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RESUMO

PADUA, Ivani Pose Martins de. Avaliagdo da presenca de estafilococos
enterotoxigénicos em leite mastitico através de métodos convencionais e
analise da composicio dos 4dcidos graxos por cromatografia gasosa.
Lavras: UFLA, 2001. 60p. (Dissertagdio — Mestre em Ciéncia de
Alimentos)"

Leite e produtos lacteos contaminados tém sido associados a vérias doengas de
origem alimentar, podendo os microrganismos serem considerados os seus
causadores. Dentre esses microrganismos, merecem destaque as bactérias,
especialmente aquelas do género Staphylococcus. Logo, com o intuito de avaliar
a presenga de linhagens estafilocécicas em leite proveniente de vacas mastiticas,
experimentos foram conduzidos em laboratério com amostras de leite mastitico
fornecidas por pequenos, médios e grandes produtores da regido sul de Minas
Gerais. Para o isolamento de tais microrganismos utilizou-se meio Baird-Parker
dgar, do qual foram selecionadas colonias com caracteristicas tipicas de
Staphylococcus spp, que foram identificadas por provas bioquimicas classicas.
Observou-se uma contagem média superior a 104 unidades formadoras de
colonias de Staphylococcus spp por mL na maioria dos casos, sendo que 62%
dos isolados correspondiam a Staphylococcus aureus e 38% a Staphylococcus
pc- (plasma coagulase negativo). Os isolados foram submetidos a teste baseado
na aglutinagdo reversa em latex, segundo o qual se observou que nenhuma cepa
produzia enterotoxinas. Com o objetivo de desenvolver metodologia que
permitisse identificar os isolados de forma mais rapida e segura do que aquela
baseada em provas bioquimicas cléssicas, todos foram submetidos 3 analise dos
4cidos graxos celulares por cromatografia gasosa. No entanto, tal metodologia
ndo permitiu a diferenciagfo entre Staphylococcus aureus e Staphylococcus pc-.

* Comité Orientador: Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Orientador),
Denilson Ferreira de Oliveira - UFLA.
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ABSTRACT

PADUA, lvani Pose Martins de. Evaluation of the presence of enterotoxigenic
staphylococci in mastitic milk through conventional methods and
analysis of the cellular fatty acids by gas chromatography. Lavras:
UFLA, 2001. 60p. (Dissertation — Master Program on Food Science)”

Contaminated milk and dairy products have been associated with a number of
food-borne diseases, microorganisms being able to regarded as their causers.
Among these foods, the bacteria specially those of the genus Staphylococcus
deserve prominence. So, with the purpose of evaluating the staphylococcal
strains in milk from mastitic cows, experiments were conducted in laboratory
with samples of mastitic milks furnished by small, medium and great farmers
from the southern region of Minas Gerais. For the isolation of such
microorganisms, Baird-Parker agar medium was utilized, from which were
selected colonies with characteristics of Staphylococcus spp, which were
identified by classic biochemical tests. An average count superior to 104colony-
forming units of Staphylococcus spp per mL in most cases, 62% of the isolates
corresponded to Staphylococcus aureus and 38% to Staphylococcus pe-
(negative coagulase plasm). The isolates were submitted to test based on the
latex reverse agglutination according to which it was found that no strain
produced enterotoxins. With the objective of developing methodology which
allowed to identify the isolates in a faster and safe way than that based on classic
biochemical tests, all were submitted to the analysis of the cell fatty acids by gas
chromatography. Nevertheless, such a methodology did not enable the
distinction between Staphylococcus aureus and Staphylococcus pc-.

* Guidance Committee: Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Major Professor),
Denilson Ferreira de Oliveira - UFLA.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, no Brasil, um nimero consideravel de criangas ainda morre
de desnutrigéo antes de completar um ano de vida o que ¢, em grande parte, uma
das conseqiiéncias da desnutrigdo. Em decorréncia, o leite, que é considerado o
mais completo de todos os alimentos na primeira infancia humana, assume
importante papel na nossa sociedade. A média nacional de produgdo de leite esta
em tomno de 14 bilhdes de litros por ano, o que corresponde a uma baixa
produgdo, se comparada a norte americana. Nos Estados Unidos, apesar do
rebanho ser numericamente equivalente ao brasileiro, a produgéo de leite é cinco
vezes maior.

Além de elevar a produtividade brasileira, também é de grande
importéncia a busca por um leite de alta qualidade, com sabor agradavel, alto
valor nutritivo, auséncia de agentes patogénicos e contaminantes (antibiéticos,
pesticidas, adigdo de 4gua e sujidades), reduzida contagem de células somaticas
e baixa carga microbiana.

Dentre todas as caracteristicas relacionadas a qualidade do leite, as
microbiologicas sdo consideradas de fundamental importancia, pois podem ser
correlacionadas de forma confiavel 4 saiide dos animais, as condigSes higiénicas
na ordenha e a eficiéncia do manuseio deste produto desde a fazenda até o
consumidor final.

Conseqiientemente, faz-se necesséario reduzir a0 minimo a presenga de
bactérias no leite, j4 que tais microrganismos sdo os que mais afetam sua
qualidade. Elas sédo capazes de se multiplicarem rapidamente, o que, além de
alterar a composigdo quimica do leite, pode ocasionar a transmissao de doengas
aos seres humanos. Um importante exemplo consiste nas bactérias do género

Staphylococcus, que estdo associadas com diversos casos de contaminagdo do



leite ¢ podem produzir substincias consideravelmente toxicas aos seres
humanos.

Para minimizar os problemas de contaminag@o microbiol6gica do leite,
faz-se de vital importincia o emprego de métodos rapidos e seguros para
averiguar a presenga de bactérias em diversas amostras. Conseqiientemente,
vérios sdo os trabalhos buscando desenvolver novas metodologias com tal
finalidade. Varias delas se baseiam no fato de que espécies distintas apresentam
tipos e/ou quantidades de substéncias diferentes nas suas constituigdes. Ou seja,
a composigdo quimica das bactérias, principalmente o conteido de carboidratos,
lipideos e proteinas, pode variar de forma marcante de acordo com a espécie.
Assim sendo, pode-se identificar as diversas espécies bacterianas por meio da
andlise dos seus constituintes quimicos. Para isso, as técnicas cromatograficas
correspondem 4 ferramenta de grande importincia, com destaque para a andlise
de AG (4cidos graxos) por CG (cromatografia gasosa), que vem apresentando
resultados bastante satisfatorios. _ |

Neste contexto, a presente pesquisa teve como objetivos, isolar e
identificar Staphylococcus spp proveniente de leite de vacas mastiticas, avaliar a
capacidade de produgfio de enterotoxina por estes microrganismos e testar a
eficiéncia da utilizagdo da composi¢gio dos AG de Staphylococcus spp
analisados por CG para a sua identificagdo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leite

Apesar de ser um alimento mundialmente consumido devido ao seu alto
valor nutritivo, o leite pode ser um 6timo meio de cultura para a grande maioria
dos microrganismos. Os que mais comprometem a qualidade do leite sdo as
bactérias e, com intensidade consideravelmente menor, os fungos, virus e
leveduras. Especificamente no caso de bactérias patogénicas, além de alterarem
a qualidade final do produto, podem ocasionar grandes riscos a satide piiblica
(Santos, 2000).

Apesar de considerar a necessidade de constante aperfeigoamento das
agdes de controle sanitario na 4rea de alimentos, a nova resolugdo da Vigilancia
Sanitaria, n° 12, de 2 de janeiro de 2001 (ANVISA, 2001), ndo cita padrdes no,
que se refere ao leite cru, bem como ndo determina a diferenciagéo dos tipos de
leite. A portaria estipula apenas valores de referéncia para leite pasteurizado e
UAT (UHT). A legislagdio criada pelo Ministério da Agricultura em 1954, que
ainda estd em vigor, tem restringido-se a prevengdo de fraudes ou adulteraces
do produto in natura. A nova legislagio, ainda nio homologada, definir4
regulamentos técnicos para a produgo, identidade e qualidade nos tipos de leite,
condigSes de refrigeragio na propriedade rural e transporte a granel, além do
monitoramento do leite, que passara a ser feito na propriedade em vez de ser
analisado depois de chegar na indistria. Os critérios microbiolégicos no leite
fresco, atualmente, aplicam-se apenas aos tipos A e B, enquanto para o leite C,
este pardmetro é adotado somente para o produto pasteurizado (Oliveira,
Fonseca e Germano, 2001).

Espera-se que tais mudangas na legislagio possam servir de fator

motivador para o emprego de um manejo mais adequado do produto e utilizagdo



de médo-de-obra mais especializada. Com isso, acredita-se, por exemplo, que os
problemas sanitdrios dos rebanhos poderdo ser minimizados, reduzindo a niveis
aceitdveis uma das principais causas de contaminagdio do leite: a mastite
(Laranja da Fonseca e Pereira, 1999; Costa, 1999).

2.2 Mastite

Mastite é um nome genérico, utilizado por vérios autores para definir
uma inflamagdo da glandula mamdéria (ibere). Ela pode ocorrer em vacas,
cabras, éguas, porcas e em outras inimeras espécies de animais mamiferos
(Brito et al., 1997; Shourkry e Sabana, 1997; Brabres, 1999; Prestes, Langoni ¢
Cordeiro, 1999). Porém, devido a fatores econdmicos e de saude piblica, a
doenga assume maior importincia na vaca leiteira. Além da causa infecciosa,
caracterizada pela penetragio de microrganismos no canal do leite , fatores
fisiolégicos, trauméticos, metabélicos e alérgicos podem desencadear os
processos de mastite (Bray e Shearer, 1993; Zecconi, 1996; Brabes, 1999; Costa,
1999; Costa et al., 1999; Leite, 2000; Faria et al., 2000).

De acordo com a intensidade do processo e forma de evolugfo, a mastite
tem sido classificada como clinica ou subclinica. A mastite clinica caracteriza-se
por alteragdes visiveis na mama e/ou no leite, apresentando quartos mamérios
inchados, quentes, avermethados e doloridos (o animal reage ao toque). Estes
sintomas podem ser ou ndo acompanhados de alterages das caracteristicas do
leite, descoloragdo, presenca de grumos, pus ou sangue. Por outro lado, a mastite
subclinica torna-se mais dificil de ser detectada uma vez que o quarto mamario €
o leite estdo aparentemente normais. Contudo, pode ser considerada, em todo o
mundo, como a principal doenga que afeta o gado leiteiro e também aquela que

causa as maiores perdas econdmicas na explorago leiteira.



Além de provocar abortos, perda da glandula maméria e até mesmo a
morte do animal, o leite mastitico pode provocar doengas sérias nas pessoas que
0 consomem, como meningite, brucelose e septicemias (Costa, 1999).

Além da queda de produgdio de leite, que é responsével pela maior
parcela de prejuizo, gastos com medicamentos, leite descartado, servigos
veterindrios, descarte prematuro de animais contribuem para que o prejuizo seja
maior. Sem contar com as perdas ocasionadas na industria de laticinios devido a
residuos de antibiético ¢ as alteragBes na composicdo quimica do leite,
diminuindo a qualidade do produto (Costa, 1999; Faria et al., 2000; Santos,
2000).

A mastite ¢ um dos fatores que mais causam prejuizos i produgdo
leiteira, uma vez que pode ser facilmente transmitida de um animal para outro na
auséncia de medidas preventivas necessérias e sua percentagem de cura
espontdnea normalmente ¢ baixa (Laranja da Fonseca e Pereira, 1999; Costa,
1999). De acordo com o Niicleo de Apoio a Pesquisa em Glandula Mamadria e
Produgdo Leiteira (NAPGAMA), nos Estados Unidos, calcula-se que a doenga
cause um prejuizo médio anual de US$180 a US$200 por vaca. No Brasil, ndo
hé uma estimativa geral. Entretanto, levantamentos realizados pelo mesmo
nicleo mostraram indices de cerca de US$330 por vaca/ano nas regides de Sdo
Paulo ¢ sul de Minas Gerais, enquanto que, com medidas preventivas, seriam
gastos apenas US$25vaca/ano (Costa et al., 1999).

2.2.1 Agentes etiolégicos

Apesar de os agentes etiologicos da mastite serem numerosos,
aproximadamente 95% de todas as infecgdes sdo causadas por Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
uberis e Escherichia coli. Os 5% restantes sdo causados por outros organismos,

dentre o0s quais podem ser destacados Pseudomonas aeruginosa,



Corynebacterium spp, Nocardia spp e Bacillus spp (Bray e Sheare, 1993; Jones,
Baley e Roberson, 1998).

Dentre os microrganismos acima mencionados, 0 que assume maior
importéncia na maioria dos paises onde o problema existe, inclusive no Brasil, é
o Staphylococcus aureus. Ele apresenta grande resisténcia aos tratamentos
convencionais, pois pode aderir aos tecidos mais profundos da glandula
mamaria, o que dificulta a agéo de antibidticos e, conseqiientemente, permite a
manifestagio da doenga de forma cronica (Gomes e Gallo, 1995; Faria et al.,
2000).

Vieira da Mota et al. (2000) afirmam que as espécies pc- (plasma
coagulase negativo) também podem estar envolvidas em quadros de mastite. No
Brasil, em 1996, foi detectado um indice de 38% de estafilococos pc- em
rebanhos no estado do Paranid. Os estafilococos pc- atualmente tém sido
considerados como um dos principais microrganismos emergentes envolvidos
em mastite (Santos, 2000; Ruegg, 2001).

Para Santos (2000), a mastite pode ser causada por mais de 140 espécies
diferentes de microrganismos, os quais podem ser agrupados em agentes
contagiosos, ambientais e oportunistas. Segundo o autor, estes microrganismos
raramente constituem risco de saide publica, pois podem ser destruidos pela
pasteurizagdo. Entretanto vérios autores citam que em concentragdes acima de
10* UFC/mL de estafilococos no leite, h4 um aumento da probabilidade de
produgdo de enterotoxinas, que uma vez ingeridas, poderdo provocar
intoxicagdes (Brabes, 1999; Leite, 2000; Kendall, 1998).

2.2.1.1 Staphylococcus sp

Bactérias do género Staphylococcus podem ser caracterizadas como
cocos gram-positivos, catalase positivos, normalmente PB-hemoliticos, que

tendem a formar grupamentos caracteristicos, semelhantes a cachos de uva. Sdo



amplamente distribuidos na natureza e fazem parte da microbiota normal da pele
e mucosas de mamiferos e aves. S80 também patogenos de seres humanos e
outros mamiferos. Atualmente, o género Staphylococcus contém 33 espécies
que, tradicionalmente, sdo divididos em duas categorias: coagulase positivos e
coagulase negativos. Essa divisdo é baseada na capacidade de coagulagdo do
plasma, que ¢ uma propriedade considerada como importante marcador de
patogenicidade dos estafilococos (Behme et al., 1996; Kotilainen, Huovinen e
Eerola, 1991; Trabulsi et al., 1999; Gay e Fox, 2000).

2.1.1.1.1 Staphylococcus spp e suas toxinas

Staphylococcus spp, em especial Staphylococcus aureus, além de ser
considerado uns dos principais agentes causadores da mastite, estd diretamente
relacionado com varios surtos de toxinfecgSes alimentares, representando um
risco considerdvel para a saiide humana. Os sintomas destas toxinfecgdes
(nduseas, diarréia, dores abdominais e vémito) sdo decorrentes da agdo de toxina
termoestaveis, pré-formadas no alimento, que permanecem ativas, mesmo apds
processamento a altas temperaturas (Brabes, 1999; Leite, 2000; Silva et al,,
2000).

As enterotoxinas estafilococicas (EEs) formam um grupo de proteinas
globulares de cadeia simples, soliveis em 4gua, termoestiveis € com peso
molecular entre 28.000 a 35.000 Daltons. Atualmente, sdo conhecidos sete
grupos imunologicamente distintos e envolvidos com toxinfecgSes alimentares.
Sdo: A, B, C (com os subgrupos C;, C; € C3), D, E, e H (Valle et al., 1990;
Brabes, 1999; Trabulsi et al., 1999; Leite, 2000).

Para evitar o consumo de produtos contaminados, é de grande
importancia que o leite e seus derivados sejam submetidos a um eficiente
controle de qualidade (Sincoweay, Miyagawa ¢ Kume, 1981; Brabes, 1990;
Leite, 2000).



2.3 Taxonomia microbiana

As descobertas relacionadas & crescente diversidade de organismos
isolados vém induzindo & necessidade de arranjar estas bactérias em grupos
distintos. A forma mais facil para a execugdo desta tarefa € coloca-las em grupos
com propriedades comuns, estudar o relacionamento de tais grupos e o seu papel
na natureza e, pelo desenvolvimento de métodos, permitir que os cientistas e
pesquisadores possam identificar novos isolados pela comparagdo destes com os
grupos j4 existentes. Tais estudos pertencem ao campo da sistematica, um termo
relacionado e freqiientemente utilizado como taxonomia. Logo, em ambos os
casos, trata-se da classificagdo ou arranjo sistemético de organismos em grupos
ou categorias (Staley e Krieg, 1986).

Cowan (1968) definiu sistemitica como o estudo cientifico de
organismos com o objetivo de caracterizd-los e arranjé-los de uma maneira
ordenada. O autor também sugere que a taxonomia deve incluir aspectos de
ecologia, bioquimica, genética, patologia, biologia molecular ¢ microscopia,
consistindo em trés 4dreas separadas, porém inter-relacionadas: 1) classificagdo,
que se preocupa com o arranjo ordenado de unidades em grupos; 2)
nomenclatura, que se preocupa com a nomeagdo das unidades definidas pela
classificagdo e 3) identificagiio de unidades ndo conhecidas com unidades j&
classificadas e nomeadas, isto é, a aplicagdio pratica da classificagio e
nomenclatura.

Mais tarde, Brondz e Olsen (1986) confirmaram a defini¢do dada por
Cowan: “A taxonomia inclui a classificaggo, identificagdo e nomenclatura de
microrganismos”. Assim sendo, os microrganismos poderiam ser classificados
de acordo com suas similaridades e correlagdes, seguidas por anélises de

clusters.



De acordo com revisdo de Triiper e Schleifer (1991), a taxonomia
bacteriana comegou quando Ferdinand Cohn, em 1872, agrupou bactérias de
acordo com suas caracteristicas morfologicas globais em cocos, bacilos curtos,
bacilos longos e espiralados. Uma nova era na taxonomia, denominada por
fisiologia, comega com o sistema de Classificagdo de Orla-Jensen, em 1909.
Numerosas propriedades fisiologicas de culturas bacterianas foram determinadas
por caracterizagdo e usadas predominantemente para a identificagdo. Mais tarde,
enzimas foram estudadas e as vias metabolicas elucidadas. Com o avango
tecnolégico, novos e melhores métodos foram surgindo e técnicas mais
complexas, como hibridizagio de DNA-RNA, foram recomendadas para a
designagdo de uma espécie. Entretanto, ¢ altamente improvavel que todos os
possiveis organismos procariotos ji tenham sido isolados e observados em
estudos.

O aumento no conhecimento da composi¢do quimica dos constituintes
celulares fez com que métodos quimiotaxonémicos passassem a ser amplamente
utilizados, em particular para aqueles microrganismos cujas caracteristicas
morfologicas e fisiologicas ndo foram suficientes para fornecer uma
classificagdo satisfatéria. Com isso, pdde haver maior objetividade na
classificagdo e identificagdio, tornando a taxonomia bacteriana mais pratica e
com menores variagdes dos resultados, como freqiientemente ocorre quandé sio
realizados testes fisiologicos e bioquimicos para a identificagdo de uma espécie
(Welch, 1991).

2.4 Quimiotaxonomia

Pesquisas tém sido conduzidas a fim de alcangar rapidamente a
classificagdo e identificagdo de bactérias, quando em quantidades minimas de
biomassa, tais como uma simples colénia bacteriana. Obviamente, cada método

tem vantagens e desvantagens, o que confere & combinagdo de técnicas maior



valor do que qualquer técnica isolada. Nesse contexto, a quimiotaxonomia pode
contribuir para uma melhor classificagdo das bactérias, estabelecendo correlagdo
entre elas, localizando aspectos da evolugdo e da identificagdo de organismos
clinica e microbiologicamente importantes (Brondz e Olsen, 1986).

Apesar de ndo se tratar de um assunto novo, a quimiotaxonomia foi
recentemente definida como o estudo da variagdo das caracteristicas quimicas
dos organismos vivos, na classificagio e identificagio dos mesmos.
Fundamentalmente, ela se preocupa com a distribuigio dos constituintes das
células bacterianas, bem como de substéncias por estas produzidas. Um grande
passo para a quimiotaxonomia foi dado com o emprego da cromatografia gasosa
e da eletroforese em gel de amido e poliacrilamida. Procedimentos integrados a
quimiotaxonomia foram desenvolvidos estabelecendo os perfis dos componentes
bacterianos, tais como lipidios, aminoéacidos e agiicares da mesma biomassa,
sendo que grande énfase tem sido dada aos sistemas automatizados para
trabalhos de rotina. Como resultado, tem-se que varios métodos ja estdio
disponiveis para estudos da quimica de células microbianas (Goodfellow e
Minnikin, 1985; Austin e Priest, 1986; Brondz e Olsen, 1986).

Komagata e Suzuki (1987) sugeriram que a analise simples e rapida dos
constituintes da parede celular pode ser utilizada para diferenciar os grupos de
bactérias, desde que trés condi¢bes sejam satisfeitas: a) estes constituintes
devem ser distribuidos universalmente entre os microrganismos para serem
estudados; b) serem homologos entre linhagens num mesmo taxon, e apresentar
diferengas significantes entre taxa diferente, c¢) devem proporcionar anélises que

sejam facilmente realizadas em um grande nimero de amostras.

2.4.1 Lipideos na sistematica bacteriana

A membrana envolve a célula, define seus limites e mantém as

diferengas essenciais entre o citosol e o meio extracelular. E uma estrutura
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dindmica, fluida, sendo a maior parte de suas moléculas capaz de mover-se
lateralmente. Apesar de suas diferentes fungdes, todas as membranas biolégicas
tém uma estrutura geral comum: cada uma é um filme muito fino de moléculas
de lipidios e proteinas ligadas ndo covalentemente. Essas proteinas atuam como
sensores de sinais externos, permitindo & célula mudar o seu comportamento em
resposta a sinais ambientais. As moléculas de lipidios s3o arranjadas como uma
bicamada, com cerca de Snm de espessura, formando a estrutura basica da
membrana e atuando como uma barreira relativamente impermeavel i passagem
da maioria das moléculas hidrossoliveis (Alberts et al., 1997).

Em érea de 1pm’ de membrana bacteriana h4 cerca de 5x10° moléculas
lipidicas, o que comresponde a algo em torno de 50%, na maioria de tais
membranas. Todas as moléculas lipidicas sdo anfipaticas, isto é, elas tém uma
extremidade hidrofilica e outra hidrofobica, sendo os fosfolipidios e
glicolipidios os mais abundantes (Shaw, 1975).

As partes hidrofébicas dos lipidios correspondem a longas cadeias
hidrocarbénicas, vulgarmente chamadas de caudas, que tém como origem AG
que podem diferir em vérios aspectos. Um pardmetro que influencia de forma
significante a composi¢do de AG da bicamada lipidica é a temperatura.
Bactérias, leveduras e outros organismos cuja temperatura flutua de acordo com
a do ambiente, ajustam a composigdo de AG dos lipidios de suas membranas, de
modo a manter uma fluidez relativamente constante. Quando a temperatura cai,
por exemplo, sdo sintetizados mais AG com duplas ligagdes cis, evitando o
decréscimo na fluidez da bicamada (Miller, 1982; Tomabene, 1985; Alberts et
al,, 1997).

2.4.2 Acidos graxos

Entre os componentes mais comumente utilizados para propositos

taxondémicos estdo os AG, que podem ser definidos como 4cidos carboxilicos de
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cadeia longa, localizados em grande parte nas membranas citoplasmatica e
externa. Os de origem bacteriana geralmente contém entre 9 e 20 atomos de
carbono e, além disso, também podem ter hidroxilas ligadas as suas cadeias,
insaturagdes com diferentes arranjos espaciais, ramificagfes e ciclizagSes que
podem afetar a fluidez da membrana e, conseqiientemente, seus processos de
transporte e atividades enzimaticas, que sdo de grande importincia biologica.
Sabe-se que mais de cem AG de origem bacteriana ja foram identificados, sendo
que a composi¢do de tais substincias pode variar quantitativamente e
qualitativamente entre as espécies (Welch, 1991; Lehninger, Nelson e Cox,
1995).

Com base na composigdo de AG celulares, as bactérias podem ser
divididas em dois grandes grupos: um contém como maiores componentes, AG
ramificados iso e/ou anteiso; o outro grupo apresenta principalmente compostos
de AG lineares, incluindo os saturados e mono-insaturados. Muitas bactérias
aerdbias, gram-positivas, como Bacillus spp, Micrococcus spp, Staphylococcus.
spp e Arthrobacter spp, contém écidos ramificados, principalmente anteiso
saturados com 15 (anteiso-C,so) € 17 (anteiso-C,70) atomos de carbono, que
geralmente sdo os maiores componentes.

Estes padres de composigdo ndo sdio encontrados entre as bactérias
Gram-negativas, que tém como é4cido graxo predominante o de 15 4tomos de
carbono com ramificagdo na iultima posigdo (iso-C,sp), como € o caso de
Xanthomonas spp, Flavobacterium spp, Legionella spp e Thermus spp. Ja os
padrdes de AG de cadeia linear saturada e insaturada sdo encontrados tanto em
bactérias gram-positivas, como aquelas dos géneros Clostridium spp e
Corynebacterium spp, quanto nas gram-negativas, que podem ser
exemplificadas por Enterobacteriaceac, Campylobacter spp, Pseudomonas spp e

Thiobacillus spp, as quais geralmente apresentam como principais AG, n-Cje.,
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Cis1, Ciga © Cigo. Algumas destas estruturas podem ser observadas na Figura 1
(Komagata e Suzuki, 1987).
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FIGURA 1. Estrutura de alguns &cidos graxos
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2.5 Cromatografia gasosa

Segundo Collins (1999), os termos “cromatografia”, “cromatograma” e
“método cromatogréafico” foram utilizados pela primeira vez por Mikhael
Semenovich Tswett, para descrever suas experiéncias, em 1906, que consistiam
na separagdo dos componentes de extratos foliares e de gema de ovo com éter de
petrbleo (fase movel), utilizando colunas de vidro preenchidas com vérios
solidos (fase estacionaria).

A partir de entdo, foram feitas varias alteragdes no sistema desenvolvido
por Tswett, o que levou ao aparecimento de vérias técnicas cromatograficas
como, por exemplo, a cromatografia gasosa. Porém, seu desenvolvimento sé foi
acelerado a partir de 1952, depois da introdugéo da cromatografia gas-liquido.
Hoje € uma técnica muito utilizada na maioria dos laboratérios que realizam
analises quimicas (Bonato, 1999).

Na cromatografia gasosa, as amostras a serem analisadas s3o inseridas
no sistema cromatogréfico através de um injetor e eluidas com uma fase moével
inerte (geralmente Hy, N, ou He) por meio de uma coluna contendo alguma fase
estaciondria, com a qual os componentes de tal amostra podem interagir. As
diferengas em tais interagSes e nas pressdes de vapores desses componentes
fazem com que cheguem em tempos distintos ao final da coluna, que ¢ acoplada
a um detector. Este emite sinais eletr6nicos, que sdo alterados ao perceber a
chegada de alguma substincia. Tais sinais sdo convertidos pelo sistema
computacional em um grafico que, geralmente, é de corrente versus tempo.
Como a 4rea de cada pico gerado pode ser correlacionada a quantidade do
componente que the deu origem, além de detectar, pode-se também quantificar
substancias por cromatografia gasosa (Mitruka e Bonner, 1967).

No inicio da histéria da cromatografia gasosa (CG), esforgos foram

feitos para analisar os AG. O problema principal a ser superado na época era:
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exigéncia de fases liquidas para operar a temperaturas altas, associagdo
molecular de &cidos no estado de vapor e adsorgdo 4cida na coluna.
Recentemente, melhorias consideraveis em CG permitiram a estabilizagdo da
fase estaciondria a temperaturas relativamente altas. Isto tornou possivel a
separagdo de varios AG. No entanto, por produzir melhores resultados, o usual é
converter os AG aos ésteres metilicos correspondentes, que podem ser
facilmente analisados por CG (Brondz e Olsen, 1986).

2.5.1 Aplicagio das técnicas cromatograficas em bacteriologia

As aplicagGes iniciais da CG na anélise de componentes celulares, com
fins taxondmicos, datam da década de 60 (Ballows et al., 1991). Desde entio,
varios procedimentos foram desenvolvidos, sendo que para a identificagdo de
bactérias merece grande destaque a anélise de AG. Para tanto, apés o cultivo em
meios apropriados, em geral as células sdo submetidas a condi¢des de hidrolise
em meio acido ou basico. A seguir, os AG liberados sdo esterificados e
avaliados por cromatografia gasosa. Com isto, tem-se um método de rapida
execugdo e de boa reprodutibilidade para a identificagdo de bactérias. Além
disso, como tal metodologia tem menor demanda por técnicos especializados do
que os métodos classicos, o custo da andlise também tende a ser menor. No
entanto, é indispensavel que as condi¢bes de cultivo sejam cuidadosamente
controladas, uma vez que variagdes de pardmetros como temperatura € pH do
meio, por exemplo, podem afetar a composi¢io dos AG (Moss et al., 1970;
Mitruka e Bonner, 1967; Welch, 1991).

Como ja4 mencionado, a andlise dos AG celulares por CG envolve a
separagdo de ésteres metilicos de AG, o que é realizado de forma mais eficiente
em coluna capilar. Para a identificagdo de cada componente, seus tempos de

retengdo sdo comparados com aqueles provenientes de misturas de padrdo
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disponiveis comercialmente (Welch, 1991). Alguns dos resultados mais antigos

podem ser encontrados na Tabela 1.

TABELA 1. Componente celular bacteriano analisado por cromatografia gasosa

Bactéria Componente
Espécies de Corynebacterium, Escherichia,

Klebisiella, Neisseria, Pseudomonas,

Serratia AG

Streptococcus (10 linhagens)

AG (C14-C18)

Staphylococcus spp e Micrococcus

AG e agucares neutros,
glicolipideos, fosfolipideos e
lipideos neutros.

Bacillus sp. AG (cadeia longa)
Thiobacillus (10 linhagens de 10 espécies,

incluindo 7. neopolitanus e T. thioparus) AG (C8-C20)
Gaffkya e Veillonella alcalescens AG (C9-C20)
Vibrio cholerae AG (C14-C19)
Arthrobacter globiformis AG (C14-C17)

Escherichia coli e outras Enterobacteriaceas

Carboidratos, Fosfolipideos e
Lipideos neutros, Acidos
carboxilicos (C10-C22).

Proteus sp. (formas L e bacilares)

AG e lipopolissacarideos
purificados

Mpycobacterium (90 linhagens incluindo 25
linhagens atipicas)

AG (C8-C24)

Mycoplasma neurolyticum, M. pneumoniae,
M. orale, M. fermentans, M. salivarium

Glicolipideos e AG (cadeia
longa)

Listeria monocytogenes

AG (C12-C23)

Pseudomonas sp., P. aeruginosa, P. cepacia
e P. maltophilia

Acidos orgdnicos e AG

Clostridium sp. (41 linhagens e 13 espécies
incluindo C. perfringens e C. bifermentans)

AG (C12-C20)

Fonte: Mitruka e Bonner, 1967.

Dentre os estudos mais recentes, pode-se citar a identificagdo da

composi¢io bacteriana da rizosfera da soja. Foram identificados 576 isolados,
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sendo que 324 eram pertencentes ao género Bacillus, 121 ao género
Pseudomonas e 40 ao género Arthrobacter (Cattelan, Hartel € Fukrmann, 1998).

Outro exemplo consiste no trabalho com linhagens de Rhizobium,
Sinorhizobium e Agrobacterium; 215 isolados foram identificados por meio da
analise de seus AG por CG (Jarvis et al.,1996).

Em trabalho com Escherichia coli e Salmonella enteriditis, que, de modo
geral, podem ser associadas & contaminagdo de alimentos, a analise de AG
também demonstrou ser satisfatoria. Foram 115 isolados do primeiro e 315 do
segundo (Steele et al., 1997).

Boe e Gjerde (1980) obtiveram bons resultados na identificagéo, também
por cromatografia gasosa, de 23 linhagens representando a familia
Enterobacteriaceae e Vibrionaceae e conseguindo a separag@o em espécies.

Lactobacillus sake e L. curvatus, que geralmente dominam a microflora
em carnes processadas, também foram submetidos & mesma metodologia, por
meio da qual foram identificados 29 isolados. Concluiram os autores que tais
andlises sdo reprodutiveis, desde que fatores experimentais sejam
cuidadosamente padronizados (Rementzis € Samelis, 1996).

Outro estudo que serviu para a confirmagdo de que tal metodologia é de
grande valia, foi realizado por Stoakes et al. (1994), que identificaram, pela
analise dos AG, bactérias do género Staphylococcus, que sdo consideradas de
grande importéncia na deterioragdo e contaminagio de alimentos devido as suas

caracteristicas patogénicas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo das amostras

Foram coletadas amostras de leite mastitico de quarenta vacas adultas de
seis diferentes propriedades, pertencentes a pequenos e médios produtores, da
regido sul de Minas Gerais. As amostras, em volume de 500mL, foram coletadas
de tetos com resultado positivo para 0 CMT (California Mastitis Test), apés
higienizagdo do ubere com 4gua e sabdo, secagem com papel toalha e
desinfecgdo com élcool iodado 10%. Apos desprezar os primeiros jatos de leite,
coletou-se a amostra em frascos estéreis, identificados com os dados de cada
animal, sendo fechados imediatamente e acondicionados em caixa isotérmica
com gelo recicldvel e encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia de
Alimentos da Universidade Federal de Lavras, MG, onde foram realizados todos.
os procedimentos.

3.2 Anilises microbiolégicas

Foram utilizados métodos descritos no Standard Methods for the
Examination of Dairy Products (Marshall, 1992).

3.2.1 Contagem total

Depois de feitas as diluigdes das amostras em 4gua peptonada 0,1%,
foram retirados aliquotas de 0,ImL para semeadura em superficie, realizada em
duplicata, utilizando-se BP agar (Baird-Parker agar — MERCK) enriquecido com
gema de ovo e telurito. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas para a
contagem dos microrganismos. Apds o periodo de incubagdo, foram realizadas

as contagens ¢ retiradas colonias tipicas e atipicas para posterior estudo.

19



3.2.2 Obtencdo e purificaciio dos isolados

A purificago das colonias foi realizada pelo método de estria de
esgotamento em BP égar e incubagéo a 37°C por 48 horas. Ap6s o crescimento
bacteriano, a pureza da colonia foi observada por exames macro e

microscdpicos, por meio de esfregagos para a coloragéo de gram.

3.2.3 Preservacio das colonias isoladas

Apés a confirmagdo da pureza, as colonias foram mantidas vidveis em
PCA inclinado (Plate Count agar — DIFCO), cobertas com 6leo mineral estéril e
mantidas sob refrigeragdo, de onde periodicamente eram retiradas para

reativagdo e aplicagéo de testes utilizados na identificagdo das mesmas.

3.2.4 Caracterizacgiio preliminar das colonias

A caracterizagiio das colonias foi realizada com base nos resultados da
verificagdo das caracteristicas de crescimento em BP &gar, assim como na

determinagdo de morfologia, arranjo, tamanho e coloragdo (Siqueira, 1995).

3.2.5 Identifica¢do dos microrganismos

As técnicas e interpretagdo dos testes bioquimicos basearam-se em
provas agrupadas em tabela por Kloos e Schleifer (1986), que sdo: catalase,
produgdo de coagulase, fermentagdo de glicose em aerobiose e anaerobiose,
crescimento em NaCl 15% e presen¢a de termonuclease, conforme citado por
Sabioni e Maia. (1998).
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3.3 Detecgiio de enterotoxinas estafilocécicas

As cepas isoladas e identificadas como Staphylococcus spp, foram
enviadas para o Laboratério de Anaerébios e Epidemiologia Molecular da
Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED), em Belo Horizonte — Minas Gerais, onde as
toxinas estafilocdcicas foram pesquisadas por meio de reagdo de aglutinagio

reversa em latex (Igarashi et al., 1986, Sanjeev e Suredran, 1992).

3.4 Caracterizacio da composi¢iio dos AG celulares

Inicialmente, foram utilizadas cepas de Staphylococcus spp, isoladas de
alimentos em pesquisas anteriormente realizadas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais.
Todas as cepas utilizadas foram reavaliadas para confirmagdo da identificagdo e,
com os dados obtidos foi gerado um banco de dados. Na segunda etapa,
microrganismos isolados de leite mastitico e identificados como Staphylococcus
spp foram submetidos a0 mesmo processo descrito acima e os resultados foram
utilizados para comparar os dados obtidos com os do banco de dados gerado,
avaliando a reprodutibilidade e eficiéncia da metodologia utilizada para a

identificagdo de Staphylococcus spp.

3.4.1 Preparo das amostras para a anilise cromatogriafica.

As cepas foram repicadas em caldo BHI e incubadas a 37°C por 24
horas. Apés o periodo de incubagdo, o caldo contendo os microrganismos foi
estriado em ftriplicata, em placas contendo BP agar, divididas em quatro
quadrantes. Realizaram-se trés cultivos, sendo que, de um cultivo para outro, foi
coletado material do terceiro quadrante. Ap6s o terceiro cultivo, lavou-se a

massa celular bacteriana com 0,7mL de agua destilada, que foi coletada em
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tubos de centrifuga Jouan BR4i. Ap6s centrifugagdo por 10 minutos a 10.000g e
4°C (Rementzis e Samelis, 1996), os pellets obtidos foram colocados em tubos
de vidro, com tampas de rosca e vedagdo, nos quais se colocou ImL de NaOH
15% em metanol e agua (1:1).

Os tubos foram agitados e aquecidos em banho-maria a 100°C por 30
minutos. Acidificou-se a mistura obtida com 2mL de HCl 3,25M em metanol e,
apds nova agitagdo, a mistura foi aquecida em banho-maria a 80°C por 10
minutos. Em seguida, adicionou-se 1,5mL de hexano e os tubos foram agitados.
A fase hexanica foi retirada e lavada com 1mL de solugdo saturada de NaHCO;,
tratada com Na,SO, anidro para eliminar possiveis residuos de agua e entdo
filtrada em algoddo. Ao final, as amostras foram acondicionadas em tubo de
vidro vedado com papel aluminio e tampa rosqueada, sendo entfio mantidas a —
10°C. A metodologia foi adaptada com base em de Miller (1982), Eerola e
Lehtonen (1998), Welch (1991).

3.4.2 Anilise das amostras por cromatografia gasosa

As amostras, obtidas conforme descrito em 3.4.1, foram analisadas em
um cromatografo gasoso modelo 5890 Series II, Hewlett-Packard, equipada com
injetor automatico do tipo split-splitless, com coluna capilar de silica fundida
(30m x 0,2mm x 0,25pm) recoberta com 5% de fenilmetisilicone (HP-5) e
detector de ionizagdo em chama. Como gas carreador utilizou-se nitrogénio.
Todas as amostras foram analisadas nas seguintes condigSes: temperatura
inicial= 180°C (3 minutos); taxa de variagio de temperatura= 10°C/min;
temperatura final= 300°C (5 minutos) Empregou-se como padréo uma solugdo
contendo tetradecanoato de metila (C,40), heptadecanoato de metila (C,70) e

nonadecanoato de metila (Cig.).
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3.4.3 Identificacio dos ésteres metilicos de AG

3.4.3.1Comparagio com dados cromatograficos encontrados na

literatura.

As substéncias, cujos tempos de retengdo foram superiores ao do
tetradecanoato de metila (C,40) € inferiores ao de heptadecanoato de metila

(Ci70), foram submetidas & seguinte formula:

_ tr(éster) —13(Ciay)
1r(Ci70) — tr(éster)

em que:
tr (éster) = tempo de retengdo da substincia a ser identificada
tr (Ci4:0) = tempo de retengdo do tetradecanoato de metila

tr (C17.0) = tempo de retengo do heptadecanoato de metila.

Ja as substincias com tempos de retengdo superiores ao do

heptadecanoato de metila, foram submetidas a seguinte formula:

- tp(éster) — 15(Cizp)
IR(Cyg,0) — tr(éster)

em que:

tr (Ci9.0) = tempo de reten¢do do nonadecanoato de metila.

3.4.3.2 Espectrometria de massas.

As amostras 9.2.V, 23.1.V e padrio foram analisadas em um

cromatégrafo gasoso acoplado a um espectrémetro de massas, 0 que permitiu a
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obtengdo de espectros de massas. As condigSes cromatograficas foram anilogas

as descritas no item 3.4.2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Contagem

Os resultados obtidos do célculo das médias da contagem em BP 4gar

podem ser observados no grafico apresentado na Figura 2.
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FIGURA 2. Médias das contagens de Staphylococcus spp por propriedade

Nele verifica-se que o leite proveniente de vacas mastiticas apresentou
uma contagem média de 3,4 x 10, 0,6 x 10°, 1,0 x 10%, 3,0 x 10°, 1,0 x 10*,2,0 x
10* UFC/mL (unidade formadora de colonia/mililitros) de Staphylococcus spp
nas propriedades 1, 2, 3, 4, 5 e 6, respectivamente. As contagens obtidas
coincidem com os resultados de Leite (2000) que, analisando a qualidade
microbiologica de queijos “Minas Frescal” e “Minas Padrdo”, encontrou
contagens para Staphylococcus spp de 3,6 x10° UFC/mL no leite mastitico que
foi utilizado para fabricagiio dos mesmos.

Uma vez que ja foi constatada a produgdo de toxinas em concentracdes

acima de 10* UFC/mL (Brabes, 1999), excetuando-se as amostras da
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propriedade 6, cuja contagem foi inferior, acredita-se que exista a possibilidade
de detecgdo de enterotoxinas no leite estudado.

Esse alto indice de contaminagdo por Staphylococcus spp esta de acordo
com dados encontrados na literatura, que demonstram a prevaléncia de tais
microrganismos em leite proveniente de vacas mastiticas (Brant e Figueiredo,
1994; El Sukhon, 1995; Costa et al. , 1995; Mahbub et al., 1996; Shoukry e
Shabana, 1997). De forma andloga, também se observa a prevaléncia de
Staphylococcus spp em leite de bufalas (Shoukry e Shabana, 1997) e em éguas
com mastite (Prestes, Langoni e Cordeiro, 1999).

4.2 Caracterizagio de Staphylococcus sp.

Com exceg@io das propriedades 4 e 5, que apresentaram contagem de
Staphylococcus aureus inferior a Staphylococcus pc-, em todos os outros casos,
a espécie S. aureus prevaleceu (Figura 3). Tal resultado estd de acordo com a
totalizagdo dos resultados das 135 cepas isoladas nesta pesquisa, segundo a qual

62% correspondiam a este mesmo microrganismo (Figura 4).
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uma contagem média de 3,4 x 10%, 0,6 x 10°, 1,0 x 10, 3,0 x 10%, 1,0 x 10*, 2,0 x
10’ UFC/mL (unidade formadora de colénia/mililitros) de Staphylococcus spp
nas propriedades 1, 2, 3, 4, 5 e 6, respectivamente. As contagens obtidas
coincidem cofn os resultados de Leite (2000) que, analisando a qualidade
microbiologica de queijos “Minas Frescal” e “Minas Padrdo”, encontrou
contagens para Staphylococcus spp de 3,6 x10° UFC/mL no leite mastitico que
foi utilizado para fabricagido dos mesmos.

Uma vez que ja foi constatada a produgdo de toxinas em concentragdes

acima de 10° UFC/mL (Brabes, 1999), excetuando-se as amostras da
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propriedade 6, cuja contagem foi inferior, acredita-se que exista a possibilidade
de detecgdo de enterotoxinas no leite estudado.

Esse alto indice de contaminagdo por Staphylococcus spp esta de acordo
com dados.encontrados na literatura, que demonstram a prevaléncia de tais
microrganismos em leite proveniente de vacas mastiticas (Brant e Figueiredo,
1994; E1 Sukhon, 1995; Costa et al. , 1995; Mahbub et al., 1996; Shoukry e
Shabana, 1997). De forma aniloga, também se observa a prevaléncia de
Staphylococcus spp em leite de biifalas (Shoukry e Shabana, 1997) e em éguas
com mastite (Prestes, Langoni e Cordeiro, 1999).

4,2 Caracterizaciio de Staphylococcus sp.

Com excegio das propriedades 4 e 5, que apresentaram contagem de
Staphylococcus aureus inferior a Staphylococcus pe-, em todos os outros casos,
a espécie S. aureus prevaleceu (Fiéura 3). Tal resultado estd de acordo com a
totalizagdo dos resultados das 135 cepas isoladas nesta pesquisa, segundo a qual
62% correspondiam a este mesmo microrganismo (Figura 4).
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FIGURA 3. Porcentagem de Staphylococcus aureus e pc- isolados das amostras
de leite por propriedades.

S. aureus
3 Staph pc-

FIGURA 4 Porcentagem de Staphylococcus aureus e pe- isolados das amostras
de leite.
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Tais resultados demonstram que grande parte da contaminagdo do leite
se deve a Staphylococcus aureus, o que estd de acordo com os dados obtidos na
literatura (Costa, 1999; Brabes, 1999; Leite, 2000; Mihaiu et al., 1996).

Santos (2001) cita que estafilococos coagulase-negativo sdo importantes
agentes de infecgdes hospitalares e, apesar de serem considerados por
pesquisadores como agentes ambientais € oportunistas, atualmente sdo
considerados como um dos principais grupos de microrganismos isolados do

leite de animais com mastite. :

4.3 Caracteriza¢iio de toxinas

A presenga de Staphylococcus aureus no leite indica um risco potencial
a safide pablica, principalmente quanto & formagio de enterotoxinas termolébeis,
que, quando ingeridas, podem causar intoxicagdes alimentares (Brabes, 1999,
Pinheiro de S4 et al., 2000; Kendall, 1998). Atualmente, sdo conhecidos sete
tipos de enterotoxinas estafilocécicas sorologicamente distintas, identificadas
como A, B, C (com os subgrupos C,, C; e C3), D, E, G, H. As que estdo mais
envolvidas em surtos de toxinfecgdo s#o as enterotoxinas A e D, podendo estar
isoladas ou combinadas entre si (Trabulsi et al., 1999; Brabes, 1999; Leite,
2000).

Nenhuma das cepas analisadas foram produtoras de toxina. Entretanto,
foram observadas reagdes inespecificas em 3,7% dos isolados (5 cepas). Os
resultados obtidos também mostram uma semelhanc¢a com estudos realizados na
Dinamarca, onde apenas 9 (8,5%) dos 106 isolados de Staphylococcus aureus
produziram EEs. Os autores concluiram que o leite mastitico nfo constitui uma
grande fonte de contaminagdo de alimentos pela toxina produzida por
Staphylococcus aureus (Aarestrup, Andersen e Jensen, 1995).

Outro estudo que apresentou resultados semelhantes foi realizado por
Leite (2000), que avaliou a qualidade do leite cru proveniente de vacas
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TABELA 2 Valores de R

Ru!. Rg? R Composto
Entre Cy4 e Cy7

3.22 3.32 4.58 12-metiltetradecanoato de metila

0.48 0.51 5.84 Palmitato de metila

0.09 0.10 6.55 14-metilexadecanoato de metila
Entre C1; e Cyo

1.60 1.63 7.55 Oleato de metila

0.96 0.98 7.78 Estearato de metila

0.07 0.16 8.45 Cis-9,10-metilenoctadecanoato de metila
Acimade Cy

0.32 0.31 9.58 Araquidato de metila

'Ry, Valores de R obtidos dos calculos envolvendo as distincias entre os picos

citados na literatura

?Row. Valores de R obtidos dos calculos envolvendo as distancias entre os picos
detectados na analise cromatogrifica da amostra referente a cepa
nomeada por 9.2.V e padrdes

3R Tempo de retengéo.
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1.C11:0
2.2-0H C10:0
3.Cl12:0
4.C13:0
S.2-0OH C12:0
6. 3-OH C12:0
7. Cl14:0

8. 12-MeC14
9.C15:0

10. 2-OH C14:0
11. 3-OH C14:0
12.C16:1

13. C16:0

14. 14-Me C16:0

15. 9,10-diMe C16:0

16. C17:0
17. 2-0H C16:0
18. C18:1
19. C18:1
20. C18:0

21. C9,10-diMe C18:0

22.C19:0
23.C20:0

Methyl undecanoate

Methyl 2-hidroxydecanoate
Methyl laurate

Methyl tridecanoate

Methyl 2-hydroxydodecanoate
Methyl 3-hydroxydodecanoate
Methyl myristate

Methyl 12-methyltetradecanoate
Methyl pentadecanoate

Methyl 2-hydroxytetradecanoate
Methyl 3-hydroxytetradecanoate
Methy! palmitoleate

Methyl palmitate

Methyl 14-methylhexadecanoate
Methyl cis-9,10-mehyl hexadecanoate
Methy! heptadecanoate

Methyl 2-hydroxyhexadecanoate
Methyl oleate

Methyl elaidate

Methyl stearate

Methyl cis-9,10-methylene octadecanoate
Methyl nonadecanoate

Methyt arachidate

FIGURA 5. Acidos graxos mais comumente encontrados em bactérias (Adaptado de J&W Scientific, 1998/99).



Pela andlise por espectrometria de massas, observa-se que todas as
substéncias com tempos de retengdo iguais a 4,58; 5,84; 6,55; 7,55; 7,78, 8,45 ¢
9,57min , apresentam um pico intenso em 74 (m/z). Tal resultado est4 de acordo
com a literatura, que relata tal pico como o principal em espectros de massas de
ésteres metilicos de AG e o atribui ao rearranjo de McLafferty (Silverstein e
Webster, 1998).

R \}L‘Jr R H‘o +

L. —5 - 1
OCH, OCH,

m/z= 74

FIGURA 6. Rearranjo de McLaffert

No caso especifico da substincia com tempo de retengo igual a
4,58min, 4 qual foi atribuida a estrutura do a-C)sq (12-metiltetradecanoato de
metila) por comparagio com os dados apresentados na Figura S, ndo foi possivel
observar picos com relagdo m/z superior a 213. Este valor provavelmente é
obtido com a perda de fragmento com massa igual a 43, partindo do ion
molecular (256), cuja visualizagio & relativamente dificil para os AG
(Silverstein e Webster, 1998).

Enfim, tais valores sugerem que realmente se trate de um éster metilico
de 4cido graxo com férmula C,sH;,0,. Entretanto, ndo da para definir a estrutura
que, em principio, pode comresponder a iso-Ciso ou a-Ciso (13-
metiltetradecanoato de metila ou 12-metiltetradecanoato de metila). Tal deduggio
estd de acordo com trabalhos encontrados na literatura, segundo os quais tais
acidos graxos estdo presentes em grandes quantidades em espécies do género
Staphylococcus. (Durham e Kloos, 1978; Komagata e Suzuki, 1987; Schleifer e
Kroppenstedt, 1990; Kotilainen, Huovinen e Eerola, 1991).
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Para a substéincia com tempo de retengdo igual a 8,45min, o pico do ion
molecular deveria apresentar relagdo m/z igual a 312 (C30H005). No entanto, tal
valor nfo foi observado e, conseqiientemente, ndo foi possivel fazer atribuigdo
estrutural neste caso.

Na andlise por espectrometria de massas, 0s espectros correspondentes
as substincias com tempos de retengdo iguais a 7,55 e 7,78min foram
sobrepostos. Isso provavelmente deve ter ocorrido em decorréncia da baixa
resolugdo da coluna existente no cromatdgrafo gasoso acoplado ao
espectrOmetro de massas. Observou-se um pico com relagéo m/z igual a 298,
que parece corresponder ao pico do ion molecular de um éster metilico com
férmula molecular C;gH330,. Tal resultado estd de acordo com a atribuigdo da
estrutura do estearato de metila ao pico com tempo de retengdo igual a 7,78min,
com base nos valores de R (Tabela 2).

As atribuigfes das estruturas acima citadas, tendo como base os valores
de R e dados da andlise por espectrometria de massas, estdo de acordo com l
estudos encontrados na literatura. Como exemplo, pode ser citado o trabalho
realizado por Kotilainen, Huovinen e Eerola (1991) que, estudando a
composi¢do de Staphylococcus spp, constataram que os AG mais abundantes
neste grupo foram: 12-metiltetradecanoato de metila ou 13-metiltetradecanoato
de metila (anteiso ou iso de C;syp), oleato de metila (C,7,) e estearato de metila
(Ci.1). Foram também encontradas quantidades moderadas e pequenas de 14-
metilpentadecanoato de metila (i-C;6.0), palmitato de metila (C,¢,), linoleato de
metila (C;3.), oleato de metila (C,s,) ¢ araquidato de metila (Czo.0).

Na literatura s3o encontrados diversos trabalhos que destacam a anélise
dos AGs celulares por CG como ferramenta atil na identificagéio de bactérias. A
priori, dados confidveis podem ser obtidos em tempos relativamente curtos
quando comparados aos métodos convencionais, desde que fatores extrinsecos

sejam cuidadosamente controlados ou até mesmo padronizados para todas as
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espécies a serem identificadas (Welch, 1991; Gilarova et al, 1994; Chou et al.,
1996; Rementis e Samelis, 1996; Steinbrueckne et al., 1998).

Entretanto, no desenrolar desta pesquisa, observou-se que as quantidades
relativas dos ésteres metilicos dos 4cidos graxos variavam entre limites
consideravelmente altos, como pode ser observado nas Tabelas 4 e 5. Tal
variagdo sugere que a composigdo de dcidos graxos de Staphylococcus spp ndo
deve ser utilizada isoladamente para a identificagio do género, ou até mesmo
diferenciagdo entre as vérias espécies estafilococicas. Esta constatacdo vem
colaborar com o trabalho realizado por Wauthoz, El Lique e Decallonne (1995),
0s quais sugeriram que a caracterizagdo de espécies bacterianas pela analise de
seus AG celulares deve ser utilizada para complementar outros métodos
taxondmicos.

Tendo-se o pico com tempo de retengdo igual a 4,57 min como
referencial (4rea = 100%), observa-se, por exemplo, que a 4rea correspondente
a0 pico 5,84min varia entre 233,47% e 26% da area do pico 4,57min. De forma
semelhante, os picos 6,55 (47-6%), 7,55 (325,22-36%); 7,78 (107,15%), 8,45
(22,72-3%), apresentaram consideraveis variagdes em suas areas relativas
(Tabela 4).

Durham e Kloos (1978), determinando a composi¢do de AG de 100
estafilococos representando dez espécies diferentes, encontraram que a
composi¢do de todas as linhagens foi qualitativamente similar. Eerola e
Lehtonen (1998), realizando a anilise da composigdo de AG de varias bactérias,
incluindo trés espécies de Staphylococcus, concluiram que as ocorréncias e
quantidades dos vérios 4cidos graxos detectados foram geralmente constantes
para membros de uma mesma espécie. Kotilain, Hoovinen e Eerola (1991) na
tentativa de agrupar 7 espécies de Staphylococcus com base na composigdo de
seus AGs, encontraram subjetividade para as andlises de clusters realizadas.
Acrescentaram que algumas linhagens foram incongruentemente posicionadas
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Acrescentaram que algumas linhagens foram incongruentemente posicionadas
em vérios clusters, devido a similaridades na composi¢do de AGs. Todos estes
dados coincidem com a presente pesquisa, segundo a qual os resultados obtidos
demonstraram ser inviavel diferenciar S. aureus de Staphylococcus pc- com base
na composi¢io de 4acidos graxos. Exemplos de cromatogramas dos ésteres
metilicos de ambos os grupos de estafilococos podem ser encontrados na Figura
7

FID1 A, (CROMAT~1\{ALIDA~1\04V\4-1-V.D)
FID1 A, (CROMAT~1\BANCOD~1\STAPHY~1\01A\1-1-A.D)

No!
9

80

L LEA—"')MJ :

(=]

FIGURA 7 AG celulares detectados em estafilococos pc+ (em vermelho) e pe-
(em azul).

Os tempos de retengdo e é4reas relativas aos principais picos detectados

podem ser observados nas Tabelas 3 e 4.
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TABELA 3 Tempos de retengdo e areas relativas aos picos detectados na anélise cromatografica de cepas de

Cepa 1A
CEPA 10
CEPA 11
CEPA 12
CEPA 13
CEPA 14
CEPA 15
CEPA 27
CEPA 28
CEPA 30
CEPA 37
CEPA 44
CEPA 45
CEPA 54A
CEPA 56A
CEPA 59B
CEPA 65
CEPA 66

Staphylococcus aureus

TR AR TR AR
4,57 100 5,83 128,90
458 100 584 50,14
458 100 584 3510
457 100 5,83 46,07
458 100 584 5849
456 100 583 7327
458 100 584 79,68
456 100 5,83 141,00
456 100 5,82 185,58
4,57 100 5,83 149,10
457 100 5,83 4564
457 100 583 31,16
457 100 5,83 4379
4,57 100 5,8323347
456 100 5,82 149,57
457 100 5,83111,33
457 100 583 34,59
457 100 583 91,68

...continua...

TR
6,55
6,55
6,55
6,55
6,55
6,54
6,55
6,53

6,55
6,55
6,55
6,54
6,54
6,55
6,54
6,55

AR
26,21
11,36
12,97
11,51
11,46

5,42
5,60
6,92

40,75
37,17
37,34
16,64
12,39
21,61
30,18
20,47

TR AR
7,55 228,23
7,56 88,02
7,556 73,90
7,55 101,83
7,56 123,31
7,54 9543
7,56 99,82
7,54 257,74
7,54 274,62
7,54 229,04
7,55 76,44
7,55 43,11
7,55 59,08
7,54 325,22
7,54 169,49
7,55 199,03
7,55 47,76
7,55 177,29

TR
7,78
7,79
7,78
7,78
7,79
7,77
7,79
7,77
7,77
7,78
7,78

AR
58,64
30,00
23,27
20,96
20,60
29,08
27,88
62,94
84,77
57,67
23,23
7,78 20,65
7,78 24,25
7,77 107,15
7,77 82,11
7,78 56,04
7,78 20,14
7,78 4528

TR
8,45
8,45
8,45
8,45
8,46
8,44

8,45
8,45
8,45
8,44
8,58
8,44
8,44
8,45

AR
19,66
7,25
7,04
5,34
7,50
4,56

16,89
19,04
17,29

9,60
16,55
10,46
12,12

8,50

TR
9,57
9,58
9,57
9,56
9,57
9,55

AR
38,28
19,34
15,50
11,94
10,77
23,92
9,66 33,03
9,56 32,28
9,54 363,05
9,56 23,77
9,67 5,59
9,57 8,76
957 7,23
9,54 82,51
9,54 62,81
9,57 24,56
957 7,30
9,56 31,06
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TABELA 5, Cont.

CEPA 69 457 100 583 47,75 655 3294 7,55 7877 7,78 3250 845 1554 9,57 12,96
CEPA 71 457 100 583 8806 655 823 75513413 7,78 3367 844 334 9,55 54,83
CEPA 74 457 100 583 4232 6,55 3200 7,55 6392 7,78 3245 845 1498 9,57 15096
CEPAT75 457 100 583 4348 6,55 3440 755 64,16 7,78 32,05 845 17,91 9,57 16,34
CEPA 02V 457 100 583 5469 6,55 33,18 75510011 7,78 2095 845 687 957 3,87
CEPA 05V 458 100 584 4654 655 4475 755 9680 7,78 3231 845 1886 9,57 9,80
CEPA 06V 457 100 584 40,57 655 4434 755 7803 7,78 2561 845 1242 957 573
CEPA 07V 458 100 584 34,70 6,55 42229 7,55 7408 7,78 2242 845 1301 9,57 5,04
CEPA 08V 458 100 584 2597 655 47,74 755 5586 7,78 1952 845 2108 957 6,11
CEPA 09V 458 100 584 3440 655 4738 755 6433 7,78 2557 845 1453 957 7,14
CEPA 10V 458 100 584 3692 6,55 5022 755 7249 7,78 2555 845 2272 9,57 8,49
CEPA 11V 457 100 583 26,97 655 4534 755 51,17 7,78 2252 845 1706 9,57 7,83
CEPA 14V 457 100 583 2785 655 2795 755 3655 7,78 963 845 5537 957 2,05
CEPA 15V 458 100 584 3997 655 34,77 755 53,08 7,78 1847 845 1027 9,57 4,32
CEPA 18V 458 100 584 3997 655 34,77 755 53,08 7,78 1847 845 1027 9,57 432
CEPA 20V 457 100 583 58,05 655 4189 755 8703 7,78 2660 845 11,12 9,57 3,92
CEPA 21V 458 100 584 5211 655 3632 7551008 7,78 21,32 845 891 957 326
CEPA23V 456 100 6583 3856 654 2505 754 4869 7,77 1242 844 867 956 294
CEPA 27V 458 100 584 2961 655 3767 755 5314 7,78 1713 845 745 957 334
CEPA 28V 458 100 6584 3357 655 4468 755 6499 778 2632 845 1362 9,57 6,87

CEPA 28V 457 100 583 8323 655 3230 75514347 7,78 3429 845 911 957 547
"tR tempo de retengiio
2 AR porcentagem da érea em relag@o ao tempo de retengdo 4,5
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TABELA 4 Tempos de retengio e areas relativas aos picos detectados na analise cromatografica de cepas de
estafolococos pc-

Colénia 1TR  2AR TR AR TR AR TR AR TR AR TR AR
CEPA 09 4,57 100 583 51,18 654 910 754 81,81 778 2046 844 455
CEPA 18 4,57 100 583 2613 655 3834 7,55 3391 778 2364 845 1463
CEPA 24 4,58 100 584 5045 655 1960 7,55 7926 7,78 40,53 845 7,94
CEPA 29 4,56 100 582 2440 653 1954 753 3626 7,76 2130 843 685
CEPA 31 4,57 100 583 2872 655 3528 755 3193 778 960 844 278
CEPA 33 4,57 100 583 2452 6,54 2562 754 3640 7,78 1469 844 666
CEPA 34 4,57 100 583 1148 655 1914 755 17,72 7,78 11,16 845 4,74
CEPA 35 4,57 100 584 2757 655 5568 7,65 30,21 778 1920 845 18,15
CEPA 36 4,56 100 583 2547 654 2496 7,54 31,91 7,77 873 844 845
CEPA 38 4,57 100 583 3627 655 3366 7,55 47,51 7,78 18,08 845 9,64
CEPA 39 4,57 100 584 2849 655 2973 755 3797 778 1552 845 10,33
CEPA 64 4,57 100 583 4619 655 664 755 5329 778 2352 845 6,36

CEPA 04V 4,57 100 583 9893 655 6232 755 21987 778 5164 845 2345
CEPA 16V 4,57 100 583 55,11 654 5694 754 8092 7,77 27,06 844 1424
CEPA 26V 4,58 100 584 3909 655 2267 755 7498 778 1845 845 1568
CEPA 30V 4,58 100 584 4093 6,55 2041 755 7137 7,78 1635 845 12,26

"tR tempo de retengdo
2AR porcentagem da area em relagéo ao tempo de retengdo 4,5min



5 CONCLUSOES

Das 135 cepas isoladas das amostras de leite coletado em seis
propriedades, 62% corresponderam a Staphylococcus aureus, enquanto que 38%
eram Staphylococcus pc- plasma coagulase negativo).

Na maioria das propriedades o microrganismo mais freqiientemente
isolado foi Staphylococcus aureus, exceto em duas propriedades, nas quais foi
observado um maior isolamento de estafilococos pc-.

Nenhum dos isolados analisados foi produtor de toxina.

As concentragdes de Staphylococcus spp encontradas nas propriedades
sd0 preocupantes, pois ndo estio somente associadas a um efeito negativo sobre
a qualidade do produto final que chega ao consumidor, mas também
relacionadas com riscos a saiide humana.

Pela comparagdo dos tR obtidos com aqueles da literatura e pela analise
do espectro de massas, conclui-se que os principais AG detectados em
Staphylococcus spp correspondem a i-Cys ou a- Cys,0 (12-metiltetradecanoato de
metila ou 13-metiltetradecanoato de metila); C,7,0 (hexadecanoato de metila);
Cis. (0leato de metila); C,s, (estearato de metila) e Cyo, (araquidato de metila).

Nio foram observadas diferengas entre a composigdo de AG de

Staphylococcus aureus e Staphylococcus pe-.
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FIGURA 12 - Espectro de massas referente ao tempo de retengdo 5,84min.
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FIGURA 13 - Espectro de massas referente ao tempo de retengéo 7,55min.
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FIGURA 14 - Espectro de massas referente ao tempo de retengdo 7,78min.
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FIGURA 15 - Espectro de massas referente ao tempo de retengéo 8,45min.
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FIGURA 16 - Espectro de massas referente ao tempo de retengdo 9,75min.
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