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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi pesquisar Staphylococcus coagulase
positiva em 40 amostras de camardo sete barbas (Xiphopenaeus kroyeri)
inteiro e sem carapaca e cabega (filé), vendidos em dois boxes (A e B) da Feira
do Mucuripe, CE, pesquisar a presenca da bactéria nas maos, cavidades nasal
e oral dos manipuladores de ambos os boxes, bem como verificar a
susceptibilidade do microrganismo isolado aos antimicrobianos comerciais. Das
10 amostras de camaré&o inteiro colhidas dos boxes A e B foram confirmadas
como Staphylococcus coagulase positiva, 30% e 40% respectivamente. Para
0s camardes sem carapaca e cabeca (filé), foram confirmadas 50 e 30% das
amostras dos boxes A e B. Foi constatada através da CPP uma maior
contaminagao nos filés do box A, do que os do box B, o mesmo nao ocorreu
nos camaroes inteiros. Do manipulador do box A, 68,75% das cepas de
Staphylococcus foram coagulase positiva, sendo 31,25% das méaos e 37,5% na
cavidade nasal. Do manipulador do box B, 100% foram coagulase positiva,
sendo 81,25% das méaos e 18,75% da cavidade nasal. Dentre os antibidticos
testados, a vancomicina merece destaque, pois 20% das cepas da cavidade
nasal do manipulador do box A e 7,69% das cepas da m&o do manipulador do
lraox B apresentaram resisténcia-intermediaria a -esta droga, usada
exclusivamente em ambiente hospitalar. De acordo com a ANVISA (RDC N. 21,
12 de janeiro de 2001) os cérﬁarées comercializados na feira livre de pescado
do Mucuripe — CE podem ser classificados como alimento potencialmente

causador de intoxicagbes alimentares.
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Staphylococcus COAGULASE POSITIVA EM CAMARAO
MARINHO SETE-BARBAS (Xiphopenaeus kroyeri)
COMERCIALIZADO NA FEIRA-LIVRE DE PESCADO DO
MUCURIPE — FORTALEZA — CEARA -BRASIL

Rosa Helena Rebougas

1 INTRODUCAO

O pescado & um alimento de excelente valor nutritivo, devido as suas
proteinas de alto valor biologico, vitaminas e &acidos graxos insaturados.
Entretanto €& bastante perecivel, necessitando de condicdes sanitarias
adequadas desde a captura até a manipulacdo e comercializacdo a fim de
chegar ao consumidor como um produto seguro e de boa qualidade
microbiologica (FRANCO; LANDGRAF, 1996; GERMANO, 1993).

O camardo sete barbas (Xiphopenaeus kroyeri) mostra uma ampla
distribuicdo geografica, no Atlantico Oeste, sendo uma espécie de grande
importancia para a pesca no Brasil (VALENTINI et al., 1991).

O elevado consumo de camardes nos mercados interno e externo e a
importancia econtmica desse pescado para o Estado do Ceara tornam
importante 2 pesquisa e monitoramento de problemas que possam por em
risco a qualidade do produto e a saude do consumidor (SANTQOS et al., 2002).

Dentre os alimentos de origem animal aquatica, os camarbes sdo 0s
mais susceptiveis a sofrer alteragbes oxidativas, hidroliticas efou
microbiologicas devido a sua elevada atividade de agua (aw), composig&o
ﬁuimica, alto teor de gordura insaturada e pH proximo a neutralidade
(LANCETTE; BENNETT, 2001).

O pescado pode ser veiculador de uma gama enorme de
microrganismos patogénicos para o homem, a maior parte deles fruto da
contaminagdo ambiental e das condigdoes higiénicas de'manipulagéo. 0]
langamento dos esgotos nas aguas de reservatorios, lagos, rios e no proprio
mar €& a causa poluidora mais comum registrada no mundo inteiro
(CONSTANTINIDO, 1994). No caso particular da pesca maritima, a captura em
aguas costeiras oferece maiores riscos do que a realizada em alto mar. A agua

de alto mar contém quantidades muito pequenas de bactérias por cm?, ao
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passo que as aguas de regides costeiras e os sedimentos podem estar
bastante contaminados, alcangando cifras de até 10° UFClcm’. (LIMA, 1997,
SIKORSKI et al., 1990).

A falta de higienizagao por parte dos manipuladores, na comercializac&o
do pescado, cria uma oportunidade de contaminagao daquele alimento (VIEIRA
et al., 1998).

As pessoas envolvidas na produgao de alimentos podem ser portadoras
assintomaticas de varias doencgas e posteriormente vir a contaminar os
alimentos provocando surtos de origem alimentar. (OLIVEIRA et al., 2003).

Em particular, os manipuladores representam um importante papel
quanto a seguranca alimentar e transmissao de toxinas através de alimentos,
uma vez que neles sdo introduzidos patogenos durante sua producg@o,
processamento, distribuicéo e preparacdo (ANGELILLO et al., 2000). Sendo, os
manipuladores de alimentos, portadores de agentes microbianos, transferem
patdgenos para o pescado; onde encontram um meio propicio para o seu
desenvolvimento, notadamente quando as etapas subsequentes apresentam
deficiéncias tecnologicas (GERMANO, et al., 1993).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), mais de 60%
das doencas de origem alimentar sdo decorrentes de técnicas inadequadas de
processamento, envolvendo microrganismos e parasitas patogénicos, além de
seus produtos toxicos (SIMOES et al. 1999).

O Objetivo do presente trabalho foi pesquisar a presenca de
Staphylococcus coagulase positiva em camardo marinho sete barbas
(Xiphopenaeus kroyeri) comercializado na feira livre de pescado do Mucuripe-
Fortaleza, CE, pesquisar a bactéria nas maos, cavidades nasal e oral dos seus
manipuladores na feira aléem de proceder o antibiograma das cepas isoladas e
identificadas como Staphylococcus coagulase positivas a fim de se verificar o

grau de susceptibilidade do microrganismo aos antimicrobianos comerciais.

1.1 Revisao Bibliografica
1.1.2 Intoxicagao Estafilococica

A intoxicagdo estafilocdcica € uma enfermidade transmitida por
alimentos quando da contaminacdo destes com espécies de Staphylococcus

capazes de produzirem enterotoxinas. Dentre os alimentos frequentemente



¥

Staphvlococcus coagulase positiva em camario Rebougas. R H.

associados a este tipo de intoxicacao incluem o leite e seus derivados, saladas
e produtos carneos (BERGDOLL, 1992).

A intoxicagdo estafilocécica ndo € notificada em diversos paises entre
eles o Brasil, mas cerca de 40% dos surtos ocorridos no periodo entre 1994 a
j998, S. aureus estava envolvido (QUEIROZ, et al.. 2000) Entre os anos de
%983 e 1997, nos Estados Unidos, ocorreram 189.930 casos de intoxicagao
alimentar por S. aureus e 487 casos notificados como surtos, ocasionando 180
hospitalizagcées e 2 mortes (MEAD, et al., 2000).

Segundo Carmo (2002), entre 1995 e 2001, 18.820 pessoas foram
intoxicadas e 17 morreram em Minas Gerais depois de ingerirem alimentos

contaminados com enterotoxinas estafilococicas.

1.1.3 Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus sao cocos Gram-positivos,
pertencentes a familia Micrococcaceae e por dividirem-se em planos diferentes,
guando vistos ao microscopio aparecem na forma de cacho de uva. Séo
facultativas anaerdbias, com maior crescimento sob condigdes aerdbias,
quando, produzem catalase (FRANCO; LANDGRAF, 1996), sendo que algumas
espécies sdo associadas frequentemente a uma ampla variedade de infecgoes
de carater oportunistas, em seres humanos e animais (MARTINS, 1999). As
espécies que se destacam como patogenos potenciais sdo S. aureus, S.
intermedius, S. delphini, S. schleiferi subsp coagulans e varias espécies de S.
hyicus, sendo o S. aureus o mais importante deles (KLOOS; BANNERMAN,
1999). Para a maioria dos laboratdrios clinicos, os isolados de fontes humanas
sendo coagulase positivos sdo sempre considerados S. aureus (LARSEN;
MAHON, 1995).

As bactérias pertencentes ao género Staphylococcus s&o patdogenos
humanos e de outros mamiferos e sdo divididos em dois grupos com base na
sua habilidade de coagular o plasma (reagao de coagulase), importante
propriedade marcadora da patogenicidade (SILVA, 1999).

As bactérias do género Staphylococcus s&o cocos Gram-positivos com
diémetro variando entre 0,5 e 1,5 um, imoveis e nao formadoras de esporos.
Quando visualizadas em microscopio, aparecem em forma de cacho de uva,

por se dividirem em planos diferentes; entretanto, dependendo da idade da
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colénia, podem ser encontradas isoladas, aos pares, agrupadas em tétrade ou,
ainda, em pequenas cadeias (SNEATH et al. 1986; SILVA, 1997, KLOOS;
. BANNERMAN, 1999; FRANCO; LANDGRAF, 2002). A

Sido produtores de enterotoxina e tém um comportamento mesofilo,
apresentando temperatura de crescimento na faixa de 7 a 48,7°C, com 6timo na
faixa de 30 a 37°C. As enterototoxinas sdo produzidas entre 10 e 46°C, com
6timo entre 40 e 45°C (FRANCO ; LANDGRAF 1996).

A presenca do S. aureus nos alimentos é relativamente frequente,
particularmente naqueles submetidos a manuseio intenso, refrigeragéo
inadequada e condig¢des precarias de higiene (ROITMAM, 1988), entretanto o
S. aureus € bastante vulneravel a destruicdo através de tratamento térmico e/ou
a maioria dos agentes de limpeza. Ja as enterotoxinas sao bastante
termoestaveis, ndo sendo eliminadas pela ebuligdo antes de 30 minutos e
resistentes ainda a acdo de enzimas proteoliticas gastrointestinais, tomando-se
por exemplo a pepsina (BENNET,1984).

Ao contrario de outras bactérias potencialmente patogénicas, o S.
aureus destaca-se como a mais tolerante ao sal, suportando concentragoes
que variam de 10 a 20% de NaCl e nitratos, o que torna os alimentos curados
veiculos potenciais para as mesmas. Os estafilococos tém a capacidade de
crescer em valores inferiores aos considerados minimos para as bactérias
ndo-halofilicas. O valor minimo da Aa toleravel pela bactéria é de 0,83,
enquanto em condigdes ideais € de 0,86 (FRANCO; LANDGRAF, 1996). O pH
6timo de desenvolvimento do S. aureus esta na faixa de 6,0 - 7,0 embora o
intervalo para a producgao de enterotoxina seja mais restrito, ficando entre 4,5
e 9,8 (LEITAO, 1988).

As enterotoxinas estafilococicas (Staphylococcal Enterotoxins - SE) séo
caracterizadas com base nas suas reagdes imunologicas. Ja foram
identificadas as toxinas tipo A, B, Cj, Cg,Cg, D, E, G, e H {SOARES et al,
1997). Sao proteinas simples, com peso molecular oscilando entre 26.000 e
30.000 daltons e ponto isoelétrico variando entre 7,0 e 8,6. (FRAZIER, 1993;
FRANCO; LANDGRAF, 1996).

S. aureus sao largamente disseminados no ambiente, sendo o homem e
outros animais seu principal reservatorio. A cavidade nasal € o principal habitat

dos estafilococos no homem e a partir deste foco, atingem tanto a epiderme e
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feridas como o ar, agua, solo e qualquer tipo de objeto que tenha entrado em
contato com o homem (FRANCO; LANDGRAF, 1996). Os estafilococos tambéem
estdo presentes na garganta, faringe, gléandulas mamarias, trato intestinal,
urinario, cabelo e pele em mais de 50% da populagdo humana (ROITMAN,
1988). Embora encontrado com relativa frequéncia como membro da
microbiota normal do corpo humano, o Staphylococcus aureus é uma das
bactérias patogénicas mais importantes, uma vez que atua como agente de
uma ampla gama de infecgdes, variando desde aquelas localizadas, geralmente
superficiais, até algumas disseminadas, com elevada gravidade. (TRABULSI; et
al., 2004)

O processo patoldgico provocado por esta bactéria & tipicamente o de
uma intoxicagdo, ocorrendo apenas quando ha uma intensa proliferacdo da
bgctéria no alimento, no qual, sob condigdes ideais sintetiza toxinas (FRAZIER,
1993). O periodo de incubagdo é curto, variando de 2 a 4 horas e a
sintomatologia, apos a ingestdo do alimento contaminado, varia com o grau de
susceptibilidade do individuo, concentracdo da enterotoxina no alimento e a
guantidade consumida do mesmo. Os principais sintomas sao nauseas,
vémitos, diarréia e dores abdominais, embora em alguns casos possam ocorrer
sudorese, cianose, salivagao intensa e desidratacdo. Os sintomas usualmente
néo persistem mais que 48 horas e a intoxicagao raramente é fatal a menos que
o individuo esteja debilitado (FRANCO; LANDGRAF. 1996).

Staphylococcus aureus € a mais relacionada a casos e a surtos de
intoxicacdo alimentar, devido a capacidade da maioria de suas cepas de
produzir enterotoxinas. Em fung¢ao do risco a saude publica gue sua presenga
representa em alimentos, estabeleceu-se, em diversos paises, a
obrigatoriedade de sua pesquisa e enumeragao, como parte das acgdes de
fiscalizagdo sanitaria de 6rgdos governamentais (SILVA; GRANDA, 2004).

Pesquisadores calculam que aproximadamente 100 milhdes de
individuos, em todos os paises industrializados, contraem doengas (infecgoes e
intoxicagcbes) decorrentes de alimentos, através do consumo de refeigdes e
agua contaminadas (GERMANO; GERMANOQO, 2001).
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1.1.4 Prevengao

A prevencao da intoxicaggo em alimentos pode ser alcangada pelo
controle da sua contaminagdo, mediante praticas adequadas de higiene e
sanificacdo, principalmente no que diz respeito & manipulacdo dos produtos.
Além disso, através da refrigeracdo adequada dos alimentos susceptiveis a
contaminacao e proliferacdo de S. aureus, consegue-se manter as populacées
de bactérias em niveis reduzidos, minimizando o risco de intoxicacdes. Os
alimentos nao devem permanecer por varias horas a temperatura ambiente.
Finalmente, pelo aquecimento dos alimentos, a bactéria é facilmente destruida,
embora a enterotoxina, porventura presente, ndao seja sensivelmente afetada

em temperaturas abaixo de 100°C (ROITMAN, 1988).

1.1.5 Mecanismos de Patogenicidade

A bactéria S. aureus € um microrganismo muito conhecido por sua
patogenicidade ao homem e outros animais, responsavel por uma grande
produgcdo de enterotoxinas e, portanto, agente causador de graves
intoxicagdes, quer seja de origem alimentar ou nao (VIEIRA et al., 2004).

A maioria tem-se atribuido participacdo na patogénese das infecgdes
causadas por esse microorganismo. A mais conhecida € a coagulase, em
virtude de ser a enzima cuja presenga caracteriza a espécie. A coagulagao &
decorrente da transformacgdo da protombina em trombina, que por sua vez,
ativa a formacao de fibrina, a partir do fibrinogénio (TRABULSI et al., 2004).

Outra enzima produzida por determinadas espécies de estafilococos, e
que esta relacionada como fator de viruléncia é a catalase, que atua inatiVando
peroxido de hidrogenio e radicais livres toxicos formados pelo sistema
mieloperoxidase no interior das células fagocitarias e € utilizada para
diferenciar Staphylococcus de Streptococcus (SILVA; GANDRA, 2004).

As toxinas estafilococicas teriam a capacidade ‘de estimular a
proliferagcdo de células T do sistema imunologico, o que nos levaria a
considera-las como superantigenos. Quando estas toxinas alcangam a corrente
sanguinea, devido a seus efeitos sobre os macrofagos e células T, elas

desencadeiam a producéo e liberacao de citocinas, tais como a interleucina-2
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(IL2), que, por sua vez, vai estimular a produgao de TNF-a e de outras citocinas
por outros tipos de células. A produgao dessas substancias em cadeias levam
invariavelmente as manifestacdes clinicas observadas nos pacientes infectados
por bactérias produtoras de superantigenos ou que ingeriram enterotoxinas
estafilococicas (LANDGRAF, 1996; PIAZZA et al. 2004).

Algumas cepas de S. aureus possuem capsulas, geralmente de
natureza polissacaridica, sendo as que apresentam capsulas as mais
resistentes a fagocitose do que as nao capsuladas. A proteina-A é encontrada
na maioria das amostras de S. aureus, e apresenta a propriedade de se ligar a
porcao Fc da IgG, impedindo a opsonizagéao e dificultando a fagocitose, sendo
importante componente da parede celular do S. aureus, atuando na aderéncia
as superficies mucosas (MARTINS, 1999). Desta forma, a proteina A, assim

como a capsula, protege o o. aureus contra a fagocitose (TRABULSI et al.,
2004).

° o PR, 0> b e
O - 0 B o s
o\:-::,f" Q r\\_ -
A bactéria O fagocito & A bactéria produz uma proteina
libera toxinas morto pela (proteina A) que previne a interagéo

toxina entre o anticorpo e o fagécito

prevenindo a fagocitose

A bactéria possui uma capsula A bactéria resiste a morte por produzir
que previne o contato com o antioxidantes (ex.: catalase por
fagacito. Staphylococcus) ou por mecanismos

desconhecidos

FIGURA 1 — Representacdo esquematica de mecanismos utilizados pelas
bactérias para evitar a fagocitose (TRABULSI, 2004).

1.1.6 Resisténcia a Antibidticos
A tolerancia aos antimicrobianos & definida como a capacidade de a
bactéria mostrar-se sensivel a concentragdo inibitéria minima (CIM) do

antibiotico, porém apresenta-se com maior capacidade de sobreviver na
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presenga da droga, ou seja, nao sofre a agdo da concentragdo bactericida
minima (CBM) habitual (OLIVEIRA, et al., 2001).

O advento do uso clinico de sulfonamidas em 1933, e em seguida da
penicilina, em 1941, ievou a constatacdo de que a resisténcia bacteriana aos
~agentes microbianos podia ser uma caracteristica natural das espécies de
bactérias ou ser adquirida por cepas individuais dentro de uma populagdo
sensivel. Alguns S. aureus isolados de material clinico mostravam-se
resistentes a penicilina devido a produgéo de penicilase (TAVARES, 2000).

Na utilizacdo de um antibiético frente a um determinado microrganismo,
torna-se necessario o conhecimento da sensibilidade deste germe. E
p“rincipa|mente para as bactérias que apresentam grande variabilidade e
resisténcia que esta indicada a determinagéo in vitro da sensibilidade aos
antibiéticos, conseguida por meio de antibiogramas (TAVARES, 2001).

O aparecimento de bactérias resistentes a agcao de agentes quimicos
usados na sanitizagao dos equipamentos e utensilios das industrias € um fator
preocupante para a industria de alimentos. Por isso varias pesquisas vem
sendo realizadas no sentido de determinar os mecanismos gue propiciam
resisténcia e a utilizagdo de praticas para contornar esse problema.
Recentemente tem-se reportado o isolamento de amostras de Staphylococcus
aureus com resisténcia cruzada a vancomicina (SANTOS, et al.2002,
TAVARES, 2001).

O uso da vancomicina € indicado para o tratamento de infecgbes
estafilococicas graves em pacientes com alergia a penicilina e infecgbes
causadas por estafilococos resistentes a meticiina e a oxacilina.
Recentemente tem-se reportado o isolamento de amostras de Staphylococcus

aureus com resisténcia cruzada a vancomicina (TAVARES, 2001).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Procedimento das Coletas

v' Camaréao

As amostras analisadas foram provenientes de dois boxes da feira livre
de pescado do Mucuripe em Fortaleza-Ce que comercializam camarao sete
barbas (Xiphopenaeus kroyeri), com carapaga e cabega (inteiro) e sem
carapaga e cabeca (descabecado). As amostras foram coletadas
semanalmente, no final da manha nos meses de outubro de 2004 a abril de
2005, durante 10 semanas, perfazendo um total de 40 amostras. sendo 20 de
cada box (10 com e 10 sem carapaga e cabega).

Os boxes foram escolhidos por sorteio e aqueles que comercializavam

apenas o camarao sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri), foram incluidos.

¥v" Manipuladores

Foi selecionado um manipulador de camarao de cada box, sendo
coletado material das suas cavidades nasal e oral, e das maos. As amostras
analisadas foram coletadas uma unica vez.

Com o auxilio de uma zéragatoa’ umedecida em 10 mL de Caldo BHI,
foi colhido o material da cavidade nasal de ambas as narinas dos
manipuladores, apds serem tocadas com movimentos leves e rotatorios. Para
amostras da cavidade oral foram feitas fricgGes. com movimentos rotatorios,
sobre a lingua, com uma terceira zaragatoa O material das méos foi colhido
friccionando-se uma outra zaragatoa nos espacos interdigitais, unhas, palma e
dorso. (CARVALHO; SERAFINI, 1996).

Todas as amostras foram transportadas ao laboratdorio em caixa
isotérmica, onde foram realizadas as analises microbiologicas, em um tempo

n&o superior a uma hora.
2.1.2 Diluicao das amostras
v" Camarao

Em condigbes assépticas foram pesadas 50 g das amostras, em

seguida procedeu-se a maceragdo em cadinho desinfetado. Logo apods as
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amostras foram homogeneizadas em 450 mL de Agua Peptonada (AP) 0,1%.
Esta preparacdo correspondia & diluicdo de 10" A partir desta foram

preparadas as demais diluicdes (10 2 a 10 ) com AP 0,1% (BENNETT, 2001).

v" Manipuladores

A partir dos tubos de Caldo BHI contendo as zaragatoas (10°) com
material coletado das m&os, cavidade oral e nasal, conforme descrito no item
2.1, foram realizadas diluicdes sucessivas de 10" a 10° em AP 0,1%. Em

seguida, o material foi semear'> em ABP para isolamento de S. aureus.

2.1.3 Isolamento e |dentificacdo de Staphylococcus coagulase positiva

De cada diluigdo das amostras foram tomados aliquotas de 0,1 mL e
pelo metodo de espalhamento, usando-se alga de Drigalski, foram distribuidos
na superficie do meio Agar Baird-Parker (ABP). As placas foram ent&o
incubadas invertidas em estufa, onde permaneceram a 35°C/48h (BENNET,
2001).
¥ Decorrido o tempo de incubagdo, foram contadas as coldnias crescidas
nas placas e delas isoladas 2 a 3 tipicas (negras, pequenas com halo claro de
2 a 5 mm de largura). As colonias foram entao transferidas para Caldo BHI e
incubadas em estufa por 35°C/24h.

As coldnias crescidas em Caldo BHI foram repicadas em tubos com
Agar Triptona Soja-Difco (TSA) inclinado e incubados por 35°C/24h. Apds esse
periodo, os tubos foram conservados a 23°C, em estufa B.O.D (modelo 347
Fanem, Brasil) até as cepas, ja purificadas, serem submetidas a prova

bioquimica de coagulase.

2.1.4 Prova de Coagulase

De uma cultura de 24h em caldo BHI tomou-se uma aliquota de 0,25
mL que foi adicionada em 0,5 mL de plasma citrato estéril de coelho liofilizado,
diluido conforme especificagdo do fabricante. Os tubos foram incubados a
35°C, e as leituras foram realizadas a cada sessenta minutos, até completar
um periodo de inoculacdo de seis horas. A prova foi considerada positiva

guando houvesse coagulagdo do plasma em qualquer grau.
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2.1.5 Prova da Catalase

A partir da cultura de Staphylococcus coagulase positiva crescida em
Caldo BHI a 35°C/24h, adicionava-se 1 mL de Perdxido de Hidrogénio (H202)
a 3%. A leitura era realizada de imediato, sendo a produc&o de bolhas a

positividade do teste.

2-1.6 Contagem Padréo em Placas das Amostras de Camarao (CPP)

Foram realizados testes de contagem padrdo em placas (CPP) das
amostras de camar&o com e sem carapaca e cabecga (filé) oriundas de todas
as coletas de ambos os boxes.

A partir do homogenato do camaréo, diluicdo 10", procedeu-se as
demais diluicées decimais até 10*em AP 0,1%. Em seguida, foram colocadas
porcdes de 0,1 mL, de todas as diluigdes, em placas de Petri e o indculo foi
coberto com cerca de 15 mL de Agar Plate Count -Difco (PCA) previamente
fundido e resfriado. Uma homogeneizacao foi feita através de movimentos
circulares das placas sobre a bancada. Apos a solidificagdo do meio, as placas
foram incubadas invertidas, em estufa a 35°C/48h. Decorrido esse tempo
escolheram-se para serem contadas, as placas que apresentavam um numero
de colbdnias entre 25 e 250. Multiplicava-se esse numero pelo inverso do fator
de diluicdo correspondente, a fim de se obter o numero de Unidades

Formadoras de Coldnias (UFC) por g da amostra.

2.1.7 Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos

Culturas de Staphylococcus coagulase positiva, ja identificadas,
crescidas em TSA inclinado a 35°C/24h, foram selecionadas e emulsionadas
em solucdo salina estéril 0,85% até se obter uma turvacdo equivalente a
turbidez do tubo 0,5 na escala de McFarland. Destes tubos turvos foram
semeadas placas contendo Agar Mueller-Hinton-Difco (MH), com o auxilio de
uma zaragatoa estéril umedecida, removendo-se 0 excesso nas paredes do
tubo. Em seguida os discos de antimicrobianos foram depositados, com o
auxilio de uma pinca estéril na superficie do agar. As placas foram entdo
incubadas em estufa por 35°C/24h e logo apds esse periodo, foram realizados
as medicdes dos halos utilizando-se um paquimetro (KOLETAR, 1995).
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Para os testes de sensibilidade foram utilizados os seguintes
antibidticos: ampicilina 10ug (AMP), cefalotina 30ug (CFL), cloranfenicol 30ug
(CLO), eritromicina 15ug (ERI), oxacilina 1ug (OXA), sulfazotrim 25ug (SFT) e
vancomicina 30ug (VAN). (PEREIRA et al,, 1989).

@ TSA/ 24h

DISCOS DE HALO DE
ANTIBIOTICOS A
E&TshlA INIBIGAQ

MC FARLAND SALINA

0,85%

AGAR MUELLER-
HINTON - DIFCO

FIGURA 2 - Fluxograma do processo de antibiograma, a partir de cepas de
Staphylococcus coagulase positiva isoladas de camaréo e manipuladores dos
boxes A e B.

2.1.8 Calculo das contagens de Staphylococcus coagulase positiva

A partir do niomero de coldnias tipicas coniadas, das diluicbes
inoculadas e da percentagem de coldnias confirmadas, procederam-se 0s
caiculos da seguinte maneira: multiplicou-se o nimerc de coibnias tipicas
apresentadas na placa, pelo inverso da diluicdo, pelo percentual das cepas
confirmadas e pela quantidade do indculo (SILVA, et al., 1897).

Ex: Coldnias tipicas = 30
Diluiggo = 107
Col. Submetidas a confirmagdo =5
Col. Confirmadas = 3 (60%)
inéculio = 0,1 mL
UFC/g = 30x100x 0,6x 0,1 = 180 = 1,8x 10%UFC em 0,1mL do

inbculo.
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o

450 mL AP 0,1%
+
50 g do Camaréo (107)
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AP 0,1%
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FIGURA 3 - Fluxograma de identificacdo de Sfaphylococcus coagulase
positiva a partir de amostras de camarao com e sem carapaca e cabeca (filé)
comercializados em dois boxes (A e B) da Feira Livre de Pescado do Mucuripe

- Fortaleza-CE.
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9 mL BHI
+
po————s SUAB (10%

AP 0.1%
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35°C / 24h
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FIGURA 4 - Fluxograma de identificacdo de Staphylococcus coaguiase
positiva a partir de amostras coletadas de manipuladores de pescado dos dois
boxes A e B.

FIGURA 5 =~ Placa com agar Baird Parker apresentando coifnias tipicas de
Staphylococcus inoculadas a partir de amostras de camardo sete barbas
(Xiphopenaeus kroyeri) comercializado nos boxes A e B.
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450 mL AP 0,1%
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50 g do Camarao (107)
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FIGURA 6 - Fluxograma de Contagem Padrdo em Placas de Sfaphylococcus

coagulase positiva a partir de um indculo puro.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Os manipuladores de alimento tém um papel importante na prevencgao
das toxinfecgdes alimentares. As palavras “higiene alimentar” estdo geralmente
associadas a higiene pessoal, geralmente limitada aos cuidados com as maos.
As maos raramente estdo livres de bactérias. A flora comensal das maos
geralmente consiste de estafilococos (HOBBS; ROBERTS, 1999).

As TABELAS 1, 2, 3 e 4 mostram as contagens de Staphylococcus
coagulase positiva para camardo inteiro e sem carapaga e cabega,
provenientes de dois boxes de comercializacdo de pescado, e que
apresentaram valores acima do permitido pela legislagdo da ANVISA.

A resolugcdo RDC N° 12, de 02 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, estipula um limite maximo para presenga de
Estafilococos coagulase positiva em camardo fresco que ndo sera consumido
cru, de até 10° UFC/g. Segundo esta Resolucdo a enumeragdo de
estafilococos coagulase positiva tem por objetivo substituir a determinagéo de
Staphylococcus aureus. A mudanga no conceito de associar intoxicagao
estafilocdcica apenas a S. aureus, comegou com a descoberta de gue outras
espécies também apresentam a capacidade de produzir enterotoxinas (KLOSS;
BANNERMAN, 1999). Além disso as espécies S. aureus, S. hyicus e S.
intermedius  produzem coagulase e termonuclease, apresentando
caracteristicas morfologicas muito semelhantes, quando semeados em meios
seletivos e diferenciais (SILVA; GANDRA, 2004). Dentre as espécies de
Staphylococcus coagulase positiva pode-se encontrar S. intermedius, S.
aelphini e algumas cepas de S hyicus e S. schleiferi. Com exececdo de
S.aureus essas espécies sdo todas isoladas de animais e raramente de
amostras humanas. Conseqguentemente, para a maioria dos laboratorios
clinicos os isolados de fontes humanas e coagulase positivos sao sempre
considerados S.aureus (LARSEN; MAHON, 1995).

Na TABELA 1 observa-se que em 3 (30%) das 10 amostras de camarao
inteiro, coletadas do Box A foram confirmadas a presenga de Staphylococcus
coagulase positiva com contagens que variaram entre 2x10% UFC/g a 1x10*
UFC/g. Das amostras de camardo sem carapacga e cabega (filé) oriundas do
mesmo Box, 5 (50%) das amostras foram confirmadas a presenga da bactéria,

e suas contagens apresentaram variagdo de 2.4x10° a 1x1 0° UFC/g.



Staphylococens coagulase positiva em camardo... Rebougas, R. H. 17

TABELA 1- Namero de cepas de Staphylococcus coagulase positiva isolados
das amostras de camarao inteiro e sem carapaga e cabega, do Box A
BOX A
{Camarao inteiro)

UrC
N° de Coletas Cepas isoladas c onfigfag?;s (%) Stapb;dococ'c.us
coagulase posifival/g
18 2 50 2X10°
22 3 33,30 3XT
3® 2 50 ! 1X1g°
= ' BOX A :
{Camarao sem carapaca e cabeca - Filé)
UFC
N° de Coletas Cepas iscladas Can ﬁcr:zggz s (%) Staphylococcus
: coagulase positivalg
| g 2 100 2.4X10°
28 2 100
3 2 50 |
42 1 100 i
58 1 100 1410°

A TABELA 2 mostra que em 4 (40%) das 10 amostras de camardo com
carapaga e cabega coletados do Box B foram confirmadas a presenca de
Staphylococcus coagulase positiva, com contagens que variaram de 3x1 0?
UFC/g a 1x10° UFC/g. Em 3 (30%) das amostras de camarfo sem carapaca e
cabeca (filé), oriundas do mesmo Box, foram confirmadas a presenca de
Staphylococcus coagulase positiva , com contagens variando de 4x10% a 3x10*
UFC/g.

Resultados semethantes foram encontrados por Anand et al. {2002) ac
analisarem a qualidade bacteriologica de alimentos de corigem marinha em
Tamil Nadu, India, encontraram contagens de S. awreus em camarbes
marinhos variando entre 0 e 10° UFC/g.

Contrariando os resultados desta pesquisa, Albuguergue (2004)
pesquisando a presenca de S. aureus em camarado marinho comercializados na
feira livre de pescado do Mucuripe, Fortaleza, Ceara, ndc encontrou em
nenhuma das 80 amostras analisadas contaminacao por S. aureus. No entanio,
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os testes aplicados pela autora foram especificos para S.aureus o que n&o
aconteceu nessa pesquisa. O objetivo do presente trabalho foi seguir a
legislacdo vigente, que exige a contagem de estafilococos coagulase positiva e
nao especificamente S.aureus, entdo, o numero de células encontradas
poderia pertencer a qualquer outra espécie que apresentasse essa propriedade
(coagular plasma de coelho), jé citadas anteriormente. Qutrossim, tendo em
vista que a bactéria foi primeiramente enumerada em camardo nao se pode
afirmar, a n&o ser com outros testes, que seja S.aureus.

Vieira et al. (1998) quantificando S. aureus em 30 amostras de camar&o
fresco, oriundas da feira livre de pescado do Mucuripe, Fortaleza, Ceara,
verificaram que 10% (3 amostras) estavam contaminadas com o referido
microrganismo.

Segundo Baird-Parker (1990), a intoxicagdo normalmente ocorre quando
ha uma intensa proliferacdo do microrganismo no alimento, com valores

superiores a 10° UFC/g, fornecendo condicdes para a formagéo de toxinas.
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TABELA 2-

das amostras de camarae inteiro € sem carapaca e cabega do Box B.

Numerc de cepas de Staphylococcus coagulase positivalg isolados

BOXB
{Camaragc inteiro}

‘ i UFC
¥° de Coletas Cepas isciadas Co nﬁf:\igzs (%3 Staphyioccoccus
i 2 coaguiase positivalg
= 2 100 ax1o°
2 2 50 X1¢°
3* o5 33,30 LoXIT
48 | 1 | 100 T axae
| | |
BCXB
{Camaric sem aaraeaea e cabeca - Filé}
Coaiia | UrC
N° de Coletas Cepas iscladas | f‘nnﬁnnig as (%) E Siaphyiccoccus
§ 1 <RS7 ¢ | coagulase positivaig
;i ' 2 160 | 4X10°
|
29 1 100 f; 1,3X14¢°
3 5 1 100 ! 33X
i i

As amosiras coletadas dos manipuladores dos Boxes de
comercializacdo de pescado A e B esido represeniadas na TABELA 3. Neia
observamos que, das amosiras coletadas do manipulador do Box A, 11
{68,75%) cepas iscladas de Sfaphylococcus foram coagulase positiva, sendoc 5
(31,25) encontradas nas maos e 6 {37,5%) na cavidade nasal. Da mesma
maneira, para o manipuiador do Box B, 16 (100%) cepas isoladas foram

coagulase positiva, sendo 13 (81,25%) provenientes das macs e 3 {18,75%)} da

cavidade nasal. Em funcdc dessas cepas de Siapfiyfococcus coagularem ©
plasma de coetho e terem sido iscladas do homem (LARSEN; MAHON, 1985},
subtende-se que elas sac S. aursus.

A n3o confirmac3c da presenca de esiafilococos coagulase positiva
provenientes da garganta dos manipuiadores, talvez, seja devido ao faio de
que a coleta ndo pdde ser realizada de forma correta. Albuquerque (2004)
conseguiu identificar S. aureus na garganta, maos e cavidade nasal de dois

manipuiadores de pescado da mesma feira livre.



Staphylococcus coagulase positiva em camardo... Rebougas, R. H. 20

TABELA 3- Numero de cepas de Staphylococcus coagulase positiva isoladas
das maos, cavidade nasal e oral dos manipuladores dos Boxes (A e B) de

venda de camarao na Feira Livre de Pescado do Mucuripe em Fortaleza - CE.

BOX A
Oggzgrgzs N° de Amostras Cepas Isoladas GEhin C(g/?)f Iemades
Maos 1 5 31,28
Cavidade Nasal 1 6 375
Cavidade Oral 1 5 0
TOTAL 3 16 68,75
BOX B
Opigce)r;rgzs N° de Amostras Cepas Isoladas Gepes C(f))/:)firmadas
Maos 1 13 81,25
Cavidade Nasal v 3 18,75
Cavidade Oral 1 0 0
TOTAL 3 16 100

A FIGURA 7 mostra um grafico, onde se observa que todas as cepas de
Staphylococcus, coletadas das maos dos manipuladores dos Boxes A e B,
foram coagulase positiva.

Segundo Almeida (1€.5), a presenca de organismos patogénicos nas
méaos representa grende importancia epidemioldgica, devido a possibilidade de
transferéncia dos mesmos ao alimento.

Da amostra coletada da cavidade nasal do manipulador do Box A, em
100% das cepas foram confirmadas Staphylococcus coagulase positiva,
enquanto a amostra da cavidade nasal do manipulador do Box B em apenas
33,30% das cepas isoladas foram confirmadas a presenga da bactéria. O
mesmo resultado foi obtido por Albuguerque (2004) ao obter 83,3% e 33,30%
de confirmacdo de S. aureus da cavidade nasal de dois manipuladores de
pescado da feira livre do Mucuripe.

A portaria SVS/MS de numero 236, 30 de julho de 1997, da Secretaria
da Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude (ANVISA, 1997) recomenda no

Anexo 1, item 7 sobre a higiene pessoal e requisito sanitario, que “toda pessoa
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gue trabalhe numa area de manipulagdo de alimentos deve, enguanic em
servico, iavar as maos de maneira fregienie e cuidadosa com um agenie de
limpeza autorizado e com agua corrente potavel fria ou fria e quente.” Ainda na
mesma portaria recomenda que “a constatacic ou suspeila de que ©
maniputador apresenta aiguma enfermidade ou probiema de satide que possa
resultar na transmissdc de perigos 20s alimentos ou mesme gue seiam
portadores ou sdos, deve impedi-lo de entrar em qualguer drea de manipulacdo
Ou operacac com alimentos se existir a probabilidade da contaminacéo destes.”

Das amosiras coletadas da cavidade oral de ambos manipuladores,
nenhuma das cepas foram confirmadas como Sfaphyiococcus coaguiase
positiva.

Segundo Vieira {2004) nao se deve criar probiemas de ordem sociat ac
se despedir um manipulader em virtude de ser um carreador de bactérias. Ele
deve ser orientado a nao lidar com alimentos, mas se o fizer, deve sercom ¢

maior critério e sob exceientes condigdes de higiene.

FIGURA 7 - Percentual das cepas Sfaphylococcus coagulase positiva, iscladas
das maos, cavidade nasal e oral de manipuladores de dois Boxes {A e B} de
venda de camardo da Feira do Mucuripe, CE.

O método da Contagem Padréoc em Piacas (CPP) foi realizade a fim de
se sstimar o ndmero de células vidveis das amosiras de camardo marinho.
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A Contagem Padrdo em Placas (CPP) € uma metodologia muito usada,
embora n&o conste mais na legislagéo brasileira para pescado ja que muitas
vezes um numero grande de microrganismos nao significa, necessariamente,
um pescado inaceitavel para o consumo e vice-versa (VIEIRA; TORRES,
2004). y ot

A TABELA 4 mostra os resultados obtidos nas contagens padrdo em
placas para as amostras de camarao, com carapaca e cabega, dos Boxes A e
B.

A TABELA 5 mostra os resultados obtidos nas contagens padrao em
placas para as amostras de camarao, sem carapaca e cabeca. dos Boxes A e
B.

A alta carga bacteriana em alimentos pereciveis pode indicar abuso
durante o armazenamento do produto em relagdo ao bindémio tempo x
fator crucial

temperatura, para o desenvolvimento de microrganismos

(FRANCO; LANDGRAF, 1996).

TABELA 4: Resultados das Contagens Padrédo em Placas (CPP) UFC/g das
amostras de camarao com carapacga e cabega coletados dos Boxes A e B, da

Feira de Pescado do Mucuripe, CE.

s Contagens
Box A | Box B

12 Coleta =10 <10
22 Coleta 3.6X10” 3.8X10°
32 Coleta T=qg 32,5X10"
42 Coleta - |6x10° — |=250
52 Coleta 62,5X10° 17,5X107
62 Coleta 2,6X10° 5.5X10
72 Coleta 4,9X10" =10
82 Coleta |>250 3,7X10%
92 Coleta 15,5X107 <10
102 Coleta <10 <10
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TABELA 5: Resultados das Contagens Padréo em Placas (CPP) UFC/g das
amostras de camardo sem carapaca e cabeca (filé) coletados dos Boxes A e B

da Feira de Pescado do Mucuripe, CE.

o o Contagens
Box A l Box B

12 Coleta 46 7 %07
22 Coleta B 75 L <10
32 Coleta 19%10" 10,8X10°
42 Coleta — |5250 45X10%
52 Coleta 5,3X10° 98,5X107°
62 Coleta 7,6X10° <10
.72 Coleta 17.5X10° >250
82 Coleta 2,1X10° 7,8X10°
92 Coleta > 250 <10
102 Coleta <10 <10

De acordo com as contagens padrao em placas realizadas, para
microrganismos mesofilos, verificamos uma maior contaminagdo nos
camardes sem carapaca e cabeca do Box A em comparagao aos adquiridos
no Box B. O mesmo ndo se pode afirmar dos camardes inteiros. Os dois
boxes, nesse caso, apresentam os produtos com contagens semelhantes.
Contagens a 37° C ndo se correlacionam com deterioragdo, uma vez que as
psicréfilas € que alteram o pescado (SIMMONDS; LAMPRECHT,‘1980b),
Segundo SIMMONDS; LAMPRECHT (1980a), as enzimas proteoliticas do
musculo do pescado e as de origem bacteriana tém um papel mais importante
na deterioracdo do pescado tropical do que as das espécies de aguas frias,
razdo por que os peixes tropicais podem deteriorar-se mais rapidamente em
temperaturas ambientes. As contagens de mesofilas sao usadas mais como
um controle na qualidade dr pescado. E importante se saber se o pescado
estda mais ou menos contaminado para se desenvolver um bom plano de

qualidade.
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As TABELAS 8 e 7 mostram o perfil de sensibilidadefresisiéncia para
cepas isciadas de camardo com e sem carapaca € cabeca dos Boxes Ae B,

Sessenia por cenio (60%) das cepas de Siaphyiococcus coagulase
positiva iscladas dos camarfes do Box A foram resisientes a ampiciina e a
eritromicina {Tabela 8, Figura 8). As cepas isoladas ¢gos camarges do Box B
também apresentaram resisténcia aos mesmoes antibidticos sende em maiores
proporgdes: 85,71% a eritromicing & 100% a ampicilina (Tabela 7, Figura 8).

TABELA 6: Perfil de sensibilidade/resisiéncia de cepas de Sfaphyiococcus

$

e |  SENSIVEL INTERMEDIARIO | RESISTENTE
ANTIBIOTICO | : = s
| - % f R o= F o %
y } i
OXACILINA & 100 | O o | O 0
ERITROMICINA ; z | 40 0 o I % | &
I 4 i
CLORANFENICOL| 5 | 100 0 g 1 8 i ¥
! | t i
AMPICILINA |~ 2 § A 0 g. § 3 &0
CEFALOTINA | 3 | 75 1 95 | & 0
J & i
VANCOMICINA | 2 100 g 8 1 i
SULFAZOTRIN | 4 100 B ] b | B
: i i
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CFL — cefaloting; VAN — vancomicing; SUT — suilfazotnim.

2, 22 AL

FIGURA 8 - Percentual de resisténcia aos antimicrobianos, das cepas de
Staphyiococcus coagulase positiva, isoladas de camarie com e sem carapaca

e cabega do Box A, da Feira de Pescado do Mucuripe, CE.

TABEL A 7: Perfil de sensibilidade/resisténcia de cepas de Siaphyioccoccus

i Ay de ca 26 CO ca cabega d
coagulase positiva iscladas de camarao com e sem carapaca & cabega 4o 5o

B, da Feira de Pescado do Mucuripe, CE.

] SENSWEL | INTERWEDIARIO | RESISTENTE
ot BRE=1 IR ELELY ] : = T o

S % n o R el T e

OXACILINA b 7 100 0 . % @ 1 B
ERITROMICINA 3 1428 | 0 0 | 8 | 8571
CLORANFENICOL| & | 7143 | 2 | 2857 | 0 | ©
AMPICILINA 8 ¢ | 0 g | T | w08
CEFALOTINA | 6 | 8571 | 1 1428 | 0 | ©
VANCOMICINA | 6 | 8571 | 1 1229 | 0 | ©
SULFAZOTRIN | & 8571 | 1 1420 | 0 | 0O
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OXA ERI CLO AMP CFL VAN SUT

o T

OXA — oxacilina; ERI — eritromicina; CLO — cloranfenicol, AMP — ampicifina;
CFL — cefalotina; VAN — vancomicina; SUT — sulfazotrim.

FIGURA 9 - Percentual de resisténcia acs antimicrobiancs, das cepas de
Staphylococcus coagulase positiva, isoladas de camardc inteirc e sem
carapaca e cabeca do Box B, da Feira de Pescado do Mucuripe, CE.

anfo a ampicilina como a eritromicina t&m um largo espectro de agdo
sobre as bactérias gram posilivas & sdo semelhanies & penicilina G
(TAVARES, 2001).

de peixes enconiraram 72,72% e ©3,63% de cepas resisienies a eriiromicina e
a ampicilina. O grande problema desses achados € o fato da circulagdo de
bactérias com genes de resisténcia a antibidticos comumente usadoes.

A TABELA 8 mostra ¢ perfii de resisiéncia para cepas de
Staphylococcus coagulase.positiva isoladas dos maniputadores {(Box A e B ge
acordo com o sitic de coleta (méo e cavidade nasal).

A oxacilina, eritromicina € sulfazolrim mosiraram-se cem por cento
(100%) eficientes para as cepas testadas das maocs e cavidade nasal do

manipulador do Box A As cepas isoladas da mio do manipulador A
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apresentaram, 20%, 40% e 20% de resisténcia aos antibioticos cloranfenicol,
ampicilina e cefalotina, respectivamente. Da cavidade nasal do mesmo
_manipulador, apresentaram resisténcia a ampicilina 5 (100%) das cepas
analisadas e 1 (20%) cepas foi resistente-intermediaria a vancomicina.

Resultado semelhante foi obtido por Vanzo e Azevedo (2003) ao testar o
perfil de resisténcia a antibidticos e a quimioterapicos de cepas de S. aureus
isoladas de manipuladores de alimentos de Unidades de Alimentagdo e
Nutricdo de Ribeirdo Preto — Sdo Paulo. Nenhuma das cepas mostrou-se
resistente a oxacilina. Todas (100%) foram sensiveis ao antibiotico sendo
chamadas “Staphylococcus aureus sensiveis a oxacilina”, cepas OSSA. O
mesmo aconteceu para as cepas isoladas das maos e da cavidade nasal do
manipulador do Box B. No entanto, foram encontradas cepas resistentes a
eritromicina (15,38%), ampicilina (66,67%), vancomicina (7,69%) e sulfazotrim
(7 ,69%) isoladas das maos desse manipulador do Box B. Além do que, 66,67 %
também, das cepas isoladas da sua cavidade nasal e mao apresentaram
resisténcia a ampicilina.

Albuquerque (2004) ao analisar o perfil de resisténcia a antibidticos de
isolados de S. aureus, provenientes de manipuladores de pescado de dois
boxes de comercializacdo da feira de pescado do Mucuripe, Fortaleza, Ceara,
‘encontrou cem por cento (100%) das cepas, dos trés sitios de coleta (mé&o,
‘cavidade nasal e oral), resistentes a ampicilina e 40% das cepas provenientes
da cavidade nasal, de um dos manipuladores, com resisténcia intermediaria a
‘vancomicina. Portanto os dados da atual pesquisa corroboram com os de
Albuquerque (2004). -

Um fato importante e preocupante foi a presenca de uma cepa das
amostras isoladas da cavidade nasal do manipulador A e outra das amostras
isoladas da m&o manipulador B apresentarem resisténcia intermediaria a
vancomicina, visto, ser esta droga a escolhida para o tratamento de infecgbes
-para "Staphy/ococcds aureus resistentes a meticilina” (MRSA) nas ultimas trés
décadas (LINARES, 2001).
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4. CONCLUSOES

Baseado na legisiacdo da ANVISA (RDC N. 21, 12 janeiro de 2001) os
camardes comercializados na feira livre de pescado do Mucuripe podem ser
classificados como um alimento. potencialmente causador de intoxicagoes
alimentares, visto que mesmo sofrendo cozimento estes crustaceos nao terdao

suas toxinas bacterianas inativadas.

Os manipuladores de pescado da referida feira de comercializagédo
devem ser orientados para a importancia dos habitos de higiene e sobretudo
para as temperaturas das bancadas dos boxes.
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ANEXO - Meios de Cultura e Reagentes
1 — AGUA PEPTONADA

2 — CALDO INFUSAO DE CEREBRO E CORAGAOQO (BHI) (Difco-0037-
01)

A preparacdo deste meio foi realizada conforme as instrugdes do
fabricante. Assim, 37 g do produto desidratado foram pesados e adicionados a
1.000 mL de agua destilada. A seguir, apos a dissolugdo completa, o meio foi
distribuido em volumes de 5 mL em tubos 15 x 160 mm e esterilizados em
autoclave a 121°C por 15 minutos, sendo o pH final 7,4. Decorrida a

esterilizacdo, e o meio ja resfriado, o mesmo foi mantido em geladeira.
3 — AGAR BAIRD-PARKER (Merck)

No preparo deste meio foi seguida a técnica recomendada pelo
fabricante. Assim, 63 g do meio desidratado foram adicionados a 1.000 mL de
agua destilada e a seguir aquecido até a ebulicdo, a fim de se obter a
dissolucdo completa dos ingredientes. Em seguida, o meio foi esterilizado em
autoclave a 121°C por 15 minutos e, posteriormente, resfriado a + 50°C,
guando entdo, eram adicionados em 50 mL de emulsdo de gema de ovo e 3
mL de solugdo de telurito de potassio a 1%. Em seguida, o meio era distribuido
em placas de Petri esterilizadas, em volumes de aproximadamente 15 mL, e
apos sua solidificagdo eram depois mantidas em geladeira a 4°C por um
periodo nao superior a 48 horas.

3.1 — Preparo da Emulsdo de Gema de Ovo (Segundo SIQUEIRA,
1995)

Ovos frescos de galinha eram lavados e imersos por algum tempo (nao
menos que trés minutos) em alcool a 70%. Posteriormente os ovos eram
retirados da solugdo de alco~|, flambados e, uma vez abertos assepticamente,

as claras eram separadas das gemas e entdo com o auxilio de uma pipeta de
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10 mL estéril, as gemas eram transferidas para um erlenmeyer também estéril,
adicionando-se-lhe igual volume de solugdo salina a 0,85% estéril e, em
seguida, homogeneizada com movimentos rotatorios. Para cada 95 mL do

meio basal sdo adicionados 5 mL da emulsdo de gema de ovo.
4 — AGAR TRIPTONA SOJA (TSA) INCLINADO (Merck 1.05458)

O meio era preparado de acordo com as instrugdes do fabricante. Logo,
40 g do produto desidratado eram dissolvidos em 1.000 mL de agua destilada.
A mistura era agitada e fervida até completa dissolugdo e, em seguida, o meio
era distribuido em volumes de 5 mL em tubos de 12 x 120 mm, e esterilizado
em autoclave a 121°C por 15 minutos. Apos a esterilizagdo, os tubos eram
mantidos em posigé@o inclinada até a solidificagdo do meio, de forma a se ter
uma base de aproximadamente 2cm de altura e uma parte inclinada. Apés a

solidificacdo do meio, eram mantidos em geladeira a 4°C.
5- PLATE COUNT AGAR (Merck CM 325)

O meio era preparado de acordo com as instrugdes do fabricante. Logo,
17,5 g do produto desidratado eram dissolvidos em 1.000 mL de agua
destilada. Em seguida, o meio foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15
minutos e, posteriormente, o meio era distribuido em placas de Petn

esterilizadas, em volumes de aproximadamente 15mL.
6 — PLASMA DE COELHO LIOFILIZADO (CECON)

Segundo o fabricante, o plasma de coelho liofilizado foi diluido em 3 mL

de agua destilada estéril.
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