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INTRODUCAO

Staphylococcus sdo uma das principais causas de um amplo e diversificado nimero de
doengas como: sindrome do choque toxico, febres e intoxicacdes alimentares, acreditando-
se que, estas doencgas, na maioria, sdo causadas por toxinas liberadas por estes micro-
organismos nos alimentost.

A doenca transmitida por Staphylococcus aureus (S. aureus) € uma intoxicagdo, provocada
pela ingestdo de toxinas pré-formadas no alimento, quando ocorre a multiplicagcéo celular. As
toxinas sdo proteinas de baixo peso molecular, resistentes a coccdo e as enzimas
proteoliticas. A ingestdo de uma dose menor que 1 pg pode provocar 0s sintomas da
intoxicacdo e essa quantidade é atingida quando a populagédo de S. aureus alcanca valores
acima de 10° UFC/g de alimento. A presenca dessa alta populacdo de S. aureus nos
alimentos pode revelar condicbes de higiene e/ou sanitizagdo precérias, no entanto, ndo é
uma evidéncia suficiente para justificar a contaminacao de um alimento?.

A fim de detectar e diminuir os riscos de contaminacdo de alimentos por Staphylococcus faz-
se necesséario o desenvolvimento de métodos sensiveis e precisos para detec¢cdo desse
patdgeno. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar métodos rapidos para a quantificacao
de S. aureus em alimentos.

MATERIAL E METODOS

As amostras para avaliacdo de contaminacdo por S. aureus foram coletadas de produtos
alimenticios (cérneos e lacteos) em diferentes estabelecimentos comerciais do estado do Rio
Grande do Sul. As 77 amostras obtidas durante o periodo de junho a novembro de 2010
foram preparadas conforme a INSTRUCAO NORMATIVA n° 62 DO MAPA (IN n® 62).

A inoculagdo foi realizada conforme os métodos: ABP (Agar-Baird-Parker), conforme
preconizado pela IN n° 62, placas 3M™ PETRIFILM ™ Staph Express e Compact Dry X-SA.
No método ABP a inoculacdo utilizou 0,1 mL de cada diluicdo em placas de &gar-Baird-
Parker. Esse inoculo foi espalhado sobre a placa com auxilio de alca de Drigalski. Em
seguida, as placas foram incubadas a 36 + 1°C por um perido entre 30 e 48 h. Ja as placas
de 3M™ PETRIFILM ™ Staph Express e Compact Dry X-SA foram inoculadas com 1 mL de
cada diluicdo e foram incubadas a 36 °C + 1°C por 24 h. Para todos os métodos foram
utilizadas trés placas por dilui¢ao.

A leitura do método ABP foi realizada através da avaliacdo do intervalo para contagem de 20
e 200 colbnias. Foram contadas as colodnias tipicas (negras brilhantes com presenca de dois
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halos: opaco e claro) e atipicas (acinzentadas ou negras brilhantes, sem halo ou com
apenas um dos halos). Em seguida, foram selecionadas trés colonias de cada tipo, que
foram inoculadas em tubos contendo 7 mL de caldo-cérebro-coragdo (BHI). Esses tubos
foram incubados a foram incubados a 36 + 1°C por 24 h. Apos a incubacéo, foram retiradas
aliquotas de 0,3 mL por tubo para re-inoculagdo em tubos contendo plasma de coelho. Os
tubos reinoculados foram incubados a 36 + 1°C por 6 h. No final desse periodo foi verificada
a presenca de coagulos firmes indicando a contaminagéo por S. aureus.

As placas de 3M™ PETRIFILM ™ Staph Express foram inoculadas com 1 mL das diluicdes
usadas conforme descrito no preparo das amostras Apos, foi efetuada a leitura prévia das
placas, e as que apresentaram crescimento, foram adicionados os discos reativos de
termonuclease. As placas foram reincubadas a 36 + 1°C por 2 h. Transcorrido o periodo de
incubacéo, foi efetuada a contagem, considerando-se coldnias vermelhas ou azuis rodeadas
por uma area rosada como positivas para S. aureus conforme indicado pela 3M
MICROBIOLOGIA.

As placas de Compact Dry X-SA foram inoculadas com 1 mL das diluicbes usadas conforme
descrito no preparo das amostras e foram incubadas a 35 °C £ 1°C por 24 h. Transcorrido o
periodo de incubacgdo, foi efetuada a contagem, considerando-se coldnias azuis como
positivas para S. aureus conforme indicado pelo fornecedor VERUS MADASA.

TESTE DE LINEARIDADE

A linearidade dos métodos alternativos, 3SM™ PETRIFILM ™ Staph Express e Compact Dry
X-SA, foi avaliada quanto a capacidade de produzir resultados que sejam diretamente
proporcionais a concentracao do alvo (a partir da fase estacionaria contendo uma populacéo
de 10° UFC/mL). A determinacdo da fase estacionaria foi realizada utilizando a cultura
overnight da cepa de S. aureus (ATCC n°2593).

Diluicdes decimais seriais da suspenséo celular foram preparadas em agua peptonada salina
0,1% estéril até a variagdo de oito unidades logaritmicas. Para a determinacdo da populacéo
de S. aureus, porcbes de 1 mL das diluicges 10° 107 e 10® foram inoculados
superficialmente no agar padréo para a contagem (PCA) (Oxoid Ltd. Basingstoke, England).
As placas contendo o 4gar PCA foram incubadas a 36°C + 1°C por 48 h. Este procedimento
foi realizado em duplicata.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de t de Student (p<0,05).

O teste de linearidade aplicado aos métodos testados utilizou a seguinte férmula:

(r_,=2 ¢ Ini‘—'-ﬂ2 111i;—+...+¢':_,|, lnif——[Zr_':J]nl Z( ,
R, R R, \2R)|

onde G2 corresponde ao indice de dispersdo; C corresponde a soma (Si) das leituras nas 3
placas de um mesmo nivel; e R corresponde ao volume relativo em cada nivel (VR) 3. O valor
de G obtido foi comparado com o valor do Chi-quadrado (x? tabelado com graus de
linearidade n-1 e 0,1%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 77 amostras que foram analisadas durante o periodo de junho a novembro de 2010,
constatou-se que nao existe diferenca estatistica entre os métodos 3M™ PETRIFILM ™
Staph Express e Compact Dry X-SA e método tradicional (IN n°® 62) (P>0,05).

Estes resultados corroboram com outro estudo realizado por TASSINARI e colaboradores em
2006", onde 80% das amostras apresentaram resultados equivalentes para o método 3M™
PETRIFILM ™ Staph Express em comparacdo com ao método FDA — BAM utilizando agar
Baird Parker.

Ja outro estudo®, foi observada divergéncia significativa entre o método tradicional (IN n°62)
e o sistema Petrifilm® RSA em 62 amostras alimenticias analisadas em 2002. Deve-se
ressaltar que neste estudo o tipo de petrifilm utilizado difere do empregado no presente
estudo, impedindo sua direta comparagéo.

Na avaliacdo de linaridade para o método 3M™ PETRIFILM ™ Staph Express o valor do
indice de dispersao (G2,.1) encontrado foi 3,765

O valor de G (3,765), comparado ao valor de Chi-quadrado ¥%.1 = 26,125 com graus de
liberdade n-1 e 0,1% comprova que ha linearidade dos resultados, (3,765 < 26,125) pois os
valores apresentam-se abaixo do valor tedérico tabelado para graus de liberdade n-1 e 0,1%,
revelando que ndo houve dispersdo dos valores encontrados e que a linearidade dos
resultados € satisfatoria.

Qualguer método pode ser avaliado quanto a linearidade observando-se a partir dos
resultados dos ensaios em funcdo da concentracdo do analito. O coeficiente de correlagéo
linear (R?) é frequentemente usado para indicar o quanto pode ser considerada a reta.
Conforme Fig.1 pode-se observar que o valor de coeficiente R2 =0,999 esta muito proximo de
1, podendo ser confirmado que o método 3M™ PETRIFILM ™ Staph Express é livre de
tendéncias.

Para o ensaio de linearidade do método alternativo Compact Dry X-SA o valor do indice de
dispersao (G2,.1) encontrado foi 4,986.

O valor de G (4,986) comparado ao valor de Chi-quadrado x%.1 = 26,125 com graus de
liberdade n-1 e 0,1% comprova que ha linearidade dos resultados, (4,986 < 26,125) pois 0s
valores apresentam-se abaixo do valor teérico tabelado para graus de liberdade n-1 e 0,1%,
revelando que n&o houve dispersdo dos valores encontrados e que a linearidade dos
resultados é satisfatdria assim como a metodologia anteriormente citada.

Conforme Fig.2 pode-se observar que a linearidade do método Compact Dry X- SA possui
valor de coeficiente R2 =0,99 muito préximo de 1, podendo ser confirmado que este método
também é livre de tendéncias.
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FIGURAS E TABELAS:
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Figura 1. Coeficiente de correlacdo linear (R?) e linha de tendéncia para método de
quantificacdo 3M™ PETRIFILM ™ Staph Express. Linha continua de tendéncia do método.
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Figura 2: Coeficiente de correlacdo linear (R?) e linha de tendéncia para método de
quantificacdo Compact Dry X - SA. Linha continua de tendéncia do método.

CONCLUSOES

A partir do estudo concluiu-se que os meétodos alternativos 3M™ PETRIFILM ™ Staph
Express, Compact Dry X- SA e o método tradicional (IN n°62) ndo revelaram diferenca
estatistica significativa (P>0,05) quando as diluicdes foram comparadas, o que comprova a
equivaléncia entre os métodos.

Quanto a avaliagéo de linearidade, percebeu-se que os resultados obtidos para G < 26,125
indicam a proporcionalidade de quantificacdo de diferentes diluicdes em ambos os métodos
alternativos, o que pode ser visualizado conforme Fig.1 e Fig. 2.
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Mediante as conclusdes supracitadas, fica clara a aplicabilidade dos métodos alternativos
testados, como alternativas rapidas, seguras e eficientes na quantificacdo de Staphylococcus
aureus em alimentos.
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