestíveis (n=2), leite pas-
teurizado (n=4), leite em pó (n=5), pão de queijo congela-
do (n=8), lingüiça suína (n=6), carnes salgadas (n=13), 
hambúrguer (n=6), manteiga (n=2), pescado salgado 
(n=2).

As amostras foram analisadas de acordo com a meto-
dologia proposta pela American Public Health 
Association [12].

Adicionou-se 10g de amostra assepticamente a 
90mL de água peptonada 0,1%, seguindo-se a homoge-
neização em aparelho tipo Stomacher. Diluições seria-
das foram feitas adicionando-se 1mL da diluição anterior 
para tubos com 9mL de água peptonada 0,1% estéril.

®

®

®

S. 
aureus

S.aureus S.intermedius S. hyicus
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2 - MATERIAL E MÉTODOS

2.1 - Material

2.1.1 - Preparo das amostras

Metodologias para enumeração de estafilococos, Sant'Ana & Azeredo
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2.2 - Métodos

2.2.1 - Método tradicional ( Ágar Baird-Parker )

2.2.2 - Petrifilm  para contagem rápida de 
 (RSA)

Placas em duplicata de ABP foram inoculadas com 
0,1mL de cada diluição. Quando se esperavam conta-
gens menores que 100/g ou mL de amostra, inoculou-se 
1,0mL da diluição 10  divididos em porções de 0,3mL; 
0,3mL e 0,4mL, em três placas de ABP pela técnica do es-
palhamento.

As placas foram incubadas a 35-37ºC/48h e  após  
esse período, as colônias presuntivas típicas e atípicas de 
estafilococos coagulase positiva foram contadas, consi-
derando-se como típicas, aquelas circulares, lisas, con-
vexas, 2-3mm de diâmetro, negras com textura úmida, 
bordas esbranquiçadas e rodeadas por uma zona opaca e 
freqüentemente com um halo transparente e como colô-
nias atípicas, aquelas negras ou acinzentadas com um 
ou dois halos e também aquelas sem os halos.

De três a cinco colônias típicas e atípicas de estafilo-
cocos coagulase positiva por placa foram selecionadas e 
transferidas para tubos contendo Ágar TSA (Tryptic Soy 
Ágar) e incubados a 35-37ºC/24h. Após esse período, as 
culturas foram repicadas para caldo BHI (Brain Heart 
Infusion) e incubadas a 35-37ºC/24h. A partir dos tubos 
de caldo BHI, foi realizado o teste de coagulase e a partir 
dos tubos de ágar TSA, foram realizados os testes de 
Gram, aglutinação em látex e catalase.

Para o teste de coagulase, 0,1mL da cultura em caldo 
BHI foi adicionado a um tubo contendo 0,3mL de plasma 
de coelho com EDTA reidratado. Seguiu-se a incubação a 
35-37ºC e observação da formação dos coágulos por 6h. 
Foram considerados positivos os coágulos +3 e +4.

Para o teste de aglutinação em látex (Staphytect 
Plus), uma alçada carregada da cultura obtida em ágar 
TSA foi misturada ao reagente de látex contido no cartão 
de reação e também submetidas ao teste com o reativo 
controle. Foram consideradas positivas, as colônias que 
produziram aglutinação no reagente de látex em até vinte 
segundos. Aquelas que produziram aglutinação com o  
reagente controle,  foram  consideradas  culturas  auto-
aglutinantes e os resultados considerados ininterpretá-
veis.

O número de UFC/g ou mL foi calculado em função 
do número de colônias típicas e/ou atípicas obtidas, fa-
tor de diluição e porcentagem de colônias confirmadas.

As placas em duplicata de Petrifilm  RSA foram ino-
culadas com 1,0mL das diluições usadas para inocula-
ção do método tradicional, foram então, incubadas a 35-
37ºC/24h e posteriormente transferidas para uma estu-
fa a 62ºC±2ºC e mantidas por 1-4h. Após, os discos reati-
vos de termonuclease foram colocados nas placas e estas 
foram incubadas a 35-37ºC/1-3h.

- 1

®

®

S. au-
reus

Após o período de incubação, procedeu-se a conta-
gem, considerando-se colônias vermelhas  ou  azuis  ro-
deadas por uma área rosada como positivas para estafi-
lococos.

As amostras foram divididas em dois grupos: leite e 
derivados (queijos, iogurte, gelados comestíveis, leite pas-
teurizado, leite em pó, manteiga e pão de queijo congela-
do) e carnes e derivados (lingüiça suína, carnes salgadas 
hambúrguer e pescado salgado). Os resultados das con-
tagens foram expressos através do logaritmo decimal do 
número de colônias por g ou mL de amostra.

Usou-se a análise de variância e o teste de médias 
(Teste de Tukey), para avaliar as diferenças significativas 
entre os seguintes tratamentos:

a) Petrifilm  RSA x ABP + coagulase (colônias típicas) x 
ABP + Staphytect Plus (colônias típicas);

b) ABP + coagulase (colônias típicas) x ABP + Staphytect 
Plus (colônias típicas) x ABP + coagulase (colônias típícas 
+ atípicas) x ABP + Staphytect Plus (colônias típicas + atí-
picas).

Os resultados da análise de variância e teste de 
Tukey para os tratamentos "a" e "b" encontram-se nas 

.

Todas as colônias típicas ou atípicas isoladas utili-
zando-se a metodologia tradicional apresentaram-se co-
mo cocos, Gram positivos e catalase positiva. 
NASCIMENTO, CORBIA & NASCIMENTO [13] constata-
ram a importância da coloração de Gram como forma de 
eliminar resultados falsos positivos, pois observaram 
que algumas leveduras podem produzir no ágar Baird 
Parker, colônias características de , podendo 
ser confundidas com relação à coloração e formação de 
halo.

A  refere-se à comparação entre o Petrifilm 
RSA e o ágar Baird Parker, seguido de confirmação das co-
lônias típicas pelo teste de coagulase e também pelo 
Staphytect Plus. O Petrifilm  RSA apresentou diferença 
significativa em relação ao ABP seguido de confirmação 
pelo teste de coagulase e Staphytect Plus para os dois gru-
pos de alimentos.

2.2.3 - Análise estatística

®

®

3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO

Tabelas 1 e 2

S.aureus

Tabela 1

TABELA 1 - Comparação entre os resultados das contagens de 
estafilococos coagulase positiva fornecidos por três métodos 
distintos, através do Teste de Tukey em nível de 5% de proba-
bilidade considerando-se somente colônias típicas.

Metodologias para enumeração de estafilococos, Sant'Ana & Azeredo
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TABELA 2 - Comparação entre os resultados das contagens de 
estafilococos coagulase positivos fornecidos por dois métodos 
distintos considerando-se colônias típicas e colônias típicas + 
atípicas, através do Teste de Tukey em nível de 5% de probabi-
lidade

ABP seguido de confirmação com coagulase e ABP se-
guido de confirmação com Staphytect Plus não apresen-
taram diferença significativa entre si para os dois grupos 
de alimentos.

Nenhuma das colônias testadas no Staphytect Plus 
apresentou reação de autoaglutinação. Para os dois gru-
pos de amostras, as médias das contagens com o sistema 
Petrifilm RSA, foram superiores em relação aos demais 
métodos. MACH, LINDBERG & LUND [12], comparando 
o sistema Petrifilm RSA e o ABP seguido de confirmação 
com o teste de coagulase, observaram que a média de con-
tagem (log UFC/g), foi maior no primeiro em comparação 
com o segundo para carne fresca e batatas congeladas. 
Em seu estudo, utilizaram 219 cepas bacterianas, os au-
tores demonstraram que o Petrifilm  RSA apresentou 
maior sensibilidade que o método tradicional (ABP + coa-
gulase), sendo a especificidade entre ambos similar. A 
contagem de colônias de 71 culturas puras, 61 amostras 
de alimentos naturalmente contaminados e mais que 
750 alimentos artificialmente contaminados mostraram 
que o Petrilfim  RSA foi tão efetivo quanto o método tra-
dicional para enumeração e identificação de .

A  refere-se à comparação do ABP, seguido 
de confirmação dos isolados pelos testes de coagulase e 
Staphytect Plus, considerando-se somente colônias típi-
cas e também se considerando conjuntamente colônias 
típicas e atípicas.

Ao se considerar somente colônias típicas, não foi ob-
servada diferença significativa entre os testes de coagu-
lase e Staphytect Plus. Diferença significativa foi obser-
vada ao se considerar na contagem as colônias típicas e 
atípicas. Neste caso, o ABP seguido de confirmação das 
colônias pelo Staphytect Plus diferiu significativamente 
dos demais métodos.

Estes resultados corroboram ao estudo realizado por 
NASCIMENTO, CORBIA & NASCIMENTO [13], os quais 
relatam a importância de se fazer uma amostragem das 
placas, tipos de colônias diferentes, sob pena de obter-se 
falhas na quantificação dessas bactérias, já que foram ob-
servadas colônias com ou sem halos e que posteriormen-

®

®
S. aureus

Tabela 2

te, foram confirmadas como .

Os halos ao redor das colônias de estafilococos coa-
gulase positivos podem algumas vezes não ser observa-
dos, em virtude da presença de cepas não lipolíticas. 
Nem todas as cepas de  têm a capacidade de hi-
drolisar a gema do ovo [1, 10]. Cepas isoladas de alimen-
tos desidratados ou congelados, que foram estocados por 
longos períodos, freqüentemente desenvolvem uma colo-
ração menos negra que as colônias típicas e podem ter 
aparência rugosa e textura seca [6]. Desta forma, enfati-
za-se mais uma vez a importância de se fazer amostra-
gem de colônias típicas e atípicas para posterior confir-
mação das colônias de estafilococos coagulase positiva. 
A diferença entre o Staphytect Plus e o teste de coagula-
se, pode ser explicada pelo fato do primeiro, detectar ce-
pas que possuem a coagulase ligada, a extracelular, pro-
teína A e o polissacarídeo capsular, enquanto o teste de 
coagulase emtubos detecta somente os dois tipos de coa-
gulase.

O teste de coagulase é considerado o mais simples pa-
ra diferenciar  potencialmente patogênicos, to-
davia, nem todas as cepas coagulase positiva produzem 
toxinas, além do fato de cepas coagulase negativa já te-
rem sido implicadas em surtos [13]. 

O Petrifilm  RSA dá resultados na metade do tempo 
necessário quando comparado à metodologia convencio-
nal (aproximadamente 78h, considerando-se até a con-
firmação pelo teste de coagulase). Apresenta como vanta-
gens adicionais: conveniência, redução de espaço para 
armazenamento de meios prontos, preparação, lavagem 
e descarte de materiais, melhorando a produtividade la-
boratorial. MACH, LINDBERG & LUND [12] descrevem 
uma outra vantagem, que é o fato deste sistema ser ver-
dadeiramente quantitativo, pois cada colônia é testada 
para a produção de termonuclease, o que não ocorre com 
o teste de coagulase que é semiquantitativo, já que colô-
nias características são selecionadas para a confirma-
ção. Os autores afirmam que além de ,  
e , também podem produzir termonuclea-
se (Tnase), dando resultados positivos (colônias azuis ou 
vermelhas com halo róseo) no Petrifilm  RSA. Tal fato 
não deve ser visto como um ponto negativo do método e 
sim como positivo, em virtude destas espécies pertence-
rem ao grupo dos estafilococos coagulase positiva, os ma-
is envolvidos em surtos de toxinose estafilocócica.

Neste estudo, principalmente para amostras de quei-
jos e lingüiças, a contagem de estafilococos no ABP não 
foi algumas vezes possível, em virtude da alta contagem 
de , mas no sistema Petrifilm RSA estas con-
tagens foram obtidas. Esta diferença pode indicar uma 
baixa seletividade do ABP frente a microbiota acompa-
nhante que ao se multiplicar impediu o crescimento dos 
estafilococos coagulase positiva.

INGHAM & SCHOELLER [8] afirmam que, apesar da 
metodologia convencional ser amplamente aceita, a enu-
meração de estafilococos coagulase positiva apresenta al-
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guns inconvenientes, como a baixa especificidade do me-
io, em face à presença de numerosa microbiota acompa-
nhante e o tempo utilizado na análise, que pode chegar a 
seis dias até se obter o diagnóstico final.

O Petrifilm  RSA, mostrou-se mais seletivo e menos 
subjetivo que a metodologia tradicional, não sendo ob-
servadas quaisquer reações que pudessem ser confundi-
das com colônias de estafilococos coagulase positiva.

Dentre as desvantagens observadas ao se usar o 
Petrifilm  RSA citam-se: i) a etapa de inativação de nu-
cleases termolábeis, pode matar células de estafilococos 
e tornar testes posteriores destes isolados impossíveis 
[8]; ii) a necessidade de uma estufa regulada a 62ºC para 
a etapa de inativação das nucleases termolábeis, já que 
esta temperatura de incubação não é usual em laborató-
rios de microbiologia de alimentos.

Os resultados do presente trabalho permitem con-
cluir que:

o sistema Petrifilm  RSA é uma alternativa viável pa-
ra a enumaração de estafilococos coagulase positiva em 
alimentos, em virtude do menor tempo (aproximadamen-
te 31 horas) para a obtenção de resultados quantitativos;

deve-se considerar e testar tanto colônias típicas 
quanto atípicas de estafilococos coagulase positivos, sob 
pena de haverem falhas na sua quantificação. Esta con-
tagem é mais significativa ao se usar o teste de aglutina-
ção em látex ;

a análise de estafilococos coagulase positivos em ali-
mentos apresenta limitações, como a baixa especificida-
de do meio e o tempo utilizado na análise.

®

®
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