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Utilizacao de plasma de cavalo no teste de coagulase em
Estafilococos isolados de leite cru

Utilization of horse plasma in coagulase test for

Staphylococci isolated from raw milk

Luiz Henrique Cabral da Silval!; Alexandre Amorim Monteiro'; Vanerli Beloti**;
Marcia de Aguiar Ferreira Barros®*; Luis Augusto Nero’;
Elsa Helena Walter de Santana*; Luciane Bilia de Moraes*

Resumo

Estafilococos tém grande importancia na industria de alimentos por serem associados a surtos de
intoxicacdo alimentar, pela a¢ao de suas enterotoxinas. A producao dessas substancias tem alta correlagdo
com a producdo da enzima coagulase, que ¢ detectada na identificacdo de cepas potencialmente
patogénicas. Esse teste é tradicionalmente realizado com plasma de coelho liofilizado ou pela sua separagdo
de sangue coletado de coelhos. O plasma liofilizado tem alto custo ¢ a pun¢do cardiaca, além de ser
bastante cruenta, permite a obtengdo apenas de pequenos volumes de material. Este trabalho tem como
objetivo verificar a viabilidade da utilizagao de um material alternativo ao plasma de coelho, neste caso
o plasma de cavalo, no teste de coagulase para estafilococos isolados de leite cru. Assim, 410 coldnias
tipicas e atipicas de estafilococos isoladas de leite cru foram submetidas ao teste de coagulase utilizando-
se os dois plasmas. Os resultados identificaram 284 (69,26%) colonias coagulase positivas e 126 (30,73%)
coagulase negativas, com concordancia de 100% entre os dois plasmas. Os resultados obtidos indicam
que a utilizagdo do plasma de cavalo pode ser uma alternativa viavel na pesquisa de estafilococos
coagulase positivos em leite cru.

Palavras-chave: Leite, Estafilococos, teste de coagulase, metodologia

Abstract

Staphylococci are frequently related to food poisoning outbreaks that are caused by their enterotoxins.
The enterotoxins production is highly correlated to coagulase production, which one is detected in
identification of pathogenic strains. Usually the coagulase test is conducted using lyophilized rabbit
plasma, or even fresh rabbit blood, separated by sedimentation. The lyophilized plasma has high costs
and the fresh material is obtained in small volumes from the animals, what made it unpractical. The
objective of this work was evaluating the utilization of an alternative material to rabbit plasma, in this
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case the horse plasma, in coagulase test for staphylococci isolated from raw milk. So, 410 typical and
atypical staphylococci colonies were tested for coagulase production using both plasmas. The results
showed 284 (69.26%) positives for coagulase production and 126 (30.73%) negatives, with 100% of
concordance between both plasmas. These results indicate the viability in using horse plasma in coagulase
test for staphylococci isolated from raw milk, and complementary studies are necessary with strains from

different types of food.

Key words: Milk, Staphylococci, coagulase test, methodology

Introducio

Estafilococos sao importantes causadores de
intoxicagdes alimentares, devido a producdo de
enterotoxinas e por possuirem alta prevaléncia

(ZECCONI; HAHN, 2001; FRANCO;
LANDGRAF, 1996). Segundo Mossel e Netten
(1990), mais de 50% das linhagens de

Staphylococcus aureus sdo enterotoxigénicas.

O homem e os animais sdo os principais
reservatorios de S. aureus, sendo a cavidade nasal
seu principal habitat (WONG; BERGDOLL, 2002;
FRANCO; LANDGRAF, 1996). Portadores nasais
e manipuladores de alimentos com maos ou bragos
que apresentem feridas infectadas com S. aureus
sao considerados importantes fontes de contaminagao
em alimentos (ASPERGER, 1995; LANCETTE;
TATINI, 1992).

A alta incidéncia de S. aureus como agente de
mastites em rebanho leiteiro torna essa infeccao
importante epidemiologicamente, estando relacionada
a presen¢a deste microrganismo no leite (CENCI-
GOGA et al., 2003; WONG; BERGDOLL, 2002;
ZECCONI; HAHN, 2001; SILVA et al., 2000). Esse
microrganismo ¢ o principal agente responsavel pelo
aumento na contagem de células somaticas no leite,
0 que acarreta reducdo na produtividade e
comprometimento na composi¢do nutricional e
microbiologica do leite (ASPENGER, 1995).

As intoxicag¢des alimentares causadas por
estafilococos sdo originadas da ingestdo das
enterotoxinas produzidas por estes microrganismos,
que ocorre principalmente nos alimentos antes do
consumo (WONG; BERGDOLL, 2002; FRANCO;
LANDGRAF, 1996). Essas enterotoxinas sdo
termoestaveis € nao sao, portanto, destruidas durante

0 processamento térmico dos alimentos, como a
pasteurizagdo do leite (WONG; BERGDOLL, 2002).
Por essa razdo, a pesquisa da presenca desses
microrganismos em alimentos crus ¢ de grande
importancia. Estima-se que, quando presentes em
contagens superiores a 10° — 10° UFC/ml ou gr de
alimento, os estafilococos produzem enterotoxinas em
quantidade suficiente para induzir sintomas
(EVENSON et al., 1988).

A sintomatologia e o periodo de incubagao variam
com a sensibilidade individual, quantidade de toxina
e do alimento ingeridos (LOIR; BARON; GAUTIR,
2003; FRANCO; LANDGRAF, 1996). Os principais
sintomas sdo nauseas, vomito, cdibras abdominais e
diarréia. Quadros febris sdo incomuns e quando
presentes normalmente estdo associados a ingestio
de grandes quantidades de toxina. O periodo de
incubagdo varia de 30 minutos a 8 horas, com média
entre 2 e 4 horas (WONG; BERGDOLL, 2002;
DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000;
FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Os alimentos mais relacionados a surtos de
intoxicacdo por enterotoxinas estafilococicas sdo
aqueles que requerem muita manipula¢ao no preparo
€ que permanecem em temperatura ambiente por
longos periodos. De maneira geral os alimentos mais
envolvidos nessas enfermidades sdo leite e derivados,
cremes, tortas recheadas com creme, salada de
batata, atum, frango, presunto, carnes e produtos a
base de ovos (FRANCO; LANDGRAF, 1996;
BREWER, 1991).

Dados acerca de toxinfecgdes alimentares no Brasil
sao escassos (FRANCO et al., 2003), entretanto
acredita-se que as intoxicagdes por enterotoxinas
estafilococicas sdo muito comuns (PEREIRA et al.,
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1994). Em alguns estados, entretanto, existe uma
politica de monitoramento dessas enfermidades. No
Parana, por exemplo, 53% dos surtos de doencas
transmitidas por alimentos sdo causados por bactérias,
sendo o leite e seus derivados representados por 11%
desta parcela; os microrganismos mais importantes
nestes surtos foram Salmonella spp. e S. aureus,
com participagdo de 56,1% e 31,2%, respectivamente
(PARANA, 2005). No Estado de Sdo Paulo entre
2001 e 2002 foram notificados 25 surtos de
intoxicagao por enterotoxina de S. aureus envolvendo
200 pessoas (SAO PAULO, 2005).

Nos Estados Unidos, 20% a 40% dos surtos de
toxinfecgdo alimentar sdo causados por intoxicagdo
estafilococica (ANDERSON et al., 2004). A
presencga de S. aureus em queijos varia entre 42 a
74%, revelando assim um grande risco a saude publica
(ALMEIDA FILHO; NADER FILHO, 2000;
MENDES; NUMERIANO; COELHO, 1999).
Recentemente no Japao, 13.420 pessoas foram
envolvidas em um surto de intoxica¢do ao
consumirem leite desnatado contaminado com
enterotoxina produzida por estafilococos
(MILKPOINT, 2005). Na Franga, entre 1999 e 2000,
S. aureus foi apontado como o segundo maior
responsavel por casos de intoxicacdo alimentar
(LOIR; BARON; GAUTIR, 2003).

Ja foi relatada a producdo de enterotoxinas por
outras espécies de estafilococos (S. intermedius e
S. hyicus), porém os surtos de intoxicacao alimentar
estdo relacionados apenas a contaminagdo de
alimentos por S. aureus enterotoxigénicos (ZOLI;
NEGRETE; OLIVEIRA, 2002). A participacdo
dessas outras espécies em surtos de intoxicagdes
alimentares requer estudos aprimorados, bem como
analises das condigOes necessarias para produgao
da toxina, associando todas estas informacoes a
epidemiologia da intoxicacao.

Varias provas para identificacdo de estafilococos
foram desenvolvidas tendo como principio a detecgdo
de algumas enzimas. Shulz (1988) e Quinn (1994)
apontam a coagulase como a primeira linha de defesa

dessas bactérias estando associada com sua
patogenicidade. A detec¢do da producdo de
coagulase pode ser considerada como a melhor prova
para deteccao de estafilococos enterotoxigénicos,
devido a sua alta correlagdo com a producao de
enterotoxinas, sensibilidade, confiabilidade e baixo
custo (JASPER; INFANTE; DELLINGER, 1985).
Desta forma, o teste de coagulase em tubo com
plasma de coelho ¢ o teste mais utilizado para
diferenciar as
potencialmente patogénicas das indcuas.

amostras de estafilococos

Entretanto, o plasma liofilizado comercial possui
um prego relativamente alto e a extragdo do plasma
diretamente de coelhos tem apresentado dificuldades
quanto a sua obtengdo, tanto pela técnica (puncao
intracardiaca), como pelo grande nimero de animais
necessarios em biotério. A utilizagdo de plasma de
outros animais ja foi relatada como alternativa a
utilizagdo de plasma de coelho. Adesyun e Shehu
(1985) demonstraram que a identificacao do género
Staphylococcus de origem alimentar poderia ser
realizada a partir da coagulagao de plasmas de
diferentes animais. O plasma de cavalo ja foi utilizado
na analise de estafilococos em carne (GIL; DURAO,
2000).

Este trabalho teve como objetivo comparar o
desempenho do plasma de cavalo e de coelho na
prova de detec¢do da enzima coagulase produzida
por estafilococos isolados de leite cru.

Material e Métodos
Obtengdo de cepas de Staphylococcus spp.

Foram analisadas 410 cepas de Staphylococcus
spp. obtidas de diferentes amostras de leite cru
refrigerado, colhidas em propriedades da regido de
Pelotas-RS e Londrina-PR. As cepas de
estafilococos foram semeadas em Agar Baird-Parker
para isolamento. Apos incubagdo a 35°C por 48h,
coldnias tipicas (negras com duplo halo) e atipicas
(negras e de morfologia variada) foram estocadas
em agar nutriente e mantidas sob refrigeracao.
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Obtengdo do plasma

Os sangues de cavalo e coelho foram obtidos no
Biotério e Hospital Veterinario da Universidade
Estadual de Londrina. Dos cavalos, o sangue foi
coletado por pungao intravenosa e dos coelhos por
puncao intracardiaca. O processamento desse
material foi o mesmo em ambas espécies, coletados
em frascos contendo citrato a 2%, na proporg¢ao 1:5.
Apds coleta, o material foi homogeneizado e
centrifugado a 2000rpm/15min com retirada do
sobrenadante (plasma integral) e congelado a—18°C
(KANTEK, 1980).

Teste da coagulase

As cepas de estafilococos estocadas foram
semeadas em caldo BHI, com incubacdo a 35°C/
24h. De cada cultura, 0,1 ml de BHI foi inoculado
em 0,5 ml de plasma de coelho e 0,5 ml de plasma
de cavalo, com incubacdo a 35°C e leituras a cada
2 horas (nas seis primeiras horas de incubagao) e
ao final de 24 horas. Foram consideradas
coagulase positivas as culturas que apresentaram
formacgao de coadgulo, independente do grau.
Controles positivo e negativo foram realizados em
cada ocasido de semeadura.

Resultados e Discussao

Das 410 colonias testadas, 284 apresentaram
resultado positivo na prova de coagulase com plasma
de coelho e de cavalo.

Tabela 1. Resultados das leituras da prova de coagulase
utilizando-se plasmas de cavalo e coelho (modelo probabilistico
para comparacdo de teste diagnostico, proposto por Gart e
Buck (1996)

Plasma Coelho

Plasma Cavalo  Positivo ~ Negativo Total
Positivo 284 0 284
Negativo 0 126 126
Total 284 126 410

A analise estatistica realizada (GART; BUCK,
1996) revelou um coeficiente de concordéancia de
100% o que representa uma correlacao perfeita entre
os resultados obtidos com os dois plasmas estudados.
Esses resultados confirmam a possibilidade da
utilizagdo de plasma de cavalo, na prova de coagulase
para identificagdo de Staphylococcus spp isolados
de leite cru. Em estudo realizado por Adesyun e Shehu
(1985), o plasma de cavalo foi um dos que apresentou
maior correlagdo com o plasma de coelho para
analise de coagulase.

Assim, a possibilidade de utilizar plasma de cavalo
em substitui¢do ao de coelho pode auxiliar muitos
laboratorios de analises clinicas e de alimentos, além
de instituigdes de pesquisas, significando uma redugao
em seus custos. Além disso, sua obten¢do ¢ muito
mais facil, pratica e menos cruenta, favorecendo o
bem estar animal.

Conclusoes

A identifica¢do da produ¢do da enzima coagulase
por estafilococos, através da prova de coagulase em
tubos, utilizando o plasma de cavalo pode substituir,
com grande confianga, o teste de coagulase
tradicional feito com o plasma de coelho,
representando uma importante alternativa. Estudos
complementares com estafilococos isolados de outros
alimentos sdo importantes para confirmacio da
viabilidade do uso do plasma de cavalo na prova de
coagulase, para identificacdo de estafilococos de
outras origens.
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