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RESUMD

Foram realizados ensaios para a determinacao do nGmg

ro mais provavel de 43 linhagens de Staphylococcus aureus.

Apos uma serie de ensaios preliminares, usando dife
rentes meios de cultura e modificando-lhes em alguns componen
tes ou mesmo acrescentando outros, foi finalmente escolhido o

meio BHI como meio basal para os estudos.

As alteragoes efetivadas nesse meio proporcionaram u
ma recuperacao altamente satisfatoria para os estafilococos en
saiados. Basicamente essas alteragoes constaram do acrescimo

de NaCl a 10% e vermelho neutro a 0,01 e 0,001 % .

Alem das linhagens caracterizadas como coagulase e
DNA'se positivas, foram tambem utilizadas, nos ensaios com o
meio proposto para a determinagao do NMP, linhagens negativas
para esses testes, bem como linhagens reconhecidamente entero-

toxigenicas.

Foi testado tambem com esse meio, uma linhagem de

Micrococcus (Micrococcus glutamicus) para ser determinado o po

der inibidor do corante em relagao ao crescimento desse micro
organismo. Esse procedimento foi adotado tendo em vista que o

Micrococcus sp. apresenta condigoes de desenvolvimento nos subs

tratos contendo alta percentagem de NaCl. Pelo menos para a
Tinhagem testada, nao houve crescimento algum; nem apos 72 ho

ras de incubacao.

Uma das principais vantagens desse meio e que pode



rao ser feitos, apos a leitura dos tubos para o numero mais
provavel, os testes respectivos de coagulase e DNA'se. Esses
testes mostraram ser bastante efetivos, tendo em vista que 1o
go nas primeiras horas de incubacao ja foram evidenciados 0s
resultados positivos. Para a verificacao de falsos resultados
positivos, foram usadas duas linhagens coagulase e DNA'se nega

tivas e os resultados nao foram diferentes.
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SUMMARY

The most probable number (MPN) technique is frequen-
tly used in food microbiology. However, many individuals are
not able to understand the real meant of the method, because

the statistics involved on it.

To overcome these difficulties, a review about it
was introduced in this work. Certain theoretical and mathema-
tical considerations in regard to the dilution method for esti

mating bacterial densities were presented.

About 43 Staphylococcus aureus strains were used ,

some of them are enterotoxins producer (food-poisoning staphy-
lococci); the last were obtained from the "Food Research Insti

tute", University of Wisconsin, Madison.

The basal BHI broth was used as proposed medium ,
added of 10% NaCl and neutral red at 0,01 and/or 0,001% final
concentration. This modified medium has presented a good per-

formance to Staphylococcus aureus recovering. About 70% of

strains presented more then 100% of recovering, compared to
control medium (BHI agar). Furthermore, it was possbile to
perform the DNA'se and coagulase tests using the MPN proposed
medium. Thus, becoming easier and more practical the enumera

tion and characterization of Staphylococcus aureus.




I - INTRODUCAD

0 metodo do numero mais provavel (NMP) tem sido reco
mendado por pesquisadores e autoridades, como sendo o mais efi
ciente na enumeracao de microorganismos presentes em pequeno

numero nos produtos alimentares (menor do que 10/g).

Embora nao seja tao eficiente como o metodo padrao
de contagem em placa, tem certas vantagens sobre certos tipos
de experimentos, como no caso da determinacgao de bacterias en
terotoxigenicas. O meio liquido usado para a determinagao do
numero mais provavel pode ser testado para a verificacao da
presenca de toxinas, como por exemplo, das enterotoxinas esta
filococicas em alimentos. Pode, tambem, ser utilizado pelos
setores de fiscalizacao para a presenga residual de inibidores
labeis, como o NO2 ou certos antibioticos. Esses recursos sao
comumente empregados nas fazendas como meio de eliminar a flo
ra de contaminagao de produtos, como o leite, devido a frequen

te condicao higienica insatisfatoria, empregada durante a mani

pulagao do produto.

Alem da efetividade desse metodo na enumeragao de bai
xas densidades bacterianas, e igualmente eficiente ou mesmo o
indicado para a analise de certos produtos alimentares, onde

o metodo de contagem em placa torna-se dificil ou impraticavel.

0 objetivo do presente trabalho prendeu-se ao fato
de, embora o metodo oficial contenha uma concentragao razoavel
mente elevada de NaCl, essa quantidade de sal nao e suficiente

mente efetiva para eliminar a maioria dos organismos halotole



rantes.

Alem disso, um dos grandes problemas na determinacao
das enterotoxinas estafilococicas esta em se utilizar um meio

adequado ao seu pleno desenvolvimento.

Foram desenvolvidos meios 1iquidos para que esses in
convenientes sejam minorados, e testados com linhagens de S.
aureus, devidamente caracterizadas e tipificadas de acordo com

os padroes internacionais.



IT - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Staphylococcus aureus

1.1 - Evoluc3ao taxonomica

Em 1878 Robert Koch descreveu pela primeira vez os
estafilococos em pus humano. Dois anos depois, Pasteur culti
vou o organismo em um meio liquido e, no ano seguinte, Alexan
der Ogston, na Escocia, demonstrou que esses organismos descri
tos por Robert Koch eram patogenicos para ratinhos e cobaias,

dando-lhes o nome de Staphylococcus (1882). Dois anos mais tar

de, Rosenbach conseguiu isola-los em cultura pura, caracteri -

zando-os em duas especies: Staphylococcus (pyogenes) aureus e

Staphylococcus (pyogenes) albus, que sao agora classificados

em generos separados, dentro da familia Micrococcaceae. Julia

nelli, em 1930, introduziu a primeira classificagao dos estafi
lococos baseada nas diferengas das estruturas antigenicas, e

em 1942 Fisk desenvolveu o metodo da tipificacao com bacterio-

fagos (]2).

(14, 15) (17)

Evans e Evans & Niven em 1950 recomenda

ram o estudo do metabolismo anaerobico do D-manitol como crite
rio importante na diferenciacao entre o S. aureus e outros co

cos catalase positiva.

Um estudo sobre a taxonomia dos generos Micrococcus

e Staphylococcus realizado em 1955 por Evans, Bradford e Ni-
(16)

ven levou os editores da 7a. edicao do Manual de Bergey(7)



a fazerem a separagao entre os dois generos (Micrococcus e Sta

phylococcus) baseados na fermentagao anaerobica do D-manitol e

da glicose, englobando-os na familia Micrococcaceae. Na 8a. e

digao do mesmo manual (8), essa classificagao foi mantida sem

alteracgoes.

Mossel (34) endossa a eficacia da chave de classifi-
cagao dada na 7a. edigao de Bergey, usando o criterio da fer-
mentagao do D-manitol, em combinacdo com o teste da coagulase,
para distinguir o S. aureus de outros cocos catalase positiva.
O0s estafilococos coagulase negativa podem ser facilmente dis-

tinguidos dos micrococos pelo teste de tolerancia ao oxigenio.

Atualmente tem-se dado muita enfase as caracteristi-
cas fisico-quimicas do S. aureus como meio de classificagao
Dentre elas, a producao de coagulase e de nuclease termo-resis
tentes tem sido consideradas como sendo criterios praticos mais

(6, 11, 19, 28, 29,29a, 48)

eficientes Numerosos metodos e

tecnicas tem aparecido para a realizacgao destes testes.

Recentemente, varios pesquisadores tem apresentado i

numeras sugestoes praticas para estabelecer um criterio taxono

mico mais adequado para a familia Micrococcaceae (50, 5]), ba

seadas nas atividades bacterioliticas padroes dos Staphylococ-

cus.

1.2 - Interesse historico como patogeno humano

0 interesse historico dos estafilococos como patoge-

no humano foi grandemente evidenciado em 1928 (12), devido a



um tragico acidente ocorrido em Bundaberg (Australia). De 21
criancas inoculadas com vacina anti-difterica de um unico fras
co, mantido a temperatura de ambiente subtropical por varios
dias, 16 ficaram doentes dentro de cinco a sete horas com vomi
to, diarreia, febre alta, apatia, cianose e convulsoes. 20 das
criangas morreram dentro de dois dias, e a que sobreviveu de-
senvolveu abscesso estafilococico no local da injecao. 0s re
sultados dos estudos subsequentes sugeriram que a morte prema
tura fora devido a toxina elaborada pelo estafilococo cultiva-
do no frasco. Um tipo diferente de toxina estafilococica, ca

paz de causar intoxicagao alimentar, foi descrita bem mais tar

de por Dack e chamada de "enterotoxina".

2. Principais Caracteristicas do S. Aureus

2.1 - Morfologia

Os estafilococos sao organismos imoveis e nao esporu
lados, variando seu diametro de 0,7 a 1,2 micras. Os cocos in
dividuais das linhagens patogenicas tendem a ser ligeiramen-
te menores do que aquele das linhagens nao patogenicas. Todos
sao Gram positivo, mas nas culturas individuais e nas culturas
velhas podem tornar-se Gram negativo. O crescimento caracte-
ristico em formas de "cachos de uva", que resulta das divisdes
irregulares em tres direcoes perpendiculares entre si, e mais

notavel nos meios solidos. Nos meios 1Tquidos quase sempre for

mam cadeias curtas. Embora essa ultima caracteristica possa

(]

ser confundida com a dos estreptococos, a diferenciagao nao



normalmente dificil, uma vez que os estafilococos raramente
formam cadeias contendo mais do que quatro membros, enquanto
que as cadeias dos estreptococos sao usualmente mais longas.
Formam colonicas circulares e convexas, de superficie lisa ou
ligeiramente granulosa com bordos regulares ou as vezes leve-
mente irregulares. A cor dessas colonias apresenta uma serie
de tonalidades, variando do branco ao alaranjado e 1limao. A
maioria das linhagens patogenicas para o homem forma colonias
douradas as quais, em meio agar/sangue, tornam-se circundadas
por uma vasta zona clara de hemolise. Alem disso, quase todas
as racgas patogenicas elaboram uma enzima conhecida como "coagu

lase", que coagula o plasma sanguineo (humano ou de coe]ho)“72

2.2 - Metabolismo

O0s estafilococos estao entre as mais resistentes de
todas as bacterias nao esporuladas (]2), podendo sobreviver por
meses na superficie de um meio com agar selado e conservado a
4°C. A maioria das linhagens & relativamente resistente ao ca
lor, suportando temperaturas de 60°C por meia a uma hora. Em-
bora altamente susceptiveis aos agentes bactericidas de certos
corantes basicos, como a violeta genciana, sao mais resisten-
tes do que a maioria das bacterias a desinfetantes como clore
to de mercurio e fenol, mostrando tambem grande tolerancia a
certos sais, alem do cloreto de sodio, incluindo o cloreto de
17tio, telurito de potassio, cianeto de potassio e azida sodi-
ca. Via de regra, toleram bem certos antibjoticos, notadamen-

te a polimixina e a penicilina.



As linhagens tipicas de estafilococos crescem pronta
mente num meio quimicamente definido contendo 14 aminoacidos ,
glicose, sais e dois fatores trago de crescimento - tiamina e
acido nicotinico. Sao facultativamente anaerobicos, mesofilos,
com melhor desenvolvimento em condigoes aerobicas a temperatu
ras variando de 35 a 43°C, com pH entre 7,0 e 7,5. Nas cultu
ras provenientes de produtos alimentares nao submetidos a tra
tamentos tecnologicos, o peroxido de hidrogenio nao se acumula
nas condicoes aerobicas, porque, ao contrario do que ocorre com
0 pneumococo, 0 organismo elabora a catalase. A maioria das
linhagens patogenicas fermenta o D-manitol e glicose em condi
¢oes anaerobicas, alem da produgao de pigmento amarelo, hemoli
sina, coagulase, desoxi-ribonuclease e muitas outras enzimas
usadas em sua cafacterizagéo. Particularmente, os estafiloco-
cos elaboram enzimas lipoliticas que os tornam resistentes aos

1ipidios bactericidas.

2.3 - Toxinas

Desenvolvidos em meios artificiais de composigcao de
finida , os estafilococos patogenicos liberam diferentes "exo
toxinas". As toxinas comumente elaboradas sao a leucocidina
hemolTtica, a enterotoxina e as hemolisinas (em numero de qua-
tro), imunologicamente diferentes. Uma unica linhagem pode

produzir mais do que um tipo imunologico de hemolisina (]2).

A enterotoxina e elaborada apenas por um numero limi
tado de linhagens estafilococicas, sendo imunologicamente dis

tintas de outras toxinas produzidas por esses organismos. Em-



bora seja uma proteina basica contendo alto teor em lisina, e

resistente a tripsina e ao calor.

Cerca de cinco tipos sorologicamente distintas de en
terotoxina s3o atualmente conhécidos (A, B, C, D e E). Ha evi
dencia (5) de que a toxina C seja na realidade duas toxinas (C

e C]). Esse fato parece ter sido aceito pelo Food Research
Institute" (FRI), que possui na sua colecao uma linhagem de S.

aureus classificada como FRI 137 C].

0s estafilococos sao importantes como agentes de in
toxicagao e de infecgoes humanas. Ha um consenso geral de que
as enterotoxinas que causam intoxicagao alimentar possam tam-

bem tomar parte nessas infecgoes (43)

As intoxicagoes alimen
tares por estafilococos constituem um dos tres tipos mais co
muns de intoxicacao alimentar nos Estados Unidos. Aproximada-
mente 25 % de todas as doengas disseminadas por alimentos noti
ficadas nos E.U.A. sao causadas por intoxicagbes estafilococi-

(6,32)

das Esse problema constitui assim um ponto de crucial im

portancia para a saude publica.

As enterotoxinas estafilococicas sao produzidas so-
mente por linhagens de S. aureus, podendo algumas delas produ
zirem mais de um tipo. Tem-se registrado esporadicamente a pro
ducao de enterotoxina estafilococica por outros tipos de cocoss
mas com base em recentes estudos, parece que essas linhagens
sao variantes ou mutantes de S. aureus caracterizadas pela au

sencia da produgao de coagulase (6)



2.4 - Enzimas extracelulares

Entre as varias enzimas liberadas pelos estafiloco -
€Cos nos meios artificiais com formulacao definida, a maior a-
tencao tem sido dada para a coagulase, desoxi-ribonuclease, e

em menor grau, a fosfatase e penicilinase.

Os estafilococos parecem ser das Unicas bactérias a
produzirem a coagulase e, agindo sobre o plasma humano ou de
coelho, determina sua coagulagao. A coagulase tem uma agao se
melhante a da tromboquinase, coagulando o fibrinogenio purifi-
cado em presenca do fator de reacgao da coagulase (Coagulase -
reacting factor - CRF) existente no plasma. Esse fator & seme
Thante a protrombina e existe em maior concentragao no plasma
de algumas especies (humano, coelho, cavalo) do que em outras
(cobaias, camundongos e ratos). A grande diferenca entre a co

agulase e a tromboquinase e que, enquanto a primeiras delas re
quer ions calcio e fatores V e VII do plasma, a ultima nao as
necessita. As coagulases estafilococicas sao antigenicas e se
te variedades imunologicamente diferentes ja foram identifica
das. Todavia, tem sido dado enfase apenas a dois tipos de real
interesse na Microbiologia de Alimentos: a "coagulase livre" ,
que atua sobre o fibrinogenio em conjunto com outros fatores e
xistentes no plasma (teste em tubos) e a "coagulase conjugada",
que atua diretamente sobre o fibrinogenio (pesquisa em lamina

(]O), tambem conhecida como "fator de aglutinacao”

ou placa)
("clumping factor"). O fator de aglutinacao nao e bloqueado

pelos anticorpos anti-coagulase e nao requer CRF <]2).

Tem sido usado na atualidade tres metodos para a de
tecgao da coagulase: (a) o teste em tubo; (b) o teste em la
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mina; e (c) o teste em placa de agar. Apesar das criticas, o

teste em tubo e considerado o metodo mais exato para a detec-

(47,48)

¢ao da coagulase e assim usado rotineiramente para a iden

(8, 13, 23a, 46) 0s aperfeicoamentos nos

tificagao do S. aureus
metodos de agar em placa para a deteccgao de coagulase , desde
sua introdugao em 1944, tem levado a formulagao de meios das

mais variadas credibilidades.

Investigagoes das mais diversificadas tem sido fei-
tas no sentido de relacionar a presenga da coagulase, desoxi-

ribonuclease, fator de aglutinacao e fosfatase do estafilococo

com seu poder patogenico (18, 27, 29, 30, 33 e 42); todavia ,

nao ha um consenso geral entre os pesquisadores quanto a vera

cidade dessa relagao.

Ha dois metodos principais para a determinagao da a
tividade de nuclease do estafilococo: o metodo em lamina (1T,

29,29, . , 25,
2.30) = 4o em placa (62 25> 27)

trico em tubo (]8).

, alem do metodo turbidime

3. 0 Numero Mais Provavel (NMP)

3.1 - Fundamento teorico e matematico

As primeiras referencias sobre o calculo do numero

de microorganismos feito atraves dos tubos de fermentagao , da-

(41)

tam de 1908, onde Phelps apresenta um metodo para a deter

minagao do Bacillus coli (Escherichia coli) segundo o princi

pio dos tubos multiplos. Sugeriu nesse trabalho que o numero



de E. Coli nas amostras de agua deveria ser expressa como a re
ciproca da menor porgao da amostra em uma serie geometrica das
diluicoes que desse um resultado positivo. Este metodo assume
que as diluigoes das amostras devem ser tais que as menores di
luigoes finais devem dar resultados negativos. O metodo torna
se confuso quando ocorrem falhas na sequencia das diluigoes e
quando mais do que uma observa¢ao e obtida de wuma determinada

amostra.

Mc Crady (37)

foi o primeiro pesquisador a discutir
em profundidade a interpretacao numerica dos resultados dos tu
bos de fermentacao, nao so em termos numericos, mas tambem em
termos de precisao. De fato, as tabelas de numero mais prova
vel (NMP) desenvolvidas por ele ainda estao em uso. Mc Crady
tambem enfatizou a necessidade de se usar muitos tubos , como
10 por diluigao por exemplo, para se obter um resultado preci
so. Desde o ultimo trabalho de Mc Crady, inumeros autores tem
tentado modificar esse embaragoso metodo de estimativa da den
sidade bacteriana. A grande maioria deles enfatizando a neces-

sidade de serem utilizados o maior numero possivel de tubos por

diluigao, a fim de que se obtenha resultados mais exatos.

Halvorson e Ziegler (21) apresentaram consideracgoes
matematicas para o metodo dos tubos de diluigao visando a esti
mativa das populacoes bacterianas. Desenvolveram tambem equa
coes que poderiam ser usadas na avaliacao do NMP de organismos
a partir do numero de tubos que nao apresentavam qualquer cres
cimento, seja quando uma serie de tubos era inoculada com wuma
diluicao unica, seja quando varias series de tubos eram inocu-

ladas com mais de uma diluigao. Todavia, nesse trabalho, 0s
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autores nao fizeram consideracoes sobre os fatores que determi

navam a exatidao dos resultados.

No trabalho seguinte (22), procuraram entao conside
rar a exatidao dos dados obtidos usando uma série de tubos ino
culados com uma uUnica diluigao. Foi sugerido nesse trabalho
que, em se usando uma diluigao uUnica, a exatidio dos resulta-

dos dependia nao apenas do nimero de tubos inoculados, mas tam

bem da populacido bacteriana.

No caso de uma diluigao Unica, na qual s3o utiliza-
dos varios tubos, & possivel, segundo Halvorson, ser avaliada
a distribuigao da frequencia a partir da qual sao calculados
0 desvio padrao e o coeficiente de variacao. Todavia, nio &
possivel o estabelecimento definitivo da exatidao sem o previo
conhecimento da populagao bacteriana, porque essa exatidao de
pende, conforme ja assinalado, nao apenas do numero de tubos
usados, mas tambem da populagao bacteriana. Esta Timitagao po

de ser superada em parte pela utilizacao de muitas diluigoes.

Para o calculo do NMP, usando uma serie de tres di-
luigoes, Halvorson e Ziegler (23) concluiram matematicamente ,
que a exatidao dos resultados nao dependia da populacao bacte
riana, mas sim do numero de tubos por diluicao. 1Isto e, a pro
babilidade de uma determinacao mais exata da densidade bacte-
riana aumentava proporcionalmente com o numero de tubos por di
luigao.

Para comprovar as consideracoes teoricas anteriormen
te apresentadas com os dados experimentais, Halvorson e Zie-

(53)

gler compararam o crescimento das populagoes bacterianas

pelos metodos do NMP, da contagem em placa e a contagem dire-



ta. Encontraram que, em regra geral, o metodo do NMP da valo-
res maiores do que o metodo de contagem em placa. 0 metodo da
contagem direta apresenta o mesmo valor que o metodo da conta
gem em placa e do NMP, quando as culturas sao usandas antes de
entrarem em fase de morte, indicando que a viabilidade e uma
outra variavel que deve ser levada em consideracao quando se
pretende avaliar a densidade bacteriana.

(31)

Mc Carthy et al. demonstraram um desvio matema-

tico substancial nos valores do NMP comparada a contagem em pla

cas. Talvez Woodward (52)

tenha concluido melhor essa asserti
va: "a carencia de precisao das estimativas das densidades bac
terianas pelo NMP e geralmente reconhecida - pelos menos para
aqueles que lidam com essa tecnica". No mesmo trabalho, Wood-

ward publicou tabelas dos limites de confianga para tres e cin

co tubos de diluigoes multiplas.

A mais recente revisao sobre o metodo do NMP foi rea
lizada por Cochran em 1950 (°). sya revisio nao entra na deri
vacao de todas as equagoes, mas estabelece as suposicoes que
devem ser levadas em consideragao quando se usa o metodo da di

Tuigao (NMP).

Parnow (38) propos que se determinase a estimativa
da densidade bacteriana pelo NMP, utilizando um programa de com
putador. 0 trabalho nao mostra a derivagao das equacoes usa-
das no programa de computagao do NMP, mas apresenta algumas teo
rias basicas usadas para derivar essas equacoes. Estabelece tam
bem as suposigoes que devem ser levadas em conta e como usar
as informagoes sobre o NMP e seus erros padroes, para planifi-

car testes adicionais em um determinado produto.
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A vantagem mais importante do programa do NMP e que
uma estimativa da populacao pode ser feita por qualquer numero
dos niveis de diluigao, qualquer combinacao dos numeros de tu
bos por nivel de diluigao e qualquer volume de amostra em cada
tubo. Esta vantagem torna-se mais evidente quando alguns tu-

bos sao acidentalmente quebrados ou se o crescimento em alguns

deles e tal que se torne aconselhavel exclui-los do ensaio.

Uma outra vantagem importante do programa e que, em
bora nao apresente o calculo dos limites exatos de confianca,
nao obstante, fornece o erro exato da estimativa e uma boa a-
proximagao do que pode ser o intervalo da densidade verdadeira.
As tabelas da AOAC (Association of Official Analytical Chemists)
fornecem apenas a estimativa da populagao e nao uma indicacgao
da exatidao. Parece razoavel acreditar que essas tabelas deve
riam ser suplementadas com o erro padrao e os limites de con
fianca,entre os quais deveria se situar a densidade verdadeira
que, sendo muito ampla, podera tornar-se um fator crucial em

alguns ensaios.

Na aplicagao das equagoes que tem sido desenvolvidas,
ha duas suposigOes que devem ser levadas em consideracao: (a)
0os organismos estao distribuidos ao acaso na extensao da amos
tra 1iquida. 1Isto significa que a probabilidade de um organis
mo ser encontrado em qualquer volume do liquido e igual a pro
babilidade de que um organismo possa ser encontrado em qualquer
outro volume do liquido. E, tambem, que nao haja tendencia pa
ra que grupos de organismos se atraiam mutuamente ou se repi
lam; (b) se uma amostra e incubada em tubos de diluigao, essa

amostra tambem devera apresentar crescimento,se um ou mais or
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ganismos estiver presente. Se uma amostra nao apresentar cres

cimento e suposto que nenhum organismo esta na amostra.

Se um volume liquido de M ml contem um organismo, a
probabilidade de que estara presente numa amostra de V m] reti
rada do 1iquido e dada pela relagao entre o volume da amostra
e o volume do 17quido, V/M. A probabilidade da ausencia do mi

croorganismo na amostra sera dada por:
(1 - )
M

Se houver b organismos no volume M, a probabilidade
de que nenhum deles esta na amostra sera obtido pela regra do

produto da probabilidade,

Quando,

é
|
:L

a equagao torna-se,

_ o~ Vb/M (2)

Sendo a razao V/M geralmente muito pequena, a equagao pode

ser escrita,
p = e (3)

considerando-se a densidade wd do microorganismo como sendo

b/M.

Quando se considera uma unica diluicdao de N amostras

tomada do volume V, a proporgao das amostras estereis para o
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numero total de tubos, S/N, & uma estimativa da probabilidade,
P. Substituindo-se S/N por p, na equacgao (3), teremos uma e-

quagao para a estimativa d da densidade  :

S/N = e Vd (4)

onde:

p = probabilidade de que nenhum organismo esta presente na
amostra.

V = volume da amostra

M = volume total do 1iquido

b = numero de organismos no volume M
d - densidade do organismo

d = densidade estimada do organismo
N = numero total de tubos

S = numero de tubos estereis

Quando se utiliza mais do que uma diluicao, a equa
g¢ao torna-se muito complexa e os detalhes das derivacoes podem

ser encontrados nos trabalhos de Halvorson e Ziegler (23).

0 estabelecimento das equagdes fundamentais para o

uso de varias diluigoes foi feito por Cochran (9):

.=V
s o~Vid x piqi = e
5 o 1 - qi eVid
onde:
pi = (Ni - Si) Vi = tubos n3o estéreis vs. volume da a-
mostra na iesima diluicao.

pi = probabilidade do tubo ser esteril da iesima diluicdo.
qi = probabilidade do tubo conter microorganismo na iesi-

ma diluigao.
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X = numero de tubos.
p(x) = probabilidade de ter x numero de tubos contendo mi-
croorganismos.
Assim,
x=1
p(x) =p . q
Para q proximo a 1 e p muito pequeno, teremos:
(Ni - si) vi e V'
2 Sivi = § - (6)
i i 1 - e-Vid
onde:
i = 1Jndice da diluicgao.
Si = numero de tubos estéreis na iésima diluicdo.
Vi = volume da amostra na iesima diluicgao.
Ni = numero total de tubos na iesima diluicao.
d = westimativa da densidade da populacao.
& SiVi = volume da amostra esteril.

i

A equagao (6) foi ligeiramente alterada a fim de ser

adaptada aos programas de computagao. Esta alteracao deveu-se
ao fato de o numero de tubos estereis, S, ser igual a dife
renca entre o numero total de tubos, N, e o niumero de tubos es

tereis, P, tendo-se finalmente a seguinte equacao:

Pi vi e Vid
2 (Ni - Pi)Vi=r_ (7)

i iy g-vid

Alem dessas equagoes, outras foram desenvolvidas pa
ra o calculo do "erro padriao"e calculo do "limite de confian -

¢a"y sendo este calculado atraves da distribuigao da "frequen-
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cia de probabilidade" de qualquer combinacdo dos tubos positi

vos e negativos para um dado ensaio (Halvorson e Ziegler, 1933).

3.2 - Suposigoes basicas para o metodo do NMP

0 numero mais provavel (NMP) e, fundamentalmente, o

numero que representa uma estimativa da densidade dos microor-

ganismos viaveis presentes em uma determinada amostra de subs

trato.

ser feitas e assumidas certas suposicOes basicas

a)

b)

c)

d)

De maneira a aplicar a teoria da probabilidade, devem
(19)

Assume-se que oS organismos estdao distribuidos aleato-

riamente atraves do meio;

Que ha igual probabilidade de ser encontrado um microor

ganismo tanto em uma porgao do meio como em outra;

Que os organismos existem como entidades isoladas, n3o

em grupos ou aglomerados;
Que nao se repelem entre si;

Cada porgao da amostra, quando incubada com o meio de
cultura, devera exibir crescimento, desde que o inoculo

contenha um ou mais microorganismos viaveis; e

Que o analista sempre selecione os nutrientes apropria
dos e as condigoes fisiologicas adequadas para assegu-

rar um bom crescimento do organismo em questao.

Os resultados mais exatos sao obtidos quando uma se

rie de tubos permite resultados positivos em todos os tubos da

diluigao mais baixa, e negativos na diluicao mais alta. As tég
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nicas mais comuns sao aquelas que empregam tres ou cinco tubos
por diluigao multipla de 10 . Os limites de confianca para um
numero mais provavel v3o se estreitando a proporcao que o nume

ro de tubos inoculados para cada diluicao aumenta.

3.3 - Aplicagoes do metodo do NMP

Como todo metodo empirico, o do NMP apresenta algu-
mas limitacoes e, porisso mesmo, ndo e tdo preciso como o méto
do padrao de contagem em placa (embora tambem seja um metodo
empirico), quando se trata da enumeracao de organismos com al

ta densidade em uma amostra de alimento. Tendo em vista a na
tureza aleatoria do metodo, deve ser levado em conta que 0 va-
Tor do "numero mais provavel"” nada mais e do que uma estimati-
va da populagao e nao uma enumeracao precisa dos organismosvié
veis. Todavia, quando convenientemente empregado, apresenta
vantagens de multipla utilidade, especialmente em situagoes on
de o metodo da contagem em placa nao & conveniente ou mesmo im

(37).

praticavel Dentre elas estao: (a) podem ser feitas es

timativas das populagoes microbianas usando qualquer numero de
diluigoes - semelhante ao metodo da contagem em placa; (b) a
exatidao pode ser ajustada aumentando-se o numero de tubos por
diluigao; (c) o tamanho da amostra pode ser bastante grande ;
(d) a sensibilidade e a recuperagao pelo método do NMP @ geral
mente melhor para os niveis popu]acioﬁais baixos - menor do que
10 por grama - do que pela contagem em placa. Isto se deve ao

fato de se poder usar maiores volumes da amostra, o que nao 0

corre com a contagem em placa; (e) a recuperagao pode ser me

Thor nos meios liquidos do que nos meios solidos, dependendo
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da amostra particular envolvida (2]).

3.4 - Utilizacao dos dados para a estimativa do NMP

Para o emprego dos dados obtidos nos experimentos do
NMP, sao utilizadas tabelas especialmente preparadas para esse

fim (253,19, 46)

Assumindo-se que os numeros tabulados para o calculo
do NMP estao corretamente computados, sem que haja necessidade
de serem efetuadas as dedugoes exaustivas das equacoes matema-
ticas correspondentes, o passo seguinte sera o da apreciacao
dos intervalos de confianga que acompanham essas tabe]as(z’]gx
Os limites de confianga para as estimativas do NMP sao computa
dos com base na distribuicao logaritmica normal. Como a esti

mativa do NMP e aleatoria, esses limites de confianca n3o sao

simetricos com o estimado do NMP.

Deve ser levado em conta que a precisao do teste com
tubos de fermentagao e geralmente baixa, a menos que seja exa
minada uma grande porgao da amostra (2). Mesmo que a amostra
contenha um organismo por ml, cerca de 37% dos tubos de 1,0 ml
podera apresentar resultados negativos, por causa da distribui
¢ao irregular das bacterias na amostra. Quando cinco tubos ,
contendo cada um 5,0 ml da amostra, sao empregados nas mesmas
condigoes, espera-se um resultado completamente negativo em me

nos do que 1,07%.

Como regra geral para o emprego de tres tubos por di
luigao, mesmo utilizando-se mais do que tres diluicoes seria-

das, os resultados que serao computados nas tabelas devem refe
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rir-se apenas a tres desse tubos. O procedimento e o seguin-

e (19, 37),

(a) selecionar a diluicao mais alta em que todos
os tres tubos apresentaram resultados positivos e a seguir as
proximas duas diluicoes mais altas (ex.: a, b, ¢, d, e, f).Quan
do uma diluigao apresentar um resultado positivo que seja maior
do que os tres tubos selecionados de acordo com a regra, essa
devera ser adicionada ao resultado para a escolha da diluigao
mais alta (ex.: g, h); (b) se forem feitas mais do que tres
diluigoes e nenhuma delas apresentar tres tubos positivos, wu-
sar os dados que incorpore os tubos positivos presentes (ex.:
i); (c) nos casos em que o0 numero de microorganismo e muito

baixo (ex.: j), incorporar o resultado positivo de tal modo que

represente a diluigao media, se possivel.

Exemplo de determinacao do estimado do NMP

Diluigoes das amostras Combinacao NMP por
107" 1072 1073 1074 1078 sz:izrszz g ou mi
a|3/3% 2/3 0/3 0/3 0/3 3-2-0 93
b|3/3 3/3 3/3 1/3 0/3 3-1-0 4300
c|3/3 2/3 2/2 0/3 0/3 3-2-2 210
d{3/3 3/3 0/3 1/3 0/3 3-0-1 390
e |3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3-3-3 ( 11x10%)
f13/3 0/3 1/3 0/3 0/3 3-0-1 39
9 |3/3 2/3 1/3 1/3  0/3 3-2-2 210
h |3/3 3/3 2/3 2/3 1/3 3-2-3 2900
i|2/3 2/3 2/3 2/3 0/3 2-2-2 350
i |o/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0-1-0 3
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Numerador Numero de tubos positivos
(*) =

Denominador Numero de tubos inoculados

3.5 - Modificacoes tecnicas do metodo do NMP

Como ja assinalado anteriormente, o método do NMP &
amplamente utilizado para as mais diversas finalidades, visan
do a estimativa da populagdo bacteriana de um dado substrato.
Dessa maneira, varias modificagoes tecnicas tem sido feitas no

(44). Como e o0 caso

sentido de adapta-lo a casos particulares
da determinacao de populacoes amonio-oxidantes em amostras de
solo. Essa microtecnica provou maior sensibilidade do que o
metodo tradicional do NMP, devido a melhor exatidio dos resul-
tados obtidos nas dilui¢oes finais, alem de menor dispendio de

tempo, espago, equipamentos e reagentes.

Alexander (1) adaptou o metodo do NMP para a determi
nagao da contagem microbiana total de amostras de solo, inclu-
indo uma tabela especifica de numero mais provavel.

Outra modificagao importante realizada no metodo pa

drao foi idealizada por Munoz e Silverman (35)

para a enumera
¢ao de coliformes fecais dos efluentes das instalacoes de tra
tamento de esgoto. Esse metodo requer apenas um meio de cultu
ra e uma temperatura de incubagao. As contagens obtidas foram

comparaveis com as realizadas pelo procedimento padrao do NMP.
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ITT - MATERIAL E METODOS

1. Linhagens usadas nos ensaios

1.1 - Staphylococcus aureus

As linhagens de Staphylococcus aureus utilizadas nes

te trabalho foram da colecao do "Laboratorio de Microbiologia
do Departamento de Ciencia de Alimentos, da Faculdade de Enge
nharia de Alimentos e Agricola da Universidade Estadual de Cam
pinas", dentre as quais algumas provenientes do "Food Research

Institute” (FRI).

1.2 - Micrococcus glutamicus

A Tinhagem de Micrococcus glutamicus foi cedida pelo

“Instituto de Tecnologia de Alimentos de Campinas", provenien-

te do "United States Department of Agriculture” (USDA).

2. Tipificagao das linhagens de Staphylococcus aureus

A tipificagao das linhagens foi realizada pelo Labo
ratorio do Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imu
nologia, da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, da Univer
sidade de Sao Paulo, por especial deferencia do Prof. Dr. Car-

los Sole Vernin.
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3. Ensaios Preliminares

3.1 - Linhagem de ensaio

Para os ensaios preliminares foi utilizada a linha

gem S 50 (Staphylococcus aureus, fagotipos: 53/54/84/85/95).

3.2 - Meios de cultura

A Tinhagem de Staphylococcus aureus S 50 foi ensaia

da com diferentes meios de cultura, procedendo as alteracoes
necessarias nos constituintes desses meios e verificando as rea

¢oes do microorganismo.

Foram utilizados, na fase preliminar, os seguintes
meios: TSB (Trypticase Soy Broth), MSB (Mannitol Salt Broth) ,
ambos com adigao de 10% de NaCl e 0,002% de azul de bromotimole

pH final ajustado a 7,0.

Posteriormente foi utilizado, alem do TSB e MSB, 0
meio BHI (Brain Heart Infusion). Nesses meios, foram adiciona
dos NaCl nas concentragoes de 7,5 ; 8,0 ; 9,0 e 10%. O indica

dor usado foi o vermelho fenol a 0,0025% e o pH ajustado a 7,4.

4. Ensaios Definitivos

4.1 - Linhagens de ensaio

Para os ensaios definitivos, apos a escolha apropria

da dos meios e reagentes, foram utilizadas as linhagens devida



25

mente tipificadas constantes do Quadro II .

4.2 - Caracterizagao dos meios e reagentes

a) BHI Agar (BHIA)
b) BHI Caldo (BHIB)

c) BHI Caldo + 10% de NaCl + vermelho neutro 0,01 e
0,001% (BHISVN)

d) TSB Caldo + 10% de NaCl (TSBS)
e) Agua peptonada a 0,1%
f) TDA (Toluidin Blue 0-DNA-Agar)

g) Plasma liofilizado de coelho - EDTA

4.3 - Preparo dos meios e reagentes

a)

b)

BHI Agar da BBL - preparado de acordo com as instrucoes

do fabricante.

BHI Caldo da BBL - preparado de acordo com as instru-

coes do fabricante.

BHI Caldo + 10% de NaCl + vermelho neutro a 0,01 e 0,001%

respectivamente.

Solugao estoque de vermelho neutro a 1% - esta solucao
estoque de VN foi preparada em solucao aquosa, adicio-
nando-se 1,0 g do corante e completando-se o volume pa
ra 100 m1 com agua destilada em balao volumétrico. A so

lugao assim preparada, foi mantida em frasco "ambar" a

temperatura de refrigeragao. Para uso no BHI mod. (c),



g)

h)
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foi adicionado, ou 1,0 m1 ou 10,0 ml para cada litro do

meio antes da aferigcdao do pH.

Cloreto de sodio - adicionado ao meio base (BHI) na pro
porcao de 9,5%, tendo em vista que o referido meio ja

contem 0,5% deste sal.

TSB Caldo + 10% de NaCl - preparado pela adigao de 9,5%

de sal, pelas mesmas razoes do caso anterijor.

Rgua peptonada a 0,1% - preparada pela dissolugao de
1,0 g de peptona bacteriologica (Difco) para cada litro

de agua destilada.

Plasma liofilizado de coelho - EDTA : reconstituido de

acordo com as instrugoes do fabricante.

TDA - preparado da seguinte maneira (296):

"para 1000 m1 de uma solugdao 0,05 M de tampao Tris (hi-
droximetilaminometano), pH 9,0, foi adicionado 0,39 de
DNA (Difco), 10,0 g de agar (granulado da Difco), 1,0ml
de CaCl, 0,01 M, 10,0 g de NaCl e 3,0 ml de azul de to
Tuidina 0,1 M"

Antes da adigao da solugao de azul de toluidina, a mis-
tura acima foi aquecida ate a fusao completa do DNA e

do Agar. A seguir, a mistura foi dispensada em peque-

nos volumes e estocada a temperatura de refrigeragao.

Litmus Milk - preparado de acordo com as instrucoes do

fabricante.

0BS.: Os meios usados no metodo do numero mais provavel
no metodo da contagem em placa, diluentes ( agua

peptonada a 0,1%), de manutencdao para os ensaios

3
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(BHI inclinado) e para a reativacao das culturas

(BHI caldo), foram aferidos a um pH 7,4 * 0,1.

4.4 - Especificagao dos equipamentos e outros

a)

h)

pHametro do tipo digital (Expanded Scale pH meter -
Corning Digital 110).

Espectrofotometro - “Spectronic 20" da Bausch & Lomb.
Agitador de tubos - "Cyclo-Mixer Clay Adams" (Beckton ,
Dickson and Company).

Pipetador e dispensador (envasador) automatico "Brand
Dispenser" (Laborgerdte D-6980 Wertheim).

Contador de colonicas - "Erma Optical Works, Ltd.".
Balanga - "Mettler P 1200 N" (Mettler, 8606 Greifensee-

Zurich, Schweiz).
Microscopio - "Zeiss", modelo Standard.

Incubadores providos de termostato, regulados para 10,

37 e 55°C - Tipo "Walk-in", da FANEM.

4.5 - Recuperagao das culturas estocadas a -20°C

4.5.1 - Reativacao

As culturas estocadas em “"Litmus Milk", apds previa

incubagao a 379 por 24 horas, foram transferidas com auxilio

de alga de platina para o meio BHI caldo. A sequir foram incu

badas por 24 horas a 37°C.
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4.5.2 - Verificacdo da pureza

As culturas de 24 horas do meio BHI caldo foram se-
meadas por esgotamento na superficie seca das placas de BHI
agar e incubadas por 24 horas a 37°C . Tomando-se as colonias
tipicas desenvolvidas no meio agar, foram elaborados esfrega-
¢0s e realizadas coloragdo pelo metodo de Gram. N3o se fez ne
cessario outros testes complementares nessa etapa, por se tra
tar de culturas supostamente puras. Constatada a pureza, fo-
ram entao repicadas em BHI agar inclinado e reincubadas a 37°C
por 18 a 24 horas. As culturas assim obtidas foram estocadas*
em estufa refrigerada ("walk-in" da FANEM) a mais ou menos
10°C, vindo a constituir a "amostra de partida" para os ensaios

subsequentes.

4.6 - Preparo do inoculo

4.6.1 - Semeadura em BHI caldo

A "amostra de partida", correspondente a linhagem em
estudo, foi repicada em meio BHI caldo recentemente preparado
e a seguir incubada a 37°C por 18 horas (sem agitagao). Apos
esse periodo, nova repicagem foi realizada para o meio BHI
caldo e a cultura reincubada sem agitacao, como no caso ante-

rior, por cerca de seis horas a 37°C.

(*) As culturas estocadas foram devidamente acondicionadas em
tubos de vidro (90 x 10 mm), e providos com tampao de algo
dado hidrofilo seladoscom "parafilme".
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Feita atraves do metodo turbidimetrico, utilizando -

se o espectrofotometro "Spectronic 20" de Bausch & Lomb, cali

brado para 600 nm e adaptado para operar com tubos

de 20 mm de diametro (tubos em "L").

A densidade otica para todas as culturas
foi padronizada para 0,50 e o procedimento adotado

segue:

especiais

ensaiadas

foi como

a) Foram pipetados cerca de 3,0 ml da cultura reati-

vada de 6 horas (4.6.1) e transferidos para o tu

bo "L" anteriormente mencionado, contendo cerca

de 12,0 ml de BHI caldo recentemente preparado e

esteril. Foram tomadas todas as precaugbes neces

sarias nessa fase e nas demais a fim de ser mini

mizada a contaminagao fortuita.

b) Calibrado o espectrofotometro com o padrdao branco

(tubo em "L" com 15,0 m1 de BHI caldo sem inocu-

To), foi procedida a determinacgao da densidade op

tica da amostra. Como diluente para o acerto da

densidade optica foi utilizado o meio

devidamente esterilizado.

BHI caldo

c) Imediatamente apos a determinacao da D.0. 0,50, a

amostra foi acondicionada em recipiente

contendo

gelo picado para impedir a multiplicacao do orga

nismo nessa fase.
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4.7 - Preparo das diluigbes e inoculacoes dos meios

Apos varios ensaios realizados no sentido de ser de
terminada a faixa de diluicao que satisfizesse as condigoes de
trabalho, ou seja, que fosse concorde com a metodologia ofici-
almente aceita para a determinaciao do nimero mais provavel(NMP)

2, 46)  concluiu-se pelas diluigoes

e da contagem em placa (
1078 4 1077 . Essas diluigoes satisfizeram plenamente os crite

rios estabelecidos, partindo-se de cultura com D.O. 0,50 .

4.7.1 - Diluigoes

Foi transferida uma aliquota de 5,0 ml da amostra em
estudo (D.0. 0,50) mantida no tubo em "L" sob refrigeracio -
(4.6.2 c.), para um frasco erlenmeyer contendo 45,0 ml1 de agua
peptonada a 0,1% (Figura I) - diluicao 1077, A partir  dessa
primeira diluigao, foram preparadas diluigoes sucessivas da se
guinte maneira: Apos agitar vigorosamente o frasco erlenmeyer
contendo a primeira diluigao (para uma perfeita distribuigao
dos organismos por toda a extensao do meio) foi retirada uma a
liquota (com pipeta esteril de 5,0 m1) de 4,0 m1 e transferi-
da assepticamente para o primeiro tubo (195 x 25 mm) da serie,
contendo 36,0 ml de agua peptonada a 0,1%. Procedimento iden-
tico foi adotado para os demais tubos, ate que fosse atingida
a diluigio 1077 . Antes de ser efetuada a diluigao seguinte ,
a anterior era completamente homogenizada por agitagao (Cyclo-

Mixer da Clay Adams).



4.7.2 - Inoculagao dos meios

A partir da diluicao 1078 ¢ tio logo concluida a di
luigcao seguinte, a anterior era inoculada simultaneamente nos
meios BHISVN, TSB e BHI agar, respectivamente, conforme mostra
a Figura I. Concluidas as inoculagoes nos meios respectivos ,
as baterias de tubos e as placas (em triplicata) eram incuba-
das a 37°C e as Tleituras e contagens efetuadas em 24, 36 e 48
horas. Como controle de esterilidade dos meios, cada bateria

se fazia acompanhar de outra contendo os meios em estudo, po-

rem sem o inoculo (2).

4.8 - Provas complementares

4.8.1 - Teste da coagulase

A produgao de coagulase foi determinada, de um modo
geral, a partir de uma cultura de 24 horas desenvolvida nos me
ios BHISVN e TSB, respectivamente. Foi utilizado plasma de coe
Tho liofilizado (Difco), reconstituido com 3,0 m1 de agua des
tilada e distribuido em tubos pequenos (10 mm de diametro) em
aliquotas de 0,5 m1. A cada tubo com plasma foi adicionado -
0,5 ml de cultura e a seguir incubados a 37°C em estufa a ar,
sempre acompanhados de um controle sem inoculo. As leituras
foram feitas dentro de 2, 4, 12 e 24 horas e os resultados de
terminados, basicamente, segundo os criterios de Turner e Sch-
wartz (49), porem com escala de coagulagao variando de zero a
tres (0 - 3%*): (a) coagulagao negativa (zero) - quando o meio

permanecia completamente 1iquido, sem qualquer sinal de coagu-
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lagao; (b) coagulacao um (1*), para qualquer sinal evidente
de coagulagdo; (c) coagulagdo dois (2%) - coagulo perfeitamen
te evidenciado, porem de consistencia frouxa e mantendo a su-
perficie superior 17quidag (d) coagulagao tres (3%) - coagulo
consistente e firme, nao se deixando deslocar ao ser inverti-

do o tubo.

4.8.2 - Teste da DNA'se (desoxi-ribonuclease)

0 teste da DNA'se foi realizado de acordo com o meto
do proposto por Lachica et al. (29a). Este metodo se baseia
na propriedade metacromatica da O-toluidina (TBO) azul, que
passa de uma coloragao azul inicial a uma tonalidade rosea bri

Thante, apos a hidrolise do DNA pelo microorganismo (Fig. II).

0 meio TDA previamente preparado (4.3-i1)) e fundido
(nao sendo necessario sua esterilizagao), foi a segquir distri
buido uniformemente com pipeta de 5,0 m1 na superficie plana
das laminas de microscopio, na aliquota de 3,0 ml . Apos a so
lidificacao do meio a temperatura ambiente, as laminas conten-
do o meio foram perfuradas com orificios de 2mm de diametro,
dispostos em dupla fileira e distanciados por cerca de 1,0 cm

dos orificios adjacentes.

Preparadas as laminas, os orificios foram inoculados
com as culturas dos meios respectivos por meio de pipeta de
Pasteur. Nos orificios superiores foram inoculadas as cultu
ras aquecidas (ebuligao por 15 minutos) e nos inferiores as cul
turas nao aquecidas, para a determinagao das atividades termo-

durica e termolabil das nucleases, respectivamente (Fig. II).
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As laminas contendo o meio (TDA) eram preparadas com
quatro a cinco pares de orificios. Um par de orificio servia
como controle de esterilidade (ou de contaminacao). Um deles
era inoculado com o meio do teste (BHISVN ou TSBS) sem inoculo
e 0 outro mantido sem qualquer adigao, seja de inoculo ou de

meio da prova.

Apos incubacao a 379C, eram procedidas as leituras

em 2, 4, 12 e 24 horas.

A atividade nucleasica (termoestavel e termolabil) ,
nesse meio, e reconhecida pelo aparecimento de uma zona rosea
brilhante (halo de hidrolise do DNA), discernivel apos 2 a 4

horas de incubacdo a 37°C (Fig. II).

Os criterios utilizados para a quantificacao dos re
sultados em termos comparativos foram os seguintes: 1) aferi-
¢ao (em mm) das zonas metacromaticas com requa apropriada; 2)
enquadramento dessas medidas em uma escala de valores. Assim,
para os halos de hidrolise medindo 1,0 mm de diametro: grau 1%

para os halos de 2 mm de diametro: grau 2+; e, para o0s halos

. . .~ +
com medida superior a 3 mm de diametro: grau 3 .
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IV - RESULTADOS

1. Formulagcdo dos Meios

Os ensaios preliminares realizados com azul de bromo
timol (limites de viragem entre 6,0 - 7,6) e vermelho fenol (1i

mites de viragem entre 6,8 - 8,4), nao apresentaram bom resul

tado nos meios de ensaio.

No casc do azul do bromotimo, a mudanca do pH ini-
cial do meio (pH 7,0) so foi detectada quando em presenca de
alta densidade bacteriana (diluigao 10']), com a cultura padro
nizada d D.0, 0,30. Fato semelhante ocorreu quando este indj
cador foi substituido pelo vermelho fenol, nos meios MSA, TSB
e BHI, respectivamente, nas diferentes concentracoes de clore

to de sodio.

Nesses meios com pH inicial 7,4, as variagoes de vi
ragem do indicador nao foram significativas: para as dilui-
coes 10'], o pH baixou em media para 6,0 ; 6,4 para as diluij-
coes 1072 o 7,1 para as diluigoes 1073 . A viragem do indica
dor so foi bem evidenciada para as diluicoes 107! (em relacgao
as demais), enquanto que as diluigoes 10”2 so apresentaram vi

ragem na superficie dos meios respectivos.

0 meio finalmente adotado para os ensaios subsequen
tes foi o BHI, adicionado de NaCl na concentragao final de 10%
e 0 indicador vermelho neutro a uma concentragao final de 0,01

ou 0,001%.
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2. Caracterizacao das Linhagens de S. aureus e Micrococcus

Das 43 linhagens de S. aureus utilizadas neste traba
Tho, 38 foram devidamente caracterizadas pelos metodos conven
cionais de laboratorio e tipificadas segundo os padroes inter
nacionais. Foram utilizados os fagotipos do tipo "1 x RTD" e
100 x RTD", respectivamente (Quadros I, II e III). As 08 1li-
nhagens restantes foram provenientes do "Food Research Institu
te" (FRI).

Exceto as linhagens de Staphylococcus S 50-18 e S 50-

39, caracterizadas como coagulase e DNA'se negativos (45), to

das as demais deram resultados positivos para esses testes.
Linhagens toxigenicas empregadas:

(1) - S 6 (FRI): toxinas A e B

(2) -S89, S 113 e S 113-1 (colegdao do Laboratorio): toxi
na C.

) - S 100 (FRI): toxina A

) - S 137 (FRI): toxina C]
5) - S 326 (FRI): toxina E

) - S 472 (FRI): toxina D

3. Dados Comparativos da Recuperacao nos dois meios

3.1 - Staphylococcus

0 meio de Baird & Parker recomendado por inumeros

(4, 24, 26 e 32)

autores como um dos meios mais apropriados pa

ra a enumeragao de Staphylococcus, especialmente quando esses
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organismos sofreram qualquer injuria, como aqueles provenien-
tes de alimentos processados, tais como: congelados, desidrata
dos, secos, pasteurizados e irradiados. Neste trabalho, contu
do, foi empregado o meio BHI agar da BBL como controle de re
cuperagao dos organismos nos meios em estudo, por se tratar de

culturas nao submetidas a esse tipo de tratamento.

As culturas congeladas a -20°C, apos a reabilitacido
em BHI por 24 horas, foram novamente inoculadas em BHI e rein-
cubadas por mais seis horas a 37°C sem agitagao. Este curto pe

- . ~ .. . -, ~ -
riodo de reincubagao adicional foi necessario, nao so para pro
ver um inoculo denso e ativo (fase exponencial) como tambem pa

ra acelerar a formacao das enzimas, notadamente a coagulase e

DNA'se.
Utilizando basicamente a metodologia oficialmente a-
c -
ceita para a determinacgao do NMP (2’3’}9’2&“4?)a diluicao 107

foi elaborada para fornecer uma amostra representativa para os

ensaios (Fig. I).

Foram feitas tres analises para cada linhagem, e as

placas de controle em triplicata no meio BHI agar.

Os dados apresentados nas Tabelas I e Ia, respectiva
mente, representam as medias aritmeticas das contagens em BHI
agar e dos numeros mais provaveis nos meios proposto (BHISVN)
e no meio oficial (TSBS), para os tres testes de cada tlinha-

gem.

A partir desses dados, foram calculadas as percenta-
gens medias de cada linhagem em relacao ao valor medio das con

tagens no meio de recuperagao (Tabela II).
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Para o meio proposto (BHISVN), as contagens do NMP
variaram (para as 48 horas de incubacao) de 21 a 244% em rela
¢ao ao meio de recuperagao. Enquanto para o meio oficial, a
variacao foi de 11 a 244%; a3 excessao das linhagens S 50, S 65,
S 68, S 8 e S 100 (FRI), que apresentaram um percentual baixo

de recuperagao (em média 2,8%).

Cerca de 69% das linhagens ensaiadas no meio propos-
to apresentaram um valor de recuperacao superior a 100% em re

lagao ao BHI agar. 0 meio oficial apresentou, nas mesmas con

digoes, um percentual de 35,5%.

As linhagens S 6, S 137, S 326 e S 472 (todas do FRI)
foram as que apresentaram o maior percentual de recuperacao en
tre as Tinhagens toxigenicas dos ensaios, com valores de recu
peragao superiores a 100% no meio proposto. No meio oficial,
tres delas apresentaram valores iguais a esse: as linhagens S6,

S 113-1 e S 137, idem do FRI.

Os testes de coagulase e DNA'se foram realizados com

20 linhagens de Staphylococcus (Tabelas III e IV) das 43 wusa-

das nos ensaios de NMP. Essas amostras foram escolhidas ao a

caso, nao obedecendo qualquer criterio pré-estabelecido; ape-
nas incluindo nelas as linhagens S 50-18 e S 50-39, caracteri

(45)

zadas como coagulase e DNA'se negativa.

Conforme mostra a Tabela III, todas as linhagens tes
tadas para essas provas reagiram positivamente aos testes da
coagulase dentro de quatro horas, a excessdo das duas linha-
gens anteriormente mencionadas. A linhagem S 50-39 somente deu
resultado positivo para a prova da coagulase apos 24 horas (Ta

bela IV), como ja era de se esperar. Essas duas linhagens, e
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em particular a S 50-18, foram tomadas como controle negativo

das provas nos meios de ensaio.

O0s testes de DNA'se foram realizados simultaneamen-
te com os da coagulase. Como nesse caso, todas as culturas rea
giram satisfatoriamente aos testes da nuclease termo-resisten-
te e termolabil, dentro de duas horas (exceto as linhagens S
50-18 e S 50-39). Dessas duas linhagens consideradas como ne
gativas para esse teste, conforme ja anteriormente mencionado,

a S 50-39 deu reacgao positiva em 12 horas, ao passo que a S 50-

18 so o apresentou apos 24 horas.

Os resultados apresentados ate agora para esses dois
testes, foram referidos as amostras desenvolvidas a partir de

uma cultura de 24 a 36 horas no meio proposto para o NMP.

Foram tambem testadas nas mesmas condicoes, as cultu
ras de 24 a 36 horas a partir do meio "oficial", por se tratar
tambem de um meio liquido. Os resultados positivos foram em
numero bem inferior e menos significativos do que aqueles en-
contrados com o meio proposto para a determinacgao simultanea
do NMP (BHISVN); especialmente para as leituras de duas horas
de incubagao. Mesmo para a leitura das 24 horas, a linhagem
S 50-18 nao apresentou resultado positivo, como no procedimen-

to anterior.

3.2 - Micrococcus

0 modelo de Micrococcus utilizado para os testes do

NMP neste trabalho foi o Micrococcus glutamicus, linhagem USDA

B-2698.
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Foram realizados ensaios para a determinacdo do NMP

do Micrococcus glutamicus nas mesmas condi¢oes daqueles reali-

zados (com a mesma finalidade) para os Staphylococcus.

Esta linhagem, apos 48 horas de incubacao a 37°C ,
nao apresentou qualquer crescimento, seja no meio proposto se

ja no meio oficial para Staphylococcus. O meio de controle u

tilizado (BHI agar) tambem n3ao foi muito favoravel para a recu
peracao desse microorganismo (Tabela V), quando semeado indivi

dualmente.

Quando essa linhagem de micrococo foi misturada com
uma cultura pura de S. aureus e testados quanto ao NMP, os re
sultados foram bem diferentes daqueles encontrados pelo proce

dimento anterior. 0 Micrococcus glutamicus e o Staphylococcus

137 C] (FRI) em cultura mista a 50% apresentaram, a primeira
vista, uma recuperagao (em relagao ao meio de controle) varia
vel entre 63% e 95% para o metodo proposto e para o metodo of i

cial, respectivamente. Por outro lado, o Staphylococcus 472 D

(FRI) nas mesmas condigbes variou em media de 34 a 30% para os

dois meios.

Estes resultados, teoricamente, estariam dentro dos
valores esperados, devido a seletividade do meio proposto. Con
tudo, os testes realizados posteriormente, a partir das colo-
nias desenvolvidas no meio de controle, mostraram a presencga

em sua quase totalidade do Micrococcus. Das 10 colonias toma

das ao acaso das placas de crescimento, 9 delas era de Micro-

cCoCcus.

Foram tomadas essas duas linhagens de S. aureus para

0s ensaios com o Micrococcus, por terem apresentado um indice
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superior a 100% de recuperacao no meio proposto para a determi
nacao do NMP (Tabela II). Considerando que apenas 50% dessas
culturas foi inoculado nos dois meios da prova; e consideran-
do ainda o valor medio de recuperacao no meio de controle (BHI
agar) quando testadas separadamente, os valores de recuperacao
das culturas mistas foram: (a) - 126% para a linhagem S 137C]
e 34% para a S 472E, no meio proposto (48 horas de incubacgao);
(b) - 190% para a linhagem 137Cy e 60% para a linhagem 472E no

meio oficial. Demonstrando assim,que a linhagem 137C] e mais

facilmente recuperavel, mesmo em cultura mista, do que a S 472D.
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v - DISCUSSAO

1. Meio Proposto para a Determinacao do Numero Mais Prova-

vel (NMP) de S. aureus.

E bem conhecido o poder bacteriostatico e bacterici-

da de certos corantes sobre as bacterias. Com relacao aos gé

(20)

neros Staphylococcus e Micrococcus ambas as especies sao

inibidas pelos corantes acidos e por grande parte dos corantes
basicos, porem apresentam menor inibigcao frente aos corantes

neutros.

Os resultados apresentados nesse trabalho, demons -
tram que o vermelho neutro nao tem um efeito inibidor signifi-
cativo sobre a maioria das linhagens ensaiadas, onde cerca de
70% delas apresentou um valor de recuperacao superior a 100%
em relagao ao meio de controle. Contudo, foi observado, que o
desenvolvimento pleno para a obtencao dos resultados so se ve
rificou apos 48 horas de incubagao para as condicoes de ensaio
(Tabelas I e Ia). As excessdes foram poucas para os crescimen
tos em 24 horas. Pode ser aventada a hipotese de que o indica
dor exerceu uma certa agao bactericida e/ou bacteriostatica so
bre a maioria das linhagens, fazendo com que a fase de adapta-
¢ao ao meio ("lag phase") fosse bem maior do que aquela verifi

cada com o meio de controle, sem o indicador, para o mesmo perio

do de incubagao

( Uma caracteristica desse meio (BHISVN) & que, tao 1o

go haja crescimento de um numero relativamente baixo de micro-
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organismo, o indicador inicia a viragem do vermelho claro ini-
cial para o amarelo. Esta viragem, contudo, da-se a partir da

base do tubo (Fig. III) ).

0O mesmo fato nao ocorreu com a linhagem de Micrococ-
cus, submetida ao mesmo tipo de analise. Mesmo apos quatro di
as de incubagao no meio proposto, esse organismo nao apresen-
tou qualquer evidencia de crescimento. Ja no meio oficial hou
ve a presenga de um leve crescimento na primeira diluigao do

6

ensaio (10 ara o mesmo perijodo de incubacao.
P p

Considerando que o Staphylococcus encontra-se habi-

tualmente associado ao Micrococcus nos produtos alimentares .,

especialmente naqueles submetidos a salga, sua deteccao e enu

meracao podera ser facilitada por esse meio.

Nos ensaios preliminares, os melhores resultados fo
ram obtidos para o meio proposto contendo 9,0% de cloreto de
sodio. Entretanto, como nao houve uma diferenca muito signifi
cativa para a concentragao de sal a 10%, essa percentagem foi

a utilizada para os ensaios, visando tornar o meio mais seleti

Vo.

Cerca de 50% das linhagens enterotoxigenicas, notada
mente a S 113-1(produtora de enterotoxina C), parece ter ressen
tido a presenga do indicador e/ou do sal no meio proposto (Ta-
belall), embora suas contagens no meio controle tambem tenham

sido relativamente baixas (Tabelas I e Ia).

2. Testes da DNA'se e da Coagulase

Em se tratando de um meio 1iquido, houve a possibili
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dade de serem testadas cerca de 50% das linhagens para as pro
vas de coagulase e DNA'se. Pelos resultados obtidos (Tabelas
ITT e IV), a ideia e que a modificacao do meio basico (BHI) ndo
interferiu com a atividade das enzimas coagulase e DNA'se. Des
sa maneira, foi possivel serem conjugados os metodos de deter-
minagao do NMP e os testes da coagulase e DNA'se, utilizando o

mesmo meio de crescimento (BHISVN).

A fim de ser verificado um falso resultado positivo
para as amostras desenvolvidas nesse meio, foram utilizadas du
as linhagens de reagao negativa para os testes de coagulase e
DNA'se. Os resultados foram concordantes com o previsto, em-
bora a linhagem S 50-39 tenha dado resultado positivo para coa

gulase em 24 horas e DNA'se em 12 horas.

Visando ainda a real efetividade do meio proposto pa
ra os testes da DNA'se, em nenhuma das 20 Tinhagens estudadas
houve reagao positiva nos orificios contendo o referido meio
sem o inoculo. Procedimento semelhante foi adotado para 0s
testes da coaqulase, para a observagao de qualquer falso resul
tado positivo. Nos tubos controle, em nenhum caso, houve coa-
gulagao do plasma. Inclusive, em alguns ensaios, foi tambem
adicionado 0,5ml do meio sem inoculo a 0,5 m1 de plasma, para
detectar possivel interferencia do indicador e/ou do NaCl com
a reagdo positiva. Tambem, nesse caso, nao foi verificado qual

quer modificagao no plasma controle.

3. Staphylococcus versus Micrococcus glutamicus

0 meio proposto foi efetivo quanto a inibigao do Mi-
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crococcus. Pudemos comprovar, tambem, pelo menos a primeira
vista, que o meio BHI nao foi um bom meio de crescimento para

esse organismo em particular (Tabela V).

Ao serem feitas as caracterizacoes das culturas mis

tas que cresceram no meio de controle, um fato inusitado cha-

mou a atencao. De 10 colonias isoladas ao acaso nesse meio,

9 delas foram caracterizadas como sendo Micrococcus. Peterson
(39 e 40)

e Gunderson sugerem a possibilidade de um efeito da
competigao entre o S. aureus e outras bacterias, como as

psicr6f71as e saprofitas em geral. Todavia, nao encontra-
mos na literatura consultada, qualquer referencia quanto a com

petigao entre o S. aureus e Micrococcus sp. Como o principal

objetivo desse trabalho foi o de conseguir um meio seletivo pa

ra a determinagao do numero mais provavel para Staphylococcus

aureus, deixamos de investigar essa possivel competigao com o

Micrococcus em um meio nao seletivo. Fica aqui apenas o regis

tro do que foi encontrado, para futuras investigacoes a esse

respeito.
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CONCLUSAO

0 meio proposto, embora nao sendo o meio ideal, satis-

fez plenamente os objetivos do trabalho.

Mostrou ser efetivo para o crescimento da maioria das
linhagens de S. aureus ensaiadas; inclusive para os ti

pos reconhecidamente enterotoxigenicos.

0 metodo apresenta a vantagem de poderem ser realiza
dos os testes de coagulase e DNA'se,a partir das cultu
ras desenvolvidas no proprio meio para a contagem do

NMP .

Dependendo do tipo de produto a ser determinado o NMP,
a concentracao do corante pode ser modificada para 0,01%,
sem que essa alteracao venha a causar qualquer proble
ma com os estafilococos, tornando, dessa maneira , )

meio mais seletivo.

A metodologia e valida, em principio, para os produtos
alimentares nao submetidos a processamento. Sendo es
sa ressalva feita devido a introducao, alem do NaCl a
10%, tambem do indicador vermelho neutro que demons-
trou certo poder bactericida e/ou bacteriostatico em
algumas das linhas estudadas.

Essa precaugao, no fornecimento dos resultados, deve

ser levada em conta.



16

Assumindo os criterios adotados para a quantificacao

dos testes de coagulase e DNA'se (termorresistente e
termolabil), a grande maioria das linhagens ensaiadas
correspondeu plenamente a esses testes, ja nas primei

ras duas horas de incubagao.



QUADRO I - Bacteriofagos empregados na tipifi
cagao das linhagens usadas nos en

saios (Tipos: 1 x RTD e 100 x RTD)

Conjunto basico internacional:

1 - Grupo I : 29, 52, 52A, 79, 20
2 - Grupo II : 3A, 3C, 55, 71

3 - Grupo III: 6, 42E, 47, 53, 54, 75, 77, 83A,
84, 85

Nao classificados: 81, 94, 95, 96

Conjunto experimental: 86, 88, 89, 90, 92, D11,
HK?2

Conjunto extra: 187, 42D

47



QUADRO II - Fagqgotipagem 1 x RID

CONJUNTO BASICO INTERNAC.  NAD CLAS  CONJUNTO CONJUNTO

ORGANISMO GRUPOS SIFICA-  EXPERI- EYTRA
I I 111 D0S MENTA
. . 86/88/89/
S 3b T NR T AVELI A NR
S 12 79 NR 85 NR NE NR
S 14 79 NR 85 NR D1 NR
S 15a 29/52/79 NR NR NR 4R NR
S 17 29 NR  53/83A/85 NP an/p11 NR
S 20 NR NR  53/83A/85 NR 90 R
S 26 NR NR  6/47/53/54/ NR £9/99 NR
83A/85
S 27 NR NR  6/47/53/54/ NR 88/89 NR
83A/85
S 35 NR NR  6/47/53/54/ NR 23,89 NR
83A/85
S 50 NR NR  53/54/84/85 95 NR NR
S 50-4 47/53/54/77
NR NR 84/85 95 NR NF:
S 50-7 53/54/77/84
85 95 NR NR
S 50-20 NR NR  47/53/54/77 NR NR NR
84/85/95
S 50-22 NR NR  47/53/54/77 NR NR NR
84/85/95
S 50-37 NR NR 53 95 NR NR
$ 70 NR NR NR 95 NP NK
S 85 NR NR NR NR 89/90/92 “R
S 87 NR NR NR NR 86 MR
S 87-1 NR NR NR NR 86 NR
S 89 NR NR NR NR 19/90/92 NK
S 104-1 NR NR NR 96 NR ND
S 105 NR NR NR 96 NK NR
S 106 NR NR NR 96 NR NR
S 107 T NR  42E/83A R1/95  £6/92/011 42D
S 108 T NR  42E/83A 81795  86/92/b11 42D
S 109 T NR  42E/83A 81/95  986/92/D11 42D
S 119 NR NR NR NR 86 NR
S 120 NR NR NR NR 86 i
s 121 NR NR NR NR 86 NR
S 137(FRI) NR NR NR NR DT NR
S 472(FRI) NR NR  42E/77/84 NR NR 42D

T = Todos do grupo reagiram; NR = Nao Reagiu

Linhagens que nao reagiram a qualquer dos fagotipos testados: S 6(FRI);
S 50-18; S 50-39; S 65; S 68; S 69; S 100(FRI); S 101; S 1115 S 113 ;
S 113-1; S 326(FRI).



QUADRO III: Linhagens que apresentaram reativi

S 101

S 326

S 472

dade a fagotipagem 100 x RTD

- Idem,

(FRI)

(FRI)

Conjunto experimental: 86

Conjunto basico do Grupo I: 29

69

Conjunto experimental: 86

Conjunto extra: 187

Conjunto basico do Grupo I: 29/52/79
Nao classificado: 81
Conjunto basico do Grupo III: todos

Conjunto experimental: 86/88/89/92/
D11/HK2

Conjunto extra: 42D

4y



FIGURA 1I: Fluxograma empregado na diluican e

inoculagao das amostras.

| 5.0 m1 da amostra (0.0, 0,50)
4,0 ml

%) 45,0 m1 de H»0 pentonada a 0,17

>
15 om
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(1) tubos com 36,0 ml de H20 peptonada; (2) tubos com 10,0 m] de
BHISVN; (3) tubos com 10,0 m1 de TSBS;

(4) vlacas com meio
BHI Agar (controle).

)
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FIGURA II: Teste positivo da coagulase, a partir
de uma cultura de 36 horas em BHISVN

e TSB, respectivamente.

FIGURA TIII: Tipo de crescimento do S. aureus nos

meios proposto e oficial.
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(a)

TABELA T - Estafilococos por ml da suspensao bacte

riana na D.0O. 0,50.

NOMERO MAIS PROVAVEL (NMP) x 107 CONTAGEM EM

LINHAGEM ~METODO PROPOSTO _ METODO OFICIAL PLACAS

Incubagao em hs. Incubagao em hs. METODO PADRAO
Incubagao em hs.

24 48 24 48 24 48
S 3b 14,2 16,7 0,018 5,12 4 5
S 6(FRI) 16,0 110,0 19 90 72 73
S 12 59 89 12 15 42 42
S 14 25 60 17 18,5 72 72
S 15a 1,32 9,3 1,42 14,2 27 27
S 17 46 110 5,8 25,2 51 51
S 20 19,5 78 6,8 62,5 57 57
S 26 67 67 13,2 35 37 3?2
S 27 46 46 24,2 24,2 43 43
S 35 0,36 83 4,7 6,4 37 37
S 50 0,89 12 1,15 2,2 30 21
S 50-4 4,5 89 48 53 46 46
S 50-7 39 39 12,5 21,5 36 36
S 50-18 3,2 11 1,2 11 22 22
S 50-20 81 81 39 68 63 63
S 50-22 80 83 14 34 50 50
S 50-37 9,7 17 8 a1 40 40
S-50-39 110 110 24 31 41 41
S 65 1,8 48 0,24 1,4 34 35
S 68 34 110 0,33 0,54 50 50
S 69 13,2 78 35 78 74 74

(s e gue)



w

85
87
87-1
89

w n umu wm

100 (FRI)

w

101

S 104-1
S 105

S 106

S 107
S 108

S 109

S 111

S 113

S 113-1

S 119

S 120

s 121

S 137 (FRI)
S 326 (FRI)
S 472 (FRI)

35

1,6
25,5
1,6
0,2
0,31
15
15,2
12
7,5
3,5
8,4
1,7
16
1,9
46
62,5
110
3,6
31
42

(continuagao - TABELA Ia)

110
14
47
67
26
31
10
62
67

110
78
67
67
33
17
10
46
78

110
55
90

110

6,8

0,65

2,2
26,5
1,5

0,17
0,83

2,1
59,6
5,8
15
8,7
1,8
75
3,8
14
16
55
67,5
2,3
12
31

46

6,7
39
4,9
0,9
110
46
78
24
110
63
9,8
75
19
67
24
67
78
60
31
31

12
26
43
39
30
41
63
46
29
34
48
46
40
47
36
58
42
47
81
55
43
73

72
27
43
39
30
a4
63
46
31
36
48
46
40
47
36
58
42
47
81
55
a4
73
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(a) Os numeros acima representam a media aritmetica de
tres analises de cada linhagem.

-



TABELA II: Percentagem de recuperacao das 43 Tinha

(s e g ue)

gens nos dois meios estudados em rela
Gao ao meio controle (a)_
BHISVN (D) Tses(c)
LINHAGEM
24 hs 48 hs 24 hs 48 hs
S 3b 37 1
s 6(Fr1)(9) 244 200
S 12 197 33
S 14 133 1
S 15a 21 32
S 17 244 56
S 20 173 139
S 26 | 149 78
S 27 102 54
S 35 184 14
S 50 27 5
S 50-4 197 118
S 50-7 86 48
S 50-18 24 24
S 50-20 180 151
S 50-22 184 76
S 50-37 38 91
S 50-39 244 69
S 65 107 3
S 68 244 1,2
S 69 173 173
S 70 244 102
S 85 173 2,4
S 87 104 15
S 87-1 149 87
s gold) 58 11,4
s 100(Fr1)(9) 69 2,1
S 101 22 244
S 104-1 138 102
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(Continuagao - Tabela I1)

S 105 149 173
S 106 244 53
s 107 173 244
S 108 149 140
S 109 149 22
S 117 73 167
s 113(d) 38 47
s 113-1(9) 22 149
S 119 102 53
S 120 173 149
s 121 244 173
s 137(Fr1)(d) 122 133
s 326(Fr1)(d) 200 69
s a472(Fr1)(9) 244 69

(a) BHI Agar - assumindo 100% de recuperacao
(b) Meio proposto
(c) Meio oficial

(d) Linhagens enterotoxigenicas



TABELA III: Testes de coagulase e DNA'se com esta

filococos.

ob

COAGULASE DESOXI-RIBONUCLEASE
ORGANISMO ~ CULTURA EM CULTURA EM TSBS CULTURA EM BHISVN
NOMERO TSBS BHISVN TR TS TR TS

2hs 4hs 2hs 4hs 2hs 4hs 2hs 4hs 2hs 4hs 2hs 4hs
S 3b S L S L A R
S 15a | AR A MRS A AN RN A R AN R
S 17 - - -1 - - - L A A A
S 20 - - - - - - - SEE LA LA L B
S 26 - - -2 . A AR A
S 27 - - - - - - I LA A A
S 50-18 - - - - - - - - - - - -
S 50-39* - - - - - - - - - - - -
S 68 S I L MRS RS IS RS LA A A A A
S 69 | AN A R RS RS S R AN M AR o
S 70 AT LA A A S A A
S 104-1 (R S A LA LA A A A A A AR M
S 105 ot 3t 2t 3t ot ot ot 2t ot o3t gt 3t
S 106 SN AR MRS LA RS RN R A AN R
S 107 A L A AR AR AN R A
S 108 A A L A RS AR R
S 109 U AN LA LA RN RN AR RS R AU R A
S 119 (AN S LA RN AN RS LA DA AN R
S 120 L A A AN RS A RS A R AN A
S 121 | S R AN LA R R IS RS RS, R A

(*) - Mutantes da linhagem S 50.
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TABELA IV: Testes de coagulase e DNA'se com esta

filococos.
COAGULASE DESOXI-RIBONUCLEASE
LINHAGEM CULTURA EM  CULTURA EM TSBS CULTURA EM BHISVN
TSBS  BHISVN TR TS TR TS
12hs 24hs 12hs 24hs 12hs 24hs 12hs 24hs 12hs 26hs 12hs 24hs
S 3b - - 3t - - o AR M AR o
S 15a CHN L L L A L L AR A L
S 17 SR AR LA LT LA LA AN LS LA LI o
S 20 | LA A MRS LA LA L LA AR AR
S 26 S A L A A A o
S 27 SR A A L A A A
S 50-18 - - - - - - - - -2 -2t
S 50-39 S AR A A A AR LS A L L o
S 68 AN M AR LA LS A L AR M L o
S 69 CHN LA L A A A LA A LA A LA o
S 70 A A LA L L L L L o
S 104-1 KA L LA L AN M AN LA LN LU LR o

S 105 KA A M L AN AR A L AR SO L o
S 106 AN AR M L L A L A A AR LA o
S 107 SN LA LA LA MR RS R AN AR AU LA o
S 108 SRR LA AR LA LA S M AN LA LA LA
S 109 cA U L LA L RS LA A A A AR o
S 119 CANE LA LA A A L A A A AU LA U
S 120 CAR: A LA A A A AN L LA Ao
s 121 CA M A A M A L A A A L o




TABELA V: Numero de Staphylococcus vs. Micrococcus/ml
de suspensao bacteriana D.0.0,50.
NOMERO MAIS PROVAVEL (NMP) X]O7 CONTAGEM EM
PLACAS
METODO PROPOSTO(®)  METODO OFICIAL(®)  METODO PADRAD (€)
Incubagao em hs.  Incubacdo em hs. Incubagdo em hs.
24 48 24 48 24 48
*
B-2968 0 0 0 0 4 4
B-2968 *
S-137C] 12,2 15 4,5 22,5 23,7 23,7
B-2968
*w 8,4 30,5 8,7 26,7 90,2 90,2
S-472 D
* - USDA B-2698 : Micrococcus glutamicus
** - FRI 137C] : Staphylococcus aureus
- FRI 472 D : Staphylococcus aureus
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BHISVN - 0,5 ml da diluigao decimal dos organismos.

TSBS - 0,5 ml da diluigao decimal dos organismos.

BHI Agar - meio de controle
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