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Resumo

Estafilococos têm grande importância na indústria de alimentos por serem associados a surtos de
intoxicação alimentar, pela ação de suas enterotoxinas. A produção dessas substâncias tem alta correlação
com a produção da enzima coagulase, que é detectada na identificação de cepas potencialmente
patogênicas. Esse teste é tradicionalmente realizado com plasma de coelho liofilizado ou pela sua separação
de sangue coletado de coelhos. O plasma liofilizado tem alto custo e a punção cardíaca, além de ser
bastante cruenta, permite a obtenção apenas de pequenos volumes de material. Este trabalho tem como
objetivo verificar a viabilidade da utilização de um material alternativo ao plasma de coelho, neste caso
o plasma de cavalo, no teste de coagulase para estafilococos isolados de leite cru. Assim, 410 colônias
típicas e atípicas de estafilococos isoladas de leite cru foram submetidas ao teste de coagulase utilizando-
se os dois plasmas. Os resultados identificaram 284 (69,26%) colônias coagulase positivas e 126 (30,73%)
coagulase negativas, com concordância de 100% entre os dois plasmas. Os resultados obtidos indicam
que a utilização do plasma de cavalo pode ser uma alternativa viável na pesquisa de estafilococos
coagulase positivos em leite cru.
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Abstract

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

Introdução

Estafilococos são importantes causadores de
intoxicações alimentares, devido à produção de
enterotoxinas e por possuírem alta prevalência
(ZECCONI; HAHN, 2001; FRANCO;
LANDGRAF, 1996). Segundo Mossel e Netten
(1990), mais de 50% das linhagens de
Staphylococcus aureus são enterotoxigênicas.

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

A alta incidência de S. aureus como agente de
mastites em rebanho leiteiro torna essa infecção
importante epidemiologicamente, estando relacionada
à presença deste microrganismo no leite (CENCI-
GOGA et al., 2003; WONG; BERGDOLL, 2002;
ZECCONI; HAHN, 2001; SILVA et al., 2000). Esse
microrganismo é o principal agente responsável pelo
aumento na contagem de células somáticas no leite,
o que acarreta redução na produtividade e
comprometimento na composição nutricional e
microbiológica do leite (ASPENGER, 1995).

As intoxicações alimentares causadas por
estafilococos são originadas da ingestão das
enterotoxinas produzidas por estes microrganismos,
que ocorre principalmente nos alimentos antes do
consumo (WONG; BERGDOLL, 2002; FRANCO;
LANDGRAF, 1996). Essas enterotoxinas são
termoestáveis e não são, portanto, destruídas durante

o processamento térmico dos alimentos, como a
pasteurização do leite (WONG; BERGDOLL, 2002).
Por essa razão, a pesquisa da presença desses
microrganismos em alimentos crus é de grande
importância. Estima-se que, quando presentes em
contagens superiores a 105 – 106 UFC/ml ou gr de
alimento, os estafilococos produzem enterotoxinas em
quantidade suficiente para induzir sintomas
(EVENSON et al., 1988).

A sintomatologia e o período de incubação variam
com a sensibilidade individual, quantidade de toxina
e do alimento ingeridos (LOIR; BARON; GAUTIR,
2003; FRANCO; LANDGRAF, 1996). Os principais
sintomas são náuseas, vômito, cãibras abdominais e
diarréia. Quadros febris são incomuns e quando
presentes normalmente estão associados à ingestão
de grandes quantidades de toxina. O período de
incubação varia de 30 minutos a 8 horas, com média
entre 2 e 4 horas (WONG; BERGDOLL, 2002;
DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000;
FRANCO; LANDGRAF, 1996).

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

Dados acerca de toxinfecções alimentares no Brasil
são escassos (FRANCO et al., 2003), entretanto
acredita-se que as intoxicações por enterotoxinas
estafilocócicas são muito comuns (PEREIRA et al.,
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1994). Em alguns estados, entretanto, existe uma
política de monitoramento dessas enfermidades. No
Paraná, por exemplo, 53% dos surtos de doenças
transmitidas por alimentos são causados por bactérias,
sendo o leite e seus derivados representados por 11%
desta parcela; os microrganismos mais importantes
nestes surtos foram Salmonella spp. e S. aureus,
com participação de 56,1% e 31,2%, respectivamente
(PARANÁ, 2005). No Estado de São Paulo entre
2001 e 2002 foram notificados 25 surtos de
intoxicação por enterotoxina de S. aureus envolvendo
200 pessoas (SÃO PAULO, 2005).

Nos Estados Unidos, 20% a 40% dos surtos de
toxinfecção alimentar são causados por intoxicação
estafilocócica (ANDERSON et al., 2004). A
presença de S. aureus em queijos varia entre 42 a
74%, revelando assim um grande risco à saúde pública
(ALMEIDA FILHO; NADER FILHO, 2000;
MENDES; NUMERIANO; COELHO, 1999).
Recentemente no Japão, 13.420 pessoas foram
envolvidas em um surto de intoxicação ao
consumirem leite desnatado contaminado com
enterotoxina produzida por estafilococos
(MILKPOINT, 2005). Na França, entre 1999 e 2000,
S. aureus foi apontado como o segundo maior
responsável por casos de intoxicação alimentar
(LOIR; BARON; GAUTIR, 2003).

Já foi relatada a produção de enterotoxinas por
outras espécies de estafilococos (S. intermedius e
S. hyicus), porém os surtos de intoxicação alimentar
estão relacionados apenas a contaminação de
alimentos por S. aureus enterotoxigênicos (ZOLI;
NEGRETE; OLIVEIRA, 2002). A participação
dessas outras espécies em surtos de intoxicações
alimentares requer estudos aprimorados, bem como
análises das condições necessárias para produção
da toxina, associando todas estas informações a
epidemiologia da intoxicação.

Várias provas para identificação de estafilococos
foram desenvolvidas tendo como princípio a detecção
de algumas enzimas. Shulz (1988) e Quinn (1994)
apontam a coagulase como a primeira linha de defesa

dessas bactérias estando associada com sua
patogenicidade. A detecção da produção de
coagulase pode ser considerada como a melhor prova
para detecção de estafilococos enterotoxigênicos,
devido a sua alta correlação com a produção de
enterotoxinas, sensibilidade, confiabilidade e baixo
custo (JASPER; INFANTE; DELLINGER, 1985).
Desta forma, o teste de coagulase em tubo com
plasma de coelho é o teste mais utilizado para
diferenciar as amostras de estafilococos
potencialmente patogênicas das inócuas.

Entretanto, o plasma liofilizado comercial possui
um preço relativamente alto e a extração do plasma
diretamente de coelhos tem apresentado dificuldades
quanto a sua obtenção, tanto pela técnica (punção
intracardíaca), como pelo grande número de animais
necessários em biotério. A utilização de plasma de
outros animais já foi relatada como alternativa a
utilização de plasma de coelho. Adesyun e Shehu
(1985) demonstraram que a identificação do gênero
Staphylococcus de origem alimentar poderia ser
realizada a partir da coagulação de plasmas de
diferentes animais. O plasma de cavalo já foi utilizado
na análise de estafilococos em carne (GIL; DURÃO,
2000).

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

Material e Métodos

Obtenção de cepas de Staphylococcus spp.

Foram analisadas 410 cepas de Staphylococcus
spp. obtidas de diferentes amostras de leite cru
refrigerado, colhidas em propriedades da região de
Pelotas-RS e Londrina-PR. As cepas de
estafilococos foram semeadas em Ágar Baird-Parker
para isolamento. Após incubação a 35ºC por 48h,
colônias típicas (negras com duplo halo) e atípicas
(negras e de morfologia variada) foram estocadas
em ágar nutriente e mantidas sob refrigeração.
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Obtenção do plasma

Os sangues de cavalo e coelho foram obtidos no
Biotério e Hospital Veterinário da Universidade
Estadual de Londrina. Dos cavalos, o sangue foi
coletado por punção intravenosa e dos coelhos por
punção intracardíaca. O processamento desse
material foi o mesmo em ambas espécies, coletados
em frascos contendo citrato a 2%, na proporção 1:5.
Após coleta, o material foi homogeneizado e
centrifugado a 2000rpm/15min com retirada do
sobrenadante (plasma integral) e congelado a –18ºC
(KANTEK, 1980).

Teste da coagulase

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

Resultados e Discussão

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

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

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

Assim, a possibilidade de utilizar plasma de cavalo
em substituição ao de coelho pode auxiliar muitos
laboratórios de análises clínicas e de alimentos, além
de instituições de pesquisas, significando uma redução
em seus custos. Além disso, sua obtenção é muito
mais fácil, prática e menos cruenta, favorecendo o
bem estar animal.

Conclusões

A identificação da produção da enzima coagulase
por estafilococos, através da prova de coagulase em
tubos, utilizando o plasma de cavalo pode substituir,
com grande confiança, o teste de coagulase
tradicional feito com o plasma de coelho,
representando uma importante alternativa. Estudos
complementares com estafilococos isolados de outros
alimentos são importantes para confirmação da
viabilidade do uso do plasma de cavalo na prova de
coagulase, para identificação de estafilococos de
outras origens.
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