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RESUMO

O Staphylococcus aureus é um dos microrganismos patogénicos de grande
influéncia na qualidade do leite e seus derivados, sendo uma das espécies
bacterianas mais envolvidas nos casos de intoxicacao alimentar e infeccdes
devido a producdo de varias toxinas responsaveis por doencas em animais e
humanos. O objetivo deste trabalho foi investigar a presenca dos genes
toxigénicos, sea, seb, sec, sed, see por multiplex PCR e tst por uniplex PCR,
em estirpes de S. aureus com caracterizacao fenotipica e genotipica isoladas
de amostras de leite cru refrigerado, leite pasteurizado e queijos (coalho e
mussarela) provenientes de quatro laticinios do Estado do Maranhdo. Foram
colhidas 120 amostras, sendo 10 de leite cru refrigerado, 10 de leite
pasteurizado e 10 de queijo de cada um dos laticinios, obtidos de cinco lotes
diferentes. A contaminacdo por Staphylococcus coagulase positivo estava
presente em todas as amostras de leite cru refrigerado, apresentando elevadas
contagens de até >10° UFC/mL. Independente do tipo de inspecéo, 100% das
amostras de queijo (coalho e mussarela) estavam fora dos padrdes vigentes.
Foram isoladas 60 cepas de S. aureus com identificacdo fenotipica, das quais
46 amplificaram o gene femA, especifico desta espécie. Destas 46 cepas, 31
isoladas das amostras de leite cru refrigerado e trés do queijo mussarela
amplificaram algum gene de toxina. Observou-se 13 grupos genotipicos
distintos para a presenca dos genes toxigénicos, onde o gendtipo mais
frequente foi tst, presente em 10 (29,4%) cepas de S. aureus, seguido por sed
e seb+sec+sed, cada um em quatro (11,8%), sec em trés (8,8%), seb, see,
seb+sec e sea+seb+sec+tst, cada um em duas (5,8%), seb+sed, seat+seb+sec,
seatsec+tst, seb+sec+tst e seatseb+sec+sed+see, cada um presente em uma
(3%) cepa. A presenca de apenas um gene foi observada em 21 (61,8%) cepas
de S. aureus, trés (8,8%) amplificaram para dois genes, sete (20,6%)
amplificaram trés, dois (5,8%) amplificaram para quatro e uma (3%) para cinco
genes. O gene sec foi 0 mais frequente em 15 (44,1%) cepas, seguido por seb
e tst cada um presente em 14 (41,1%), sed em 10 (29,4%), sea em cinco
(14,7%), e por ultimo see que estava presente em trés (8,8%) cepas de S.
aureus. A analise molecular para identificacdo da espécie S. aureus apresentou
melhor especificidade em relacdo aos testes fenotipicos. Os isolados
demonstraram potencial genético para a producdo de uma ou mais toxinas com
a presenca simultdnea de dois a cinco genes, e a multiplex PCR se mostrou
eficaz e exequivel para investigacdo de cinco diferentes genes de toxinas.

Palavras-chave: multiplex PCR, toxinas estafilocécicas, leite, queijo.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the pathogens of great influence on the quality
of milk and dairy products, being one of the bacterial species most involved in
cases of food poisoning and infections by producing toxins responsible for
several diseases in animals and humans. The objective of this study was to
investigate the presence of toxigenic genes, sea, seb, sec, sed, see by
multiplex PCR and tst by Uniplex PCR in strains of S. aureus with phenotypic
and genotypic characterization isolated from samples of refrigerated raw milk,
pasteurized milk and cheeses (rennet and mozzarella) from four dairies in the
state of Maranh&o. We collected 120 samples, 10 of refrigerated raw milk, 10 of
pasteurized milk and 10 of cheese of each of dairies obtained from five different
lots. The contamination by Staphylococcus coagulase positive was present in
all samples of raw milk refrigerated with high counts to >10° UFC/mL.
Regardless of the type of inspection, 100% of the samples of cheese (rennet
and mozzarella) were outside the current standards. Were isolated 60 strains of
S. aureus with phenotypic identification, of which 46 amplified the gene femA,
specific to this species. Of these 46 strain, 31 isolated of samples from
refrigerated raw milk and three of mozzarella cheese amplified a gene of toxins.
Were observed 13 distinct genotypic groups for the presence of toxigenic
genes, where the most frequent genotype was tst in 10 (29.4%) strains of S.
aureus, followed by sed and seb+sec+sed each in four (11.8 %), sec in three
(8.8%), seb, see, seb+sec and seatseb+sec+tst each in two (5.8%), seb+sed,
seat+seb+sec, seatsec+tst, seb+sec+tst e sea+seb+sec+sed+see each present
in one (3%) strain. The presence of only one gene was observed in 21 (61.8%)
strains of S. aureus, three (8.8%) amplified for two genes, seven (20.6%)
amplified for three, two (5.8%) amplified for four and one (3%) for five genes.
The gene sec was more frequent in 15 (44.1%) strains, followed by seb and tst
present in 14 (41.1%) each, sed in 10 (29.4%), sea in five (14, 7%), and see
present in three (8.8%) strains of S. aureus. Molecular analysis to identify the
species S. aureus showed better specificity in relation to phenotypic testing.
The isolates showed genetic potential to produce one or more toxins to the
simultaneous presence of two to five toxigenic genes, and multiplex PCR was
effective and feasible for investigation of five different genes of toxins.

Keywords: multiplex PCR, staphylococcal toxins, milk, cheese
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1 INTRODUCAO

O leite e 0 queijo sdo alimentos amplamente consumidos e
apreciados em todo o mundo, e destacam-se pelo sabor e a riqueza de seus
componentes nutricionais que favorecem o desenvolvimento do organismo.
Portanto, a qualidade destes alimentos deve ser garantida, pois a sua rica
composicdo quimica também favorece a multiplicacdo de microrganismos
patogénicos que causam sérias desordens a saude.

A mastite € uma das enfermidades que mais influenciam a qualidade
do leite, e dentre os microrganismos responsaveis por essa enfermidade,
destaca-se o0 género Staphylococcus (FONSECA & SANTOS, 2000; DIAS,
2007), sendo a espécie Staphylococcus aureus de grande ocorréncia em casos
subclinicos de mastite, e pode estar presente em cerca de 50% das infeccbes
sem manifestagbes clinicas da glandula mamaria dos bovinos leiteiros
(BRABES et al., 1999; ZECCONI & HAHN, 2000; FAGUNDES & OLIVEIRA,
2004), o que interfere na qualidade dos derivados produzidos na industria a
partir do leite.

Esta bactéria possui a capacidade de se desenvolver em diferentes
condicbes ambientais, habitando naturalmente a pele e membranas mucosas
do ser humano e animais, em especial a regido naso-faringea, e sua presenca
em alimentos pode originar-se de manipuladores doentes ou saos, portadores
do microrganismo. Os manipuladores de alimentos representam elo indiscutivel
na cadeia epidemiologica das intoxicacdes alimentares (TRANTER, 1990),
servindo inclusive como indicador higiénico-sanitario na industria alimenticia
visto que representam a principal fonte de veiculagédo (FERREIRA et al., 2008).

As espécies de Staphylococcus podem produzir uma série de
toxinas, e entre estas estdo as enterotoxinas estafilococicas (SES) classicas
(SEA, SEB, SED, SED e SEE) que recebem essa denominacdo porque sao
responsaveis pela maioria dos casos de intoxicacédo alimentar com quadros de
vomito, diarréia, nauseas e debilidade generalizada. Novas SEs tém sido
descritas, e até o momento ja foram descobertas mais 13 delas (SEG a SEU),

aumentando o niamero de cepas toxigénicas circulantes. Esta bactéria ainda
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pode produzir a toxina-1 da sindrome do choque téxico (TSST-1) e as toxinas
esfoliativas (ETs) do tipo A e B (ETA e ETB). A TSST-1 é responsavel por
desordens multissistémicas, podendo levar a morte por choque letal se néo
tratada adequadamente. As ETs sdo responsaveis pela sindrome estafilococica
da pele escaldada (SSSS) que se apresenta pela formacao de grandes bolhas
e esfoliacdo extensa da pele (aparéncia de pele escaldada) e pelo impetigo
bolhoso que se apresenta como lesGes bolhosas localizadas com sinais de
inflamacéao (LUZ, 2009; FREITAS et al, 2009).

A intoxicagdo estafilocOcica constitui a causa mais frequente de
surtos de doencgas transmitidas por alimentos (DTAs) em muitos paises e
ocorre apos a ingestdo de alimentos contendo enterotoxinas pré-formadas,
destacando-se o leite cru, o leite pasteurizado e 0s queijos como 0s produtos
lacteos mais incriminados, sendo o S. aureus o microrganismo mais frequente
nas investigacdes epidemiolégicas (LE LOIR et al., 2003). Segundo o Centro
para o Controle e Prevencdo de Doencas (CDC, 2009), ocorrem anualmente
38,6 milhdes de casos de doencas gastrointestinais causadas por patégenos
conhecidos e 13,6 milhdes (36%) deste total sao atribuidas as DTAs.

Dessa forma o S. aureus é considerado um microrganismo de
grande relevancia no aspecto da saude publica devido a producédo de varias
toxinas causadoras de intoxicacbes alimentares, altamente resistentes a
elevadas temperaturas, tendo ainda a capacidade de producdo simultanea de
diferentes tipos de toxinas, o que aumenta significantemente os seus efeitos
toxigénicos (JAY, 1994; ZECCONI & HAHN, 2000; DINGES et al., 2000;
FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004).

Para avaliar o papel das toxinas estafilococicas € necesséria a
utilizacdo de testes imunoldgicos para a deteccdo das mesmas em alimentos,
cuja sensibilidade e especificidade destes métodos sempre dependem da
obtencdo de quantidades detectaveis de toxinas e podem Vvariar
significantemente com a pureza dos reagentes (FREITAS et al.,, 2004;
BORGES et al., 2008b).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain

Reaction) é uma alternativa muito especifica, sensivel, relativamente rapida e
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barata aos tradicionais ensaios imunoldgicos que dependem de expressao
génica para a confiabilidade e sensibilidade adequada (JOHNSON et al., 1991).
Esta técnica permite identificar S. aureus e seus genes de toxinas, através da
andlise baseada nas sequéncias de nucleotideos do microrganismo, com
amplificacéo do segmento especifico do gene investigado.

Entre as técnicas de PCR, a multiplex PCR consiste na amplificacéo
simultanea de varios genes, através da utilizacdo de mudltiplos pares de
iniciadores na mesma reacédo. E amplamente aplicado em vérias areas da
microbiologia para identificacdo r4pida de espécies microbianas (SETTANNI &
CORSETTI, 2007), apresentando potencial para ser utilizada na rotina
laboratorial (KONEMAN et al., 2001).

O setor de laticinios tem contribuido fortemente para a economia do
Pais, e segundo dados da pesquisa trimestral do leite do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2011), somente no 1° trimestre de 2011 os
estabelecimentos industriais inspecionados adquiriram 5.484 bilhdes de litros
de leite, dos quais 5.466 bilhdes de litros foram industrializados. No ano de
2009, o Estado do maranhao produziu cerca de 355 milhdes de litros de leite
(IBGE, 2009), ocupando o 4° lugar na producéo leiteira da Regido Nordeste
com uma taxa de crescimento de 156% entre os anos de 1999 e 2008
(SEBRAE, 2010).

O Estado possui 12 laticinios sob inspecdo estadual e 13 sob
inspecao federal com beneficiamento de leite e diversos derivados, com
producdo crescente a cada ano. No ano de 2009 foi anunciado um
investimento de cerca de 4 milhdes de reais para o setor de laticinios no
Maranhdo (MILKNET, 2009), de forma a aumentar a produ¢éo. Dessa forma, é
primordial a elaboragcdo de produtos com qualidade, o que depende
diretamente da matéria-prima e da manipulacéo e processamento adequados
na industria, garantindo assim, maior competitividade no mercado com
produtos lacteos de outros Estados.

Diante da auséncia de estudos sobre a presenca de genes
codificadores de toxinas em estirpes de Staphylococcus aureus isolados de

produtos de origem animal produzidos no Estado do Maranh&o, e da
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importancia que o setor de laticinios vem exercendo sobre a economia
maranhense, a pesquisa em leite e queijos provenientes de laticinios deste
Estado, configura-se no inicio para o conhecimento do perfil genotipico das
cepas toxigénicas circulantes, além de gerar informacdes sobre os reais riscos
das doencas que podem ser causadas por este microrganismo, que € um dos
principais agentes envolvidos nas DTAs e infeccbes que atingem milhdes de

pessoas no mundo, todos 0s anos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Identificar genes toxigénicos em estirpes de Staphylococcus aureus
isolados de amostras de leite cru refrigerado, leite pasteurizado e queijos

provenientes de laticinios do Estado do Maranhé&o.

2.2 Especificos

e Isolar e quantificar colbnias de Staphylococcus coagulase positivo nas
amostras de leite cru refrigerado, leite pasteurizado e queijos (coalho e
mussarela);

e Realizar testes bioquimicos para a identificacdo fenotipica de
Staphylococcus aureus isolados das amostras de leite cru refrigerado, leite
pasteurizado e queijos (coalho e mussarela);

¢ Amplificar o gene femA para a identificacdo genotipica de Staphylococcus
aureus;

¢ Identificar os genes sea, seb, sec, sed e see, que codificam as enterotoxinas
estafilococicas classicas, através de multiplex PCR;

e Identificar o gene tst, que codifica a Toxina-1 da Sindrome do Choque

Toxico, através de uniplex PCR.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Qualidade do Leite e Queijos

O leite e seus derivados sdo ricos em proteinas, vitaminas e
minerais como o célcio, que favorecem o crescimento e a manutencao de uma
vida saudavel (CARVALHO et al., 2002). O Leite possui um papel fundamental
na nutricdo do ser humano, particularmente nos primeiros meses de vida, visto
que fornece todos 0s nutrientes necesséarios para o desenvolvimento do
organismo, portanto, é de grande importancia que seja garantida a integridade
e a qualidade intrinseca deste alimento e de seus derivados, destinados ao
consumo humano (FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004).

Devido a sua constituicdo, o leite torna-se um excelente meio de
cultura para o desenvolvimento de microrganismos podendo ser responsavel
pela veiculacdo de importantes zoonoses ao ser humano. Estes
microrganismos podem contaminar o leite durante ou apos a ordenha e
consequentemente os derivados de leite, os quais podem ainda sofrer
contaminagao durante processamento e estocagem, principalmente nos casos
em que ha grande manipulacdo do produto (LUZ, 2009).

A gualidade do leite esta diretamente relacionada com a qualidade
higiénica da ordenha, e esta se inicia com a sanidade do rebanho, visto que
muitas enfermidades do gado leiteiro afetam a composicéo original, o sabor, o
cheiro, a viscosidade e a qualidade microbioldgica do leite (SOMMERHAUSER
et al.,, 2003; DINGWELL et al.,, 2004). Dentre as varias enfermidades que
influenciam na qualidade do leite e de seus derivados, a mastite € considerada
a mais freqiiente e onerosa para a producéo leiteira mundial (MONSALLIER,
1986; ANDRADE et al., 2000).

No Brasil, as perdas econbmicas estimadas, em propriedades
leiteiras com producdo média de 18 litros/dia, variam de US$ 1.204,66 a US$
134.904,00 por ano (COSTA et al, 1999). Os prejuizos devem-se

principalmente pela diminuicdo da producédo de leite de até 50%, reducdo da
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qualidade nutritiva, aumentos dos custos com tratamento e descarte de vacas
(RADOSTITS et al., 2002).

Dentre os derivados do leite, o queijo € um dos mais consumidos,
apreciado tanto pelo seu valor nutritivo como pelo seu sabor (FREITAS et al.,
2009). O queijo é definido como um produto fresco ou maturado que se obtém
por separacdo parcial do soro reconstituido (integral, parcial ou totalmente
desnatado) ou de soros lacteos, coagulados pela acdo fisica do coalho,
enzimas especificas de bactéria especificas, de acidos organicos, isolados ou
combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem
agregacdo de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos,
aditivos especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias
corantes (BRASIL, 1996).

O setor de laticinios tem grande relevancia para a economia do pais
porque contribui com cerca de 10% do valor global da industria brasileira de
alimentos (FREITAS et al., 2009). O Brasil tem registrado anualmente recorde
de exportacdes. Somente em 2009, o volume de leite embarcado sofreu uma
queda de 54,78% devido a crise econémica mundial. Em 2008, o Pais vendeu
internacionalmente 142,4 milhdes de quilos de produtos lacteos, somando um
faturamento de US$ 509,1 milhdes (PONTES, 2010).

Dentre os produtos lacteos mais tradicionais do nordeste brasileiro
destaca-se o queijo coalho, cuja fabricacdo representa importante atividade
sécio-econdmica, sendo bastante consumido pela populagédo das mais diversas
faixas de renda. E produzido por inddstrias sob inspecdo, porém a maior
producdo ainda é de origem artesanal, o que pode oferecer consideraveis
riscos a saude publica, devido as condi¢cdes inadequadas de deste tipo de
processamento, principalmente pela ndo pasteurizacao do leite (NASSU et al.,
2001). Outro destaque é o queijo mussarela, um dos mais fabricados no Brasil
e com indices crescentes de consumo, sendo o queijo de massa filada mais
consumido no mundo (SPADOTI & OLIVEIRA, 1999).

O queijo € um dos alimentos mais difundidos no mundo e o que
recebeu maiores modificacdes nas técnicas de elaboragéo, e em consequéncia

disso, tem-se hoje, centenas de tipos desse produto. E considerado excelente
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fonte de calcio, fosforo e proteinas e possui periodo de conservacao muito
superior ao do leite e, por ser um produto que possui ampla variedade, oferece
ao consumidor possibilidade de escolher, dentre muitos, aquele que melhor Ihe
convier (PEREIRA, 2006).

No entanto, o queijo também é considerado um veiculo freqiente de
patdogenos que o tornam improprio para o consumo (BUYSER et al., 2001) e a
contaminacdo microbiana desse produto assume destacada relevancia tanto
para a industria, pelas perdas econémicas, como para a saude publica, pelo
risco de causar doencas veiculadas por alimentos (FEITOSA, 2003).

Entre os microrganismos que podem contaminar o leite e o queijo, o
Staphylococcus spp. tem sido considerado um dos mais frequentemente
envolvidos em surtos de intoxicacdo alimentar e considerada uma das mais
importantes bactérias causadoras de doencas de origem alimentar (VERAS et
al., 2003), juntamente com Salmonella spp. e Escherichia coli (BUYSER et al.,
2001).

A pasteurizagao do leite, tanto para consumo in natura como para a
produgéo de queijos, reduz os riscos de toxinfecgdes alimentares, entretanto,
falhas durante o processamento e comercializagcdo do queijo podem favorecer
a incorporacdo de matérias estranhas de origem biolégica ou ndo. A
contaminacdo microbiana de queijos € preocupante ao se considerar que
bactérias enterotoxigénicas e patogénicas como S. aureus e Salmonella sé&o
comumente encontradas em derivados lacteos (PERESI et al., 2001).

Elevados indices de S. aureus ocorrem no leite e derivados, tanto no
Brasil como em outros paises do mundo, incluindo cepas de estafilococos
produtoras de diversas toxinas. O queijo ocupa lugar de destaque entre 0s
produtos lacteos envolvidos em surtos de doencas de origem alimentar,
veiculando principalmente Staphylococcus spp (FREITAS et al., 2009),
principalmente pelo fato deste microrganismo ser o principal agente etioldgico
da mastite bovina (ZCHOCK et al., 2000), e por estar naturalmente presente na
pele e membranas mucosas do homem (YANG et al, 2007).

Rapini et al. (2005) ao analisarem amostras de swab da palma das

maos, fossas nasais e orofaringe de manipuladores de queijo de cabra em Belo
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Horizonte-MG, isolou 45 cepas de Staphylococccus de varias espécies. Uma
vez que o ser humano pode carrear cepas de Staphylococcus
enterotoxigénicos de maneira transitoria ou residente em diversos sitios
(superficie da pele, fossas nasais, orofaringe, feridas supurativas, etc), tornam-
se significativas as chances de veiculacéo delas para os alimentos.

Na cidade de Fortaleza-CE, Borges et al. (2008b) analisaram 100
amostras de produtos de um laticinio (leite cru, leite pasteurizado, coalhada e
queijo), onde S. aureus estava presente em 67% das amostras de leite cru e
em 18,8% das amostras de queijo.

Em um estudo realizado no Estado de S&o Paulo, foram coletadas
54 amostras de leite cru refrigerado de cinco (05) diferentes fazendas leiteiras,
das quais 38 estavam contaminadas por S. aureus com concentracdes de até
8,9 x 10° UFC/g. Embora a lei brasileira ndo estabeleca limites para a
qguantidade de S. aureus no leite cru e pasteurizado, sabe-se que a quantidade
de enterotoxinas produzidas por cepas enterotoxigénicas atinge niveis
suficientes para provocar sintomas de doencas de origem alimentar, quando S.
aureus excede concentracdo superior a 10° UFC/mL (RALL et al., 2008).

Na Republica Checa, Rzichova et al. (2008) ao analisarem 879
amostras de diversos tipos de alimento e leite, verificou que S. aureus estava
presente em 220 amostras, onde 131 cepas eram enterotoxigénicas. Na lItalia,
Morandi et al. (2007) isolou um total de 112 cepas de S. aureus em diversos
produtos lacteos com capacidade de producéo de enterotoxinas .

A maioria dos surtos epidémicos provocados por leite e queijos
contaminados por S. aureus apresenta populacédo maior ou igual a 10°UFCI/g
de alimento, apesar de na literatura, serem encontrados dados sobre a
presenca de enterotoxina em alimentos contendo até 10°UFC/g de S. aureus.
De acordo com a RDC n° 12, do Ministério da Saude (Brasil, 2001), o limite
para estafilococos produtores de coagulase em queijos de médio teor de
umidade é 10° UFC/g e de 5 x 10?> UFC/g para queijos de alta umidade. Apesar
da existéncia de padrbes oficiais, a qualidade do queijo produzido em

pequenos laticinios €, muitas vezes incerta (PEREIRA, 2006).
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Em todo o mundo, a qualidade do leite destinado ao consumo
humano vem preocupando o0s pesquisadores e autoridades, devido sua
importancia nutricional, econémico-social e de saude publica, pois a utilizacao
do leite de mé& qualidade microbiolégica pela indUstria pode acarretar em
perdas econdmicas e riscos a saude do consumidor. Para reduzir os riscos da
presenca de microrganismos indesejaveis no leite cru, € necessario
implementar medidas para diminuir a prevaléncia das infec¢des intramamarias,
competindo aos setores de captacdo de leite das usinas e aos servicos de
extensdo, incrementarem o desenvolvimento das atividades de orientacdo e
apoio aos produtores, com a finalidade de aprimorar as técnicas de producéo e
obtencéo do produto (CUNHA & CUNHA, 2007).

3.2 Staphylococcus spp. e Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus, descritas pela primeira vez
em 1879, sdo cocos Gram positivos com cerca de 1um de diametro,
encontrados aos pares como pequenas cadeias ou em cachos similares aos de
uvas (FORSYTHE, 2002; GERMANO & GERMANO, 2003). Possuem uma
Gnica parede celular de peptideoglicano, caracterizada por multiplos residuos
de glicina com pontes de peptideos, o que torna a bactéria sensivel a
lisostafina (CROSSLEY, 1997), caracteristica esta que permite a sua
diferenciacéo do género Micrococcus (TRABULSI et al., 2002).

De acordo com o Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
(1986), a familia Micrococcaceae é composta por quatro géneros: Planococcus,
Micrococcus, Stomatococcus e  Staphylococcus, sendo o0 género
Staphylococcus atualmente dividido em cerca de 42 espécies registradas no
banco de dados Taxonomy Browser (NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2006).

As bactérias pertencentes a este género sao catalase e
termonuclease positivas, coagulase positivos ou negativos dependendo da
espécie (KLOSS & LAMBE, 1991). Somente as espécies S. aureus, S. delphini,
S. intermedius, S. schleiferi coagulans e algumas cepas de S. hyicus sé&o
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coagulase positivo. A maioria das espécies de Staphylococcus é coagulase
negativo (BAIRD-PARKER, 1990).

Séao bactérias mesofilas, apresentando temperatura de crescimento
na faixa de 4°C a 46°C, sendo a temperatura 6tima de 35°C a 37°C e sédo
tolerantes a concentragfes de 10% a 20% de cloreto de sédio. Apresentam
capacidade de crescer dentro de uma escala compreendida entre os valores de
pH 4,0 e 9,8, sendo o pH 6timo para crescimento compreendido entre 6,0 e 7,0
(FRANCO & LANDGRAFF, 2000).

Apresentam algumas caracteristicas bioquimicas importantes e que
sdo utilizadas para a identificacdo das espécies. Sao desoxirribonuclease
(DNAse) e nuclease termoestavel positivos, novobiocina sensiveis, e
dependendo da espécie, fermentam acucares como manitol (KONEMAN et al.,
2001; TRABULSI, 2002), maltose e trealose (MAC FADDIN, 1976; APHA,
2001). Produzem varias enzimas extracelulares, como a lipase, nuclease,
catalase e coagulase, além das toxinas estafilocécicas (MADANI, 1998). O
meétodo classico para contagem e diferenciacéo dos estafilococos é pelo uso de
Agar Baird-Parker. Seus agentes inibitorios, telurito, glicina e cloreto de litio sdo
eficientes para selecionar S. aureus, e a gema de ovo adicionada ao meio
permitem a regeneracdo das células injuriadas, além de facilitar a diferenciacao
por meio da hidrolise da lipovitelina presente (SILVA et al., 1997).

O Staphylococcus spp. possui uma distribuicdo ubiquitaria, sendo
seu reservatério primario a pele e membranas mucosas, especialmente a
regido naso-faringea de mamiferos e aves (ATANASSOVA et al., 2001). Como
sdo comumente encontrados nas fossas nasais, garganta, intestino, pele
humana e em mucosas, tais como bucal, nasal e auricular, as infeccbes
estafilococicas podem ser causadas por bactérias do proprio individuo, de
outros doentes ou portadores sadios por contato direto ou indireto,
ocasionando foliculite, furunculose, carbunculose e impetigo, quando na pele
(BERNARDO et al., 2005).

No género Staphylococcus, o S. aureus sempre foi a espécie mais
importante relacionada com uma série de infec¢cdes e intoxicagbes no ser

humano e nos animais. Varios fatores de viruléncia sdo responsaveis pelos
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sinais clinicos e gravidade das infeccbes causadas por S. aureus
(BANNERMAN, 2003).

Este patdgeno representa a espécie geralmente envolvida em
infeccbes humanas, tanto de origem comunitdria quanto hospitalar, sendo,
consequentemente, a mais extensivamente estudada. O S. aureus ¢€
responsavel por uma imensa quantidade de problemas médicos, incluindo
infeccbes de pele e tecidos moles, infeccbes de sitios cirdrgicos, endocardites
e bacteremias adquiridas em hospitais. Um grande numero de infec¢des ja foi
relatado por conta do desenvolvimento de procedimentos médicos, incluindo o
uso de préteses, imunossupressores e cateteres (CASEY et al., 2007).

A capacidade de crescer em diferentes condicbes ambientais faz
com que o S. aureus se desenvolva com facilidade em varios alimentos e sua
presenca pode provir dos préprios manipuladores portadores de infeccdes
piogénicas ou de portadores sdos que alojam estas bactérias no nariz, na
garganta ou na superficie das maos. Assim o portador de estafilococos
enterotoxigénicos, como manipulador de alimentos representa elo indiscutivel
na cadeia epidemioldgica da toxinose alimentar (TRANTER, 1990).

No que diz respeito aos animais, estes podem desenvolver infec¢des
estafilococicas e muitos carreiam o0 microrganismo na narina e outros sitios
anatdbmicos. Entretanto, a mais expressiva possibilidade de producédo de
enterotoxinas em alimentos por estafilococos transferidos da fonte animal esta

vinculada a animais com mastite (AKINEDEN et al., 2001).

3.2.1 Fatores de viruléncia produzidos por Staphylococcus

Os Staphylococcus tém sido responsaveis por diversas infeccdes:
endocardite, osteomelite, entre outras, além de intoxicacdo de origem alimentar
(MATTOS, 2005). S. aureus pode produzir diversas toxinas, que sao
comumente substancias de origem protéica, produzidas por alguns
microrganismos e que contribuem para sua patogenicidade (KONEMAN et al.,
2001).
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Muitos fatores de viruléncia contribuem para o potencial patogénico
de S. aureus. Estes fatores incluem as hemolisinas a, B, y, 6, que sdo enzimas
que lisam as hemacias, além da leucocidina (BANNERMAN, 2003). Os fatores
secretados incluem varias enzimas, citotoxinas, exotoxinas, e toxinas
esfoliativas, cuja principal fungdo é transformar os componentes do hospedeiro
em nutrientes que as bactérias possam utilizar para seu crescimento. Entre
estes fatores secretados destacam-se as exotoxinas que incluem as SEs e a
TSST-1, que subvertem o sistema imune interferindo nas principais repostas
imunoldgicas do hospedeiro (PINCHUK et al., 2010).

Algumas linhagens podem vir a formar uma capsula de natureza
polissacaridica, contribuindo para impedir a fagocitose do microrganismo por
células de defesa. Podem produzir e excretar a proteina A, a qual tem alta
afinidade pela regido Fc das moléculas de IgG, dificultando a ac¢&o do sistema
imunolégico. Produzem, além disso, uma série de enzimas, como a catalase,
responsavel pela degradacdo do perdxido de hidrogénio, e a coagulase,
responsavel pela formacao de fibrina, que confere resisténcia a opsonizacao e
fagocitose (KONEMAN et al., 2001).

A coagulase produzida por S. aureus, é um fator enzimatico que
causa coagulacédo da fibrina, resultando numa espécie de coagulo. A producédo
da coagulase € um importante determinante fenotipico na caracterizacdo de
isolados de S. aureus (KIM et al., 2001). Geralmente esta associada a
patogenicidade, apesar do seu papel como fator de viruléncia ainda nao estar
esclarecido. Sabe-se que 0 coagulo produzido por esta enzima resulta no
acumulo de fibrina ao redor das células bacterianas, isolando a érea infectada
e dificultando a acdo dos mecanismos de defesas do hospedeiro (SILVA et al.,
2005; PRATTEN et al., 2001).

Véarios desses mecanismos especificos de viruléncia sdo ativados
apos a ligacdo da bactéria a superficie da célula hospedeira, favorecida por
adesinas. A adesao, processo que envolve varias etapas, esta relacionada com
a presenca de estruturas e moléculas especificas na superficie bacteriana que
promovem uma ligacdo irreversivel na célula hospedeira. Capsula, pili,

proteinas ligadas a fibronectina e proteina A estdo incluidos entre esses
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fatores, cuja funcdo priméria encontra-se associada ao processo de adeséo. A
expressdo dessas e de outras adesinas € intimamente influenciada por
estimulos externos (VAN BELKUM, et al., 2002).

Nos ultimos 100 anos, o S. aureus tem causado ciclos de surtos na
comunidade hospitalar, desenvolvendo resisténcia a todos os antibiticos
utilizados no combate deste patdbgeno, mas os mecanismos exatos que levam
a epidemias de doencas virulentas ndo sdo totalmente compreendidos. Este
microrganismo é um patogeno versatil, capaz de provocar uma ampla gama de
doengcas humanas, devido a uma combinacdo de viruléncia, invasao e
resisténcia a antibiéticos. O espectro de infec¢cbes estafilococicas variam de
espinhas e furinculos, a sindrome do choque téxico e sepse, a maioria dos
quais dependem de numerosos fatores de viruléncia. Por outro lado, algumas
infec¢des, como intoxicacao alimentar, dependem de um Unico tipo de fator de
viruléncia: as SEs (ORTEGA et al., 2010).

A producdo de enterotoxinas ndo estéd restrita a espécie de S.
aureus, outras espécies também sao capazes de produzi-las, caracteristica
relatada para outras espécies coagulase positivo. Além destas, estudos
laboratoriais evidenciaram espécies coagulase negativas, capazes de produzir
toxinas, como S. xylosis, S. haemolyticus, S. epidermidis, S. cohnii, S.
chromogenes, S. warneri, S. sciuri e S. lentus (PEREIRA, et al., 2001).
Acreditava-se que a producdo de enterotoxinas estivesse ligada as cepas
produtoras de coagulase e termonuclease (TNase), entretanto muitas espécies
de Staphylococcus demonstraram produzir enterotoxinas mesmo na auséncia
de coagulase e termonuclease. Pelo menos dez das espécies coagulase

negativas, produzem enterotoxinas (JAY, 2000).
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3.2.2 Toxinas estafilocécicas e seus fatores genéticos

O S. aureus produz uma grande variedade de exoproteinas que
contribuem para a sua capacidade de colonizar e causar doenca em
mamiferos. Algumas cepas produzem uma ou mais exoproteinas adicionais,
que incluem as SEs, a TSST-1 e as ETs. Cada uma dessas toxinas €
conhecida por seus poderosos efeitos sobre as células do sistema imunolégico,
mas muitos delas também tém outros efeitos biologicos (DINGES et al., 2000).

Diferentes tipos de SEs ja foram descobertas, sendo descritas
inicialmente as enterotoxinas classicas SEA, SEB, SEC, SED e SEE, de maior
ocorréncia e comumente envolvidas em quadros de intoxicacdo estafilocécica
envolvendo alimentos, com percentual de 95% dos casos (CREMONESI et al.,
2005). Na sequéncia, novas enterotoxinas (SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL,
SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER E SEU) e seus genes correspondentes (seg,
seh, sei, sej, sek, sel, sem, sen, seo, sep, seq, ser e seu) foram descritos,
embora seu envolvimento com os surtos de intoxicacdo alimentar ndo estejam
ainda bem esclarecidos (FREITAS et al.,, 2004; BORGES et al.,, 2008a;
ANDRADE, 2008, SANTANA et al., 2010a).

O International Nomenclature Committee for Staphylococcal
Superantigen Nomenclature (INCSSN) recomendou que apenas o0sS
superantigenos estafilocécicos que induzem vomito apés administracdo oral
experimental em macacos pode ser designado como SE. Agqueles que né&o
promovem émese no modelo experimental designado ou ndo foram testados
devem receber a denominacéo de staphylococcal enterotoxin-like (SEI). Desta
forma as enterotoxinas dos tipos SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ
e SEU deveriam ser renomeadas para SEIJ, SEIK, SEIL, SEIM, SEIN, SEIO,
SEIP, SEIQ e SEIU, respectivamente (OMOE et al., 2005).

Duas das caracteristicas mais importantes das SEs sao a resisténcia
a inativacao por proteases gastrointestinais, bem como pela acdo da pepsina,
caracteristica que explica a capacidade de permanecerem ativas ap0s sua
ingestdo e a manutencdo de sua atividade em certos alimentos; e sua

termoestabilidade, extremamente importante em termos de seguranga
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alimentar, uma vez que elas permanecem ativas no alimento mesmo apos seu
processamento térmico. Essa termoestabilidade depende do meio onde esteja
inserida e pode ser influenciada pela variacdo do pH, concentracdo salina e
outros fatores ambientais relacionados ao nivel de desnaturacdo da toxina
(SORIANO et al., 2002).

Além da intoxicacdo estafilocécica, outra doenca causada por
Staphylococcus é a TSS, uma doenca sistémica grave associada com a
intoxicacdo aguda com TSST-1 e as SEs. E caracterizada por um inicio agudo
de febre alta, erupcdo cutanea eritematosa difusa, descamacgédo da pele,
hipotensdo e envolvimento de falhas de trés ou mais sistemas organicos
(ORTEGA et al., 2010). Esta toxina é atualmente aceita como a causa de 100%
dos casos de TSS associado a menstruacdo devido o uso prolongado de
tampao vaginal. TSST-1 € o Unico superantigeno capaz de causar TSS a partir
de fonte intravaginal, o que provavelmente € devido a sua capacidade Unica de
atravessar as superficies mucosas. Das cepas de S. aureus isoladas em casos
de TSS nado associados com o uso de tampdes, cerca de 50% produzem
TSST-1 (DINGES et al., 2000).

TSST-1 e as SEs sao conhecidas como superantigenos (PTSAgQS)
por estimularem uma resposta policlonal inespecifica de linfécitos T e a
liberacdo aumentada de citocinas, causando toxicidade sistémica e supressao
da resposta imune adaptativa (DINGES et al., 2000; BALABAN & RASOOLY,
2000). Exibem atividade de superantigenos, ligando-se simultaneamente as
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe Il e a
receptores de células T, independentemente de suas especificidades de
ligacdo a peptideos, formando um complexo trimolecular, que induz a
proliferacdo demasiada de células T, os quais prolongam a infeccéo bacteriana
as custas da saude do hospedeiro humano (BAKER & ACHARYA, 2004).

Os genes codificadores de enterotoxinas estudados tém
denominacgdes que iniciam com as letras se (de enterotoxina estafilocdcica) ou
ent (de enterotoxina), das quais a primeira forma é a mais utilizada na
atualidade. As enterotoxinas estafilococicas sao codificadas por genes
presentes em bacteriéfago (SEA, SED, SEE e SEJ), plasmidio (SEH e SEP),
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cromossomo (SEH e SEP) e ilhas de patogenicidade cromossomal, a exemplo
de SEB, SEC, SEG, SEIl, SEM, SEN, SEO, SEK, SEL e SEQ (OMOE et al.,
2002; BLAIOTTA et al., 2004).

Inicialmente, a TSST-1 foi equivocadamente identificada como SEF
e por isso nao existe a enterotoxina sorotipo F (BECKER et al., 1998). A TSST-
1 é codificada pelo gene tst, que esta na ilha de patogenicidade estafilocécical,
de 15 a 19 kb, presente no cromossomo bacteriano (RUZIN et al., 2001). E um
polipeptideo de 29,1 KDa, com propriedades biolégicas comuns a outras
exotoxinas pirogénicas e superantigénicas, porém apenas as SEs tém
atividade emética. A proteina madura é uma cadeia polipeptidica com um peso
molecular de 22 KDa (DINGES et al., 2000).

3.2.3 Intoxicacgdo alimentar estafilocécica

A intoxicacdo alimentar é resultado da ingestdo de enterotoxina
estafilococica pré-elaborada em substratos alimenticios, em decorréncia de
microrganismos presentes em densidade populacional situada entre 10° a 10°
UFC/g ou mL. Entretanto, este dado tem variado conforme o autor. Alguns
afirmam que é necesséaria uma populacdo minima de 10°> UFC/g no alimento
para produzir quantidade suficiente de enterotoxina a fim de causar toxinose
(AKHTAR et al., 1996).

Diferentes agentes etioldgicos podem contaminar os alimentos,
podendo levar a doencas, manifestadas por acdo de microrganismos
patogénicos ou por suas toxinas. O S. aureus é um dos agentes patogénicos
mais comuns, responsaveis por surtos de intoxicacdo alimentar. As
peculiaridades do seu habitat tornam sua presenca largamente distribuida na
natureza, sendo transmitidos aos alimentos por manipuladores, na maioria,
portadores assintomaticos, e pelos animais (STAMFORD et al., 2006; SIMON &
SANJEEV, 2006).

A intoxicagdo estafilococica constitui a causa mais freqiente de
surtos de DTAs em muitos paises e ocorre ap6s a ingestdao de alimentos

contendo enterotoxinas pré-formadas. A intoxicacdo alimentar é caracterizada
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clinicamente por nauseas, vomito, mal-estar, debilidade geral, diarréia aquosa
nao sanguinolenta e dor abdominal. Pode resultar em desidratacdo decorrente
da perda significativa de liquido e sudorese, geralmente ndo acompanhada de
estado febril. Dor de cabeca e queda da pressdo arterial, também podem
ocorrer (FREITAS et al., 2004; BORGES et al., 2008a; FREITAS et al., 2009). A
intoxicacdo raramente é letal, sendo que individuos idosos sdo mais
susceptiveis do que os jovens. Em determinados casos, a intoxicacao alimentar
estafilococica pode causar morte devido a complicacbes secundarias
(BALABAN & RASOOLY, 2000).

Em sua forma biologicamente ativa, as enterotoxinas sao
termoestaveis. Esta caracteristica das enterotoxinas torna a presenca dos
estafilococos nos alimentos ainda mais relevante, visto que a pasteurizacao,
apesar de destruir células vidveis, € ineficiente para garantir a seguranca
alimentar, se houver enterotoxina previamente elaborada (BERGDOLL, 1990).

Entre os alimentos envolvidos em surtos e casos de intoxicacao
estafilococica destacam-se o leite cru, o leite pasteurizado e 0s queijos como
0s produtos lacteos mais incriminados, sendo o S. aureus 0 microrganismo
mais frequente nas investigacbes epidemiologicas. A quantidade de
enterotoxina necesséria para causar a doenca ainda ndo estd bem
estabelecida, mas sabe-se que depende da susceptibilidade do individuo, do
peso corporal e, especialmente, do estado de saude da pessoa acometida
(BORGES et al., 2008a).

Os mecanismos de acao das enterotoxinas sao sugeridos e podem
explicar os sintomas causados devido a sua ingestdo. Uma vez ingeridas, as
enterotoxinas ligam-se aos seus receptores que estédo localizados no intestino.
O estimulo gerado é transferido através dos nervos vago e simpatico até o
centro do vémito, induzindo o retroperistaltismo do estébmago e do intestino
delgado. O outro mecanismo sugerido ndo esta totalmente elucidado, mas
parece estar relacionado a uma ativacdo de um mecanismo secretor de sodio e
cloro, provocando um desequilibrio hidroeletrolitico no intestino, resultando em
diarréia (FRANCO & LANDGRAF, 2002).
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Vale ressaltar que a simples presenca de amostras toxigénicas de S.
aureus no leite e seus derivados n&o implica na ocorréncia de intoxicacoes,
porém o risco existe, principalmente se for considerado que esse
microrganismo é o mais envolvido nas infec¢des intramamarias dos bovinos,
que o leite € um excelente meio de crescimento para S. aureus, que a
temperatura da glandula maméaria € ideal para a producdo de toxinas
(CARDOSO et al, 2000), que podem ser excretadas no leite e permanecer
estaveis nos produtos oferecidos ao consumo humano, mesmo apoés
pasteurizacdo e processamento na industria de laticinios (FAGUNDES &
OLIVEIRA, 2004).

Segundo registros do Sistema de Informacédo para a Vigilancia das
Enfermidades Transmitidas por Alimentos na América Latina e Caribe
(SIRVETA), entre 1993 e 2002, ocorreram 250 surtos de intoxicagcdo
estafilococica envolvendo produtos lacteos com acometimento de 4.247
pessoas em 11 paises dessa regido. Ha 16 relatos de surtos veiculados por
gueijos ocorridos no Brasil, com 86 pessoas acometidas. Dois desses surtos
foram notificados no estado do Ceara no ano de 2000, atribuidos ao consumo
de queijos e envolvendo 14 pessoas (INPPAZ/OPS/OMS, 2006).

Doencas alimentares tém um grande impacto na saude publica.
Estima-se que, a cada ano, nos Estados Unidos, entre 6 e 80 milhBes de
pessoas sejam afetadas por essas doencas, causando 9.000 mortes e um
custo de, aproximadamente, 5 bilhdes de ddlares (BALABAN & RASOOLY,
2000). Neste mesmo pais, estima-se que os custos médicos e as perdas em
produtividade devido a doenca alimentar estafilococica, sejam da ordem de 1,5
bilh&o de dolares por ano (CENCI-GOGA et al., 2003).

No periodo de 1997 a 2002, varios surtos de intoxicagdo alimentar
ocorridos em Minas Gerais foram investigados pela Fundacdo Ezequiel Dias
(FUNED). O Leite e produtos derivados (queijos canastra, Minas, mussarela e
ralado, requeijdo e bebida lactea) foram envolvidos em muitos casos. As
contagens de Staphylococcus spp. nos produtos incriminados variaram de 6,0 x
10% a 1,8 x 10 UFC/g e as principais enterotoxinas estafilocécicas envolvidas
nos surtos foram SEA, SEB e SEC (VERAS et al., 2003).
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No periodo de 1995 a 2001, relatérios da FUNED informam que
alimentos contaminados com enterotoxinas estafilococicas produzidas por S.
aureus causaram 112 surtos com o envolvimento de 12.820 pessoas e 17
mortes. Diversos tipos de queijos foram responséveis por 23 desses surtos,
com 600 pessoas acometidas e um ébito (CARMO, 2002).

Casman et al. (1967) descreveram que SED é considerada a
segunda enterotoxina estafilococica mais encontrada em intoxicacdes
alimentares, perdendo apenas para SEA. A baixa producdo de SED é
significante, pois pouca quantidade desta enterotoxina (100 a 200 ng) é
suficiente para causar doenca, especialmente em criancas e idosos (KOKAN &
BERGDOLL, 1987).

O carater autolimitante da doenca e a notificacdo ndo compulséria
levam o Brasil a apresentar indices subestimados de intoxicacdo alimentar
estafilocdcica. Devido a sintomatologia branda e de curta duracdo, os casos e
surtos desse tipo de intoxicacdo raramente levam as pessoas envolvidas a
procurarem auxilio médico, fazendo com que o indice de hospitalizacao, e

consequente notificagédo, seja relativamente baixo (SILVA, 1998).

3.2.4 Identificacdo de Staphylococcus aureus e suas toxinas

Para avaliar o papel das enterotoxinas na intoxicagdo alimentar
estafilocOcica é necesséria a aplicacdo de testes imunoldgicos para a deteccéo
das mesmas em alimentos (DOLZANI et al., 1994). Técnicas imunolégicas sao
bastante usadas para a deteccdo de S. aureus e de enterotoxinas
estafilocécicas, contudo, sua sensibilidade e especificidade podem variar
dependendo da pureza dos reagentes e niveis de expressdo da toxina
(GILLIGAN et al., 2000).

A deteccdo de enterotoxinas estafilococicas no sobrenadante de
culturas pelos métodos classicos de imunodifusdo, aglutinacdo e ELISA é
demorado, nem sempre detecta concentracdes baixas de toxinas e estao
disponiveis comercialmente apenas kit/antisoros para SEA, SEB, SEC, SED e
SEE (ARCURI et al., 2006).
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Além disso, com o uso dessas metodologias, existe a possibilidade
da obtencéo de resultados falsos negativos ou falsos positivos na identificacédo
de S. aureus enterotoxigénicos, haja vista que sao baseados na avaliagdo da
producao de enterotoxinas (SHARMA et al. 2000).

Nos ultimos anos, verificou-se um aumento significativo no
desenvolvimento de métodos genéticos para deteccdo e caracterizacdo de
bactérias patogénicas em alimentos. Na tentativa de se contornar as limitacdes
destas técnicas, métodos baseados nas caracteristicas genotipicas tém sido
desenvolvidos. Segmentos de genes que, embora polimérficos, apresentam
estabilidade suficiente para permitir discriminagao de isolados néo relacionados
epidemiologicamente, sdo amplificados e o padrdo de seus produtos €
analisado (DINGES et al., 2000).

O desenvolvimento da tecnologia de DNA recombinante, bem como
o advento da amplificacdo in vitro pela PCR, permite obter, rapidamente,
grandes quantidades de coépias de um segmento de DNA especifico,
viabilizando métodos de analise baseados em sequiéncias de acidos nucléicos.
A aplicacdo dessa tecnologia originou diversos estudos na busca de métodos
mais eficazes para a diferenciacdo e identificacdo de microrganismos,
revelando-se uma alternativa rapida, sensivel e especifica na identificacdo de
patdgenos e seus genes de enterotoxinas (ZOCCHE et al., 2009; ARCURI et
al., 2006).

A tecnologia da PCR foi concebida por Kary Mullis em meados da
década de 80. Desde sua concepcéao, esta tecnologia causou uma verdadeira
revolucdo na biologia, tanto na pesquisa voltada ao entendimento de processos
biolégicos fundamentais como nas areas aplicadas, envolvendo diagnésticos e
melhoramento genético de plantas e animais domésticos (ANTONINI et al.,
2004). Esta técnica € uma das ferramentas mais Uteis em biologia molecular,
pois permite amplificar milhdes de vezes um fragmento especifico de DNA.
Com esta técnica pode-se detectar a presenca de uma quantidade minima de
um fragmento especifico de DNA (BENDIT et al., 1999).

A vantagem dos métodos baseados em PCR se relaciona a

capacidade de detectar genes que determinam a producdo das toxinas
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estafilocécicas inclusive a partir de alimento tratado por aguecimento, em
vitude do DNA permanecer inalterado, demonstrando o0 potencial de
toxigenicidade de S. aureus (TSEN & CHEN, 1992).

Devido as informagcbes sobre a sequéncia de DNA das SEs
(MCLAUCHLIN et al., 2000), a PCR torna-se um método para a deteccdo dos
genes destas toxinas, mostrando-se uma técnica simples e reprodutivel,
funcionando como uma ferramenta genética para estudos epidemiologicos
(FREITAS et al.,, 2004). Métodos baseados em PCR para determinar a
ocorréncia de microrganismos patogénicos e toxigénicos em alimentos s&o
amplamente reconhecidos como capazes de diminuir o tempo de deteccéo e
aumentar a especificidade e sensibilidade dos resultados (ERCOLINI et al.,
2004).

A identificacdo de S. aureus por PCR é baseada na amplificacédo de
genes-alvo altamente conservados dentro da espécie. A exemplo disso, a
amplificagdo do gene femA (factors essential for methicillin resistance) tem
sido explorado como marcador especifico de S. aureus em testes baseados em
pesquisa de DNA, sendo utilizado para a identificagdo genotipica deste
microrganismo, o que permite diferencid-lo de outras espécies. Esse gene
codifica fator essencial para a resisténcia a meticilina e esta universalmente
presente em todas as cepas de S. aureus (MEHROTA et al., 2000).

Este gene esta diretamente envolvido na biossintese da parede
celular bacteriana ou na sintese de fatores associados, o que influencia o nivel
de resisténcia a meticilina. O produto deste gene é uma proteina de 48 kDa,
gque desempenha um papel vital na sintese de peptideoglicano da parede
celular de Staphylococcus (BENSON et al., 2002). A amplificacdo do gene
femA ou parte dele constitui ferramenta Gtil na diferenciacdo de espécies de
Staphylococcus, sendo portanto alternativa rapida e segura para identificacédo
dessa bactéria (ARCURI et al., 2004; FREITAS, 2005).

A amplificagdo, pela técnica de PCR, das sequéncias codificadoras
das SEs (sea, seb, sec, sed, see), ETs (eta, etb) e TSST-1 (tst) constitui
técnica simples, rapida e sensivel para deteccdo da presenca dessas toxinas
(JOHNSON et al., 1991).
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A multiplex PCR é uma variacdo da técnica de PCR que permite a
utiizacdo de varios pares de iniciadores especificos, para diferentes
sequéncias-alvo numa mesma reacdo de amplificacdo. Este procedimento
permite que varias seqiéncias de uma mesma molécula de DNA sejam lidas,
ou ainda, que multiplos fatores de viruléncia de um mesmo patdégeno sejam
pesquisados. A técnica de multiplex PCR é utilizada para investigar diferentes
genes toxigénicos em isolados de S. aureus, obtidos de quadros de intoxicagéo
alimentar, de leite e queijo (ANDRADE, 2008; BORGES et al., 2008a; FREITAS
et al., 2009).

A aplicabilidade da técnica de multiplex PCR é evidenciada em
diversos estudos para caracterizacdo genética de cepas de S. aureus,
demonstrando ser uma alternativa viavel aos métodos imunoldgicos
tradicionais de diagndstico. Além disso, seu uso pode ser estendido para
indastrias de alimentos, assim como ser utilizado como ferramenta no auxilio
as investigacdes epidemioldgicas para a elucidacdo de casos e surtos de
intoxicacao alimentar (ZOCCHE et al., 2009).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local e Colheita das Amostras

As amostras foram adquiridas de quatro (04) laticinios
inspecionados, localizados no Estado do Maranh&o, sendo dois (02) sob
responsabilidade do Servico de Inspecdo Federal (SIF) e dois (02)
inspecionados pelo Servico de Inspecdo Estadual (SIE). Os laticinios foram
identificados como:

e Laticinio 01 (SIF) com processamento de queijo tipo mussarela;

e Laticinio 02 (SIF) com processamento de queijo tipo coalho;

e Laticinio 03 (SIE) com processamento de queijo tipo mussarela;

e Laticinio 04 (SIE) com processamento de queijo tipo mussarela.

A colheita das amostras ocorreu no periodo de junho/2009
outubro/2010. Foram colhidas um total de 120 amostras, sendo 40 de leite cru
refrigerado, 40 de leite pasteurizado e 40 de queijo, obtidas de cinco diferentes
lotes de producdo dos laticinios. Cada lote foi representado por duas (02)
amostras de leite cru refrigerado, duas (02) de leite pasteurizado, e duas (02)
de queijo da mesma linha de processamento.

As amostras do leite cru refrigerado foram colhidas em frascos
estéreis de 250 mL, diretamente do tanque de recepcdo da industria, e as
amostras de leite pasteurizado foram colhidas diretamente na saida do
pasteurizador. As amostras de queijo foram colhidas apdés embalagem de 250
g, prépria dos laticinios e transportadas em caixa isotérmica até o Laboratério
de Microbiologia de Alimentos e Agua da Universidade Estadual do Maranh&o,
onde foram analisadas quanto a pesquisa de Staphylococcus spp,
quantificacdo de Staphylococcus coagulase positivo (SCP) e identificacédo

fenotipica de S. aureus.
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4.2 Pesquisa do Género Staphylococcus

Para a pesquisa de Staphylococcus spp, utilizou-se 25 mL do leite
(cru refrigerado e pasteurizado) e 25 g de queijo, homogeneizando-as em 225
mL de &gua peptonada esterilizada, constituindo-se a diluicdo inicial de 10™. A
partir da qual foram preparadas as diluicdes seriadas subsequentes até 107
Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo (10?, 102, 10°) foram inoculadas em
placas contendo Agar Baird-Parker (Himedia), suplementado com emulsdo de
ovo e telurito de potassio (Himedia), distribuidas com alga de Drigalsky e
incubadas a 37°C por 24 a 48 horas (SILVA et al, 2001).

Apoés incubacdo, as placas contendo de 20 a 200 colbnias foram
guantificadas, selecionando-se 3 a 5 colbnias tipicas (negras, brilhantes com
halo opaco rodeadas por um halo transparente) e atipicas que foram
submetidas a avaliacdo de suas caracteristicas morfo-tintoriais pelo método de
Gram (CARTER, 1978), apresentando-se como cocos Gram-positivos
agrupados em forma de cachos de uva, o que confirma o género

Staphylococcus.

A

FIGURA 1 — Identificagdo de Staphylococcus spp.
A= Crescimento em Agar Baird-Parker

B= Coloracao de Gram

Fonte: Dados do autor.
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4.3 ldentificacdo Fenotipica de Staphylococcus aureus

Para a caracterizacdo fenotipica do microrganismo foram realizados
testes bioguimicos de catalase, coagulase livre, DNase, producdo de acetoina
(Voges-Proskauer), fermentacdo do manitol (aerobiose e anaerobiose), da
maltose e trealose (aerobiose). Os isolados de Staphylococcus spp positivos
em todos os testes foram classificados como S. aureus (MAC FADDIN, 1976;
HOLT et al., 1994; APHA, 2001).

FIGURA 2 - Identificacdo Fenotipica de Staphylococcus aureus

A = Catalase; B= Coagulase; C= DNase; D= Voges-Proskauer

E= Fermentag&o aerobia do manitol; F= Fermentagdo anaerdbia do manitol e
aerObia da maltose e trealose

Fonte: Dados do autor.
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4.3.1 Teste de catalase

As colbnias de Staphylococcus spp foram cultivadas em caldo BHI
(Broth Heart Infusion), e apds 24 h de cultivo, uma al¢cada de crescimento foi
transferida para uma lamina de vidro, adicionando-se uma gota de perdxido de
hidrogénio a 3% sobre o esfregaco. O resultado foi considerado positivo
gquando as estirpes apresentaram desprendimento de oxigénio através da

formacéo de bolhas.

4.3.2 Teste de coagulase livre em tubo

Somente as colbnias que se apresentaram como cocos Gram
positivos, dispostos em cachos, e positivos no teste de catalase foram
submetidos a prova de coagulase. Em tubos de vidro estéreis, foram
adicionados 0,5 mL de plasma de coelho (Laborclin) e 0,3 mL de cultura pura
do microrganismo isolado crescido apo6s 24 h de cultivo em caldo BHI. Os tubos
foram incubados a 37°C em banho-maria, e leituras para a verificagdo da
formacao de coagulos foram realizadas uma, duas, trés, quatro e 24 h apés a
incubacdo das amostras, e os coagulos classificados como: Grau “1+7,
coagulos pequenos e desorganizados; Grau “2+”, coagulos pequenos
organizados; Grau “3+”, coagulos grandes organizados; Grau “4+”, coagulagéo
completa. A auséncia de formacéo de coagulos foi considerada como resultado

negativo.

4.3.3 Teste de DNase

As estirpes positivas no teste de coagulase foram semeadas em
Agar DNase (Himedia) e incubados a 37°C por 24 h. Ap6s o crescimento,
adicionava-se HCI 1N na linha de crescimento do microrganismo, e, apos
aproximadamente 3 minutos realizava-se a leitura. O resultado foi considerado
positivo pela formacéo de halo transparente ao redor da linha de crescimento,

indicando a liberacdo de DNase pela bactéria.
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4.3.4 Prova de voges-proskauer

Para verificar a producédo da acetoina a partir da glicose, as estirpes
de estafilococos foram inoculadas em tubos contendo caldo de cultivo MRVP
(Himedia) e incubadas a 37°C por 24 h. Em seguida, foi adicionado 0,6 mL de
solucédo de alfa-naftol a 5% e 0,2 mL de solucdo de hidréxido de potassio a
40% (reativo de Barrit) em cada tubo. Os cultivos que apresentaram coloracéo

vermelha em até 15 min foram considerados positivos.

4.3.5 Teste da utilizacdo do manitol (aerobiose e anaerobiose), maltose e

trealose (aerobiose)

As estirpes produtoras de acetoina foram testadas quanto a
utilizacdo ou ndo de aclcares. Estes testes foram realizados em Agar-Base
Vermelho de Fenol (manitol em aerobiose) e Caldo Vermelho de Fenol (manitol
em anaerobiose; maltose e trealose em aerobiose), suplementados com 1% do
respectivo carboidrato adicionado no meio apés ter sido filtrado em membrana
0,45 uM de porosidade. Em seguida o microrganismo foi inoculado no meio
suplementado e incubado em estufa bacteriologica a 37°C por até 24 h. A
prova foi considerada positiva quando havia viragem do pH do meio de cultura,

de vermelho para amarelo, e negativa sem alteracao de cor.

4.4 Extracdo do DNA Gendmico de Staphylococcus aureus

As cepas com identificacdo fenotipica foram cultivadas em caldo
BHI, a 37°C/24 h e apos o periodo de incubacao, 1 mL de cada crescimento foi
transferido para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL (Axygen) e submetidos a
extragdo do DNA, empregando-se o kit comercial Wizard Genomic DNA
Purification (Promega), segundo as instru¢des do fabricante para isolamento de
DNA gendmico de bactérias Gram-positivas.

Os tubos foram centrifugados em rotacdo méaxima (14.000 rpm) por

2 minutos, o sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas com
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480uL de EDTA 50mM e 120uL de lisozima (Promega®) (10mg/mL em 10mM
de Tris-HCIl, pH 8.0), sendo incubados a 37°C por 60 minutos. Foram
novamente centrifugados a 14.000 rpm por 2 minutos, o sobrenadante
descartado e o sedimento ressuspendido com 600uL de solucdo de lise do
nacleo, sendo incubados a 80°C por 5 minutos para lise das células. Apos
foram adicionados 3uL de RNase, invertendo os tubos 2-5 vezes para
homogeneizacéo e incubados a 37°C por 60 minutos.

Apés a incubacao, adicionou-se 200uL da solucédo de precipitacédo
de proteinas, vortexando os tubos vigorosamente por 20 segundos e em
seguida incubados sob refrigeragcédo por 5 minutos. Estes foram centrifugados a
14.000 rpm por 3 minutos e o sobrenadante (DNA livre) transferido
cuidadosamente para outro tubo de microcentrifuga de 1,5 mL (Axygen),
contendo 600uL de isopropanol. Os tubos foram homogeneizados suavemente
por inversdo até visualizacdo da massa de DNA e em seguida centrifugados a
14.000 rpm por 2 minutos.

O sobrenadante foi descartado cuidadosamente e adicionado 600uL
de etanol a 70%, invertendo-se os tubos varias vezes para lavar o pellet de
DNA. Em seguida foram centrifugados a 14.000 rpm por 2 minutos e o etanol
descartado, colocando os tubos em papel absorvente e deixando o pellet de
DNA secar por 10-15 minutos. Apdés esse tempo, 50uL de solucdo de
reidratacdo foi adicionado ao pellet de DNA e os tubos incubados a 65°C por
60 minutos. Apés a reidratacao, os tubos contendo o DNA foram armazenados

a -20°C até a utilizacdo nos ensaios moleculares.
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4.5 Confirmacao Genotipica das Estirpes de Staphylococcus aureus

A confirmagdo molecular dos isolados de S. aureus com
caracterizacdo fenotipica foi realizada a partir da amplificacdo de fragmento de
132pb do gene femA, especifico de S. aureus, com a sequéncia de
oligonucleotideos descritos por Mehrotra et al. (2000) (TABELA 1).

As reagbes compreenderam volume final de 25 pL contendo 2,5 pL
de tampéo de reacdo 10x (100 mM Tris-HCI, pH 8,3, 500 mM KCI), 2 mM
MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 20 pmol de cada oligonucleotideo iniciador
FEMA-1 e FEMA-2, 2,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Brasil) e 5 pL
do DNA molde.

A PCR foi realizada em termociclador (Biocycler), submetida a
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, com 35 ciclos de amplificacao
(desnaturacéo a 94°C por 2 minutos, anelamento a 57°C por 2 minutos e
extensdo dos primers a 72°C por 1 minuto) e extenséo final a 72°C por 7
minutos.

O produto amplificado foi visualizado apés eletroforese em gel de
agarose a 1% corado com brometo de etidio, observado sob iluminagéo
ultravioleta e as imagens digitalizadas utilizando camera fotogréfica Sony DSC
W210. Ladder 100 bp foi utilizado como padrdao de peso molecular. Apenas as
cepas de S. aureus identificadas genotipicamente foram submetidas aos testes

seguintes.
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4.6 Deteccdo dos Genes Toxigénicos

A investigacdo dos genes especificos das enterotoxinas SEA, SEB,
SEC, SED e SEE foi realizada com os oligonucleotideos descritos por Becker
et al. (1998), e para o gene da TSST-1 (tst) realizou-se com oligonucleotideos
descritos Mehrotra et al. (2000) (TABELA 1). Para tal, duas reacbes de PCR
foram realizadas:

a) Multiplex PCR com volume final de 50 pL contendo 5 pL de
tampao de reacao 10x (100 mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM KCI), 3 mM MgCly,
160 uM de cada dNTP, 20 pmol de cada um dos primers sea, seb, sec, see e
sed, 1,2 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil) e 5 pL do DNA
gendmico. As amplificacBes foram programadas para 30 ciclos térmicos, cada
um consistindo de 95°C por 1 minuto (desnaturacdo), 55°C por 1 minuto
(anelamento) e 72°C por 2 minutos (extensao);

b) Uniplex PCR com volume final de 25 pL contendo 2,5 pL de
tampéo de reacdo 10x (100 mM Tris-HCI, pH 8,3, 500 mM KCI), 2 mM MgCly,
200 uM de cada dNTP, 20 pmol de cada oligonucleotideo iniciador (TSST-1 e
TSST-2), 2,5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil) e 5 uL do DNA
molde. As condi¢cdes de amplificacdo foram de desnaturacéo inicial a 94°C por
5 minutos, com 35 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C por 2 minutos,
anelamento a 57°C por 2 minutos e extenséo a 72°C por 1 minuto) e extensao
final a 72°C por 7 minutos.

O volume final do mix das reacfes foi ajustado com agua estéril
qualidade PCR. Dez microlitros do produto amplificado foram analisados em
gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo. As condicbes de
eletroforese foram de 150V por 2 horas, ao final observado sob iluminacéo
ultravioleta e as imagens digitalizadas utilizando camera fotografica Sony DSC
W210. Cepas enterotoxigénicas de Staphylococcus aureus, ATCC 13565
portadora do sea, ATCC 14458 do gene seb, ATCC 19095 do gene sec, ATCC
23235 do gene sed e ATCC 27664 do gene see, cedidas gentiimente pela
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) foram utilizadas como controle positivo

das reacoes.
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TABELA 1 - Sequéncia dos nucleotideos e tamanho dos produtos da PCR dos
genes investigados nos isolados de Staphylococcus aureus

Tamanho
. . do produto
Gene  Primer Sequéncia (5’2 3’) pro
amplificado
(pb)*
SEA-3 CCT TTG GAA ACG GTT AAA ACG
sea** 127
SEA-4 TCT GAA CCT TCC CAT CAA AAAC
SEB-1 TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG
seb** 477
SEB-4 GCA GGT ACT CTATAA GTG CCT GC
SEC-3 CTC AAG AAC TAG ACA TAA AAG CTA GG
sec** 271
SEC-4 TCA AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC
SED-3 CTA GTT TGG TAA TAT CTC CTT TAA ACG
sed** 319
SED-4 TTA ATG CTA TAT CTT ATA GGG TAAACA TC
SEE-3 CAG TAC CTA TAG ATA AAG TTA AAA CAA GC
see** 178
SEE-2 TAA CTT ACC GTG GAC CCT TC
TSST-1 ACC CCT GTTCCCTTATCATC
tstr** 326
TSST-2 TTT TCAGTATTT GTA ACG CC
FEMA-1 AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG
femA*** 132
FEMA-2 GAT AAA GAA GAA ACC AGC AG

*Pares de base; **Becker et al. (1998); ***Mehrotra et al. (2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram testadas 130 col6nias de SCP isoladas das amostras de leite
cru refrigerado, leite pasteurizado e queijo, obtidas nos quatro laticinios. Na
TABELA 2 podem ser verificadas as contagens de SCP, bem como o
percentual de cepas de S. aureus identificados fenotipicamente em cada tipo
de amostra.

Identificou-se fenotipicamente, 60 cepas de S. aureus, das quais 54
(90%) foram isoladas das amostras de leite cru refrigerado. Das amostras de
leite pasteurizado, ndo ocorreu isolamento deste patdgeno. Quanto as
amostras de queijo isolaram-se seis (10%) cepas de S. aureus, sendo uma
obtida do queijo coalho e cinco do queijo tipo mussarela. Observou-se que 0
maior percentual de isolados de S. aureus foi obtido das amostras de leite cru
refrigerado, resultado esperado, pois todas as amostras apresentaram elevado
crescimento de SCP com contagens entre 1,7 x 10*a >10° UFC/mL.

Esta elevada contaminacdo pode ter ocorrido pelo fato do leite cru
ser um alimento suscetivel a contaminacdo, principalmente durante seu
processo de obtencdo, onde o ordenhador pode contamina-lo com bactérias
das préprias maos, dos utensilios, equipamentos e até mesmo de um animal
para outro, caso esteja ocorrendo mastite no rebanho. Além disso, o
armazenamento e a temperatura inadequados durante o transporte da
propriedade até o laticinio é outro fator que pode contribuir para a multiplicacéo
da microbiota contaminante obtida no momento da ordenha.

Corroborando com os achados da presente pesquisa, Borges et al.
(2008b) verificaram que as amostras de leite cru refrigerado provenientes de
um laticinio, em Fortaleza-CE, apresentou 100% de contaminacdo por SCP
com valores entre 10° e 10° UFC/mL. No Brasil, um dos principais motivos do
aumento da contagem de microrganismos no leite cru é a dificuldade de ajuste
entre os horarios de término da ordenha e da coleta do leite. Varios problemas
surgem quando a ordenha n&o foi completada ou quando terminou

imediatamente antes da coleta, em que o leite ndo foi suficientemente resfriado
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a temperatura necesséria e o transporte ocorre em temperatura mais elevada
(CERQUEIRA et al., 2010).

Vale ressaltar que os laticinios objetos deste estudo recebem leite
de diferentes produtores, sendo misturado no tanque de recepcao,
independente de sua origem, o que amplia a possibilidade de contaminacéo do
leite cru refrigerado. Mesmo que a obtencdo do leite da maioria das
propriedades tenha ocorrido com higiene e de animais sadios, com
manipulacdo, refrigeracdo e transporte adequados, ainda assim, a matéria-
prima pode apresentar consideravel nimero de bactérias patogénicas, face
aquelas propriedades com procedimentos inadequados na obtencdo e
transporte do leite.

Apesar da legislacdo vigente ndo estabelecer limites para presenca
de microrganismos patogénicos no leite cru refrigerado, varios sédo os estudos
que afirmam que contagens a partir de 10° UFC/mL de SCP é suficiente para a
producdo de enterotoxinas em alimentos (LE LOIR et al., 2003; BORGES et al.,
2008b; SANTANA et al., 2010a). Portanto, as contagens encontradas nesta
pesquisa podem representar um grande risco de presenca de SEs no leite cru
refrigerado, podendo chegar até o queijo, mesmo ap0s 0 processo de
pasteurizacdo que elimina as bactérias, mas nao destroéi as toxinas.

Isso ocorre devido a termoestabilidade das SEs que resistem ao
calor de até 100°C por 30 minutos, permanecendo ativas nos alimentos mesmo
apos seu processamento térmico (BALABAM & RASSOLI, 2000), causando

intoxicacao alimentar caracterizada pela gastroenterite.
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TABELA 2 - Contagem de Staphylococcus coagulase positivo e percentual de
Staphylococcus aureus com identificacao fenotipica em amostras
de leite cru refrigerado, leite pasteurizado e queijos, 2011

Staphylococcus coagulase positivo

Laticinio Lote - UFC/mIT oug
Leite cru Leite Queijo
refrigerado pasteurizado :
1 2,5x10° - 3,4 x 10*
o1 2 2,2 x10° - 6,5 x 103
oI 3 > 10° 2,2 x 102 2,7 x 103
4 > 10° 7,2 x10° 2,7 x 10*
5 > 10° - 2 x 10*
1 4,9 x 10% - > 10°
- 2 2,8x10° - > 108
oI 3 1,7 x 10* 6 x 10* > 108
4 7,5 x 10° - > 108
5 1,2 x 10° - 8,9 x 10*
1 1,9x10° - 6,2 x 10°
03 2 7.6 x10° - 5,8 x10°
oI 3 1,8 x 10° 3,2 x 10* 8,2 x10°
4 > 10° - 54 x 103
5 > 108 - 2,7 x 103
1 10° - 4,8 x10°
o 2 8,5 x 10% - 1,5 x 10%
. 3 > 108 - 4,5x 10%
4 > 108 - 6,6 x 103
5 9,2 x 10% - 4x10°
Isolados de S. aureus com 54 06
Caracterizacao fenotipica (90%) (10%)

*Unidades formadoras de colbnia; - auséncia.
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Quanto ao leite pasteurizado, apenas um pequeno numero de
amostras apresentaram contaminacdo por SCP e néo foi isolado S. aureus,
sugerindo que o processo de pasteurizacdo nos quatro laticinios € eficiente em
relacdo ao binbmio tempo x temperatura. Porém, deve ter ocorrido falhas na
temperatura de pasteurizacdo ou esta ndo foi suficiente para eliminar toda
carga bacteriana, devido a elevada populacdo inicial presente na matéria-
prima, ressaltando a importancia desta ferramenta no processamento do leite e
derivados. Embora o processo de pasteurizacdo assegure a destruicdo das
linhagens de S. aureus originalmente presentes no leite cru, essa bactéria
podera ser encontrada em leite pasteurizado, se houver alguma falha durante o
processamento e/ou acondicionamentos em temperatura inadequada (CORBIA
et al., 2000).

Em um estudo realizado no Estado de Séao Paulo, 38 (70,4%) das 54
amostras de leite cru apresentaram concentracdes de até 8,9 x 10° UFC/mL de
SCP. O leite pasteurizado apresentou oito amostras com contagens de até 8,7
x 10®° UFC/mL (RALL et al., 2008), valores inferiores a esta pesquisa que
observou contagens de até >10° e 3,2 x 10* UFC/mL para o leite cru
refrigerado e pasteurizado, respectivamente.

Quanto as amostras de queijo coalho e mussarela, as contagens de
SCP variaram entre 2,7 x 10° e >10° UFC/g, onde seis (06) isolados foram
classificados como S. aureus. Apesar do baixo isolamento de cepas de S.
aureus, as contagens elevadas representam riscos a saude do consumidor,
pois outras espécies de SCP também podem produzir toxinas. Vale ressaltar
gue todas as amostras estavam fora dos padrdes exigidos pela legislacdo
vigente (BRASIL, 2001), que estabelece contagens para o queijo coalho e
mussarela de até 5 x 102 UFC/g e 10° UFC/g, respectivamente, e, portanto, nio
houve diferenca na qualidade do produto final em relacdo ao tipo de inspecao
dos laticinios. Resultados divergentes foram encontrados por Oliveira et al.
(2010) que observaram diferencas na qualidade do queijo coalho
comercializado no Estado de Pernambuco quanto ao tipo de inspecéo, onde

79,41% dos queijos de coalho sob inspecao estadual estavam improprios para
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0 consumo humano e as amostras sob inspecédo federal, apresentaram
contaminacéao em nivel toleravel.

A elevada contaminacdo dos queijos demonstra falhas no seu
processamento, indicando que esta etapa € um ponto critico a ser considerado
na linha de processamento de todas as industrias avaliadas nesta pesquisa. A
contaminacdo pos-pasteurizacdo ocorre principalmente por manipulacao
inadequada, falta de higiene, deficiéncia na limpeza e higienizacdo dos
equipamentos e utensilios utilizados na producdo do queijo. Pelisser et al.
(2009) ressaltam que uma das principais fontes de contaminagéo por SCP em
queijos sdo as maos e antebracos dos manipuladores devido ao deficiente
controle higiénico sanitario e ainda, a nao utlizacdo de luvas durante o
processamento.

Pelos dados obtidos nesta pesquisa, verifica-se que a matéria-prima
€ o0 elemento fundamental para a industria de laticinios, pois dependendo da
sua origem, a qualidade do produto final pode ser comprometida. Aliado a
qualidade do leite, manipuladores treinados e a adocdo das Boas Praticas de
Fabricacdo sdo essenciais para a elaboracdo de um produto final a luz dos
padrdes de qualidade microbioldgicos exigidos pela legislacéo vigente.
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FIGURA 3 - Produtos de amplificacdo dos genes sea, seb, sec, sed e see nas
cepas referéncia de S. aureus através de uniplex PCR. Gel de agarose a 1%.
Linha M: marcador de peso molecular 100pb (Invitrogen, Brasil); Linha 2: sea,
127pb; Linha 3: seb, 477pb; Linha 6: sec, 271pb; Linha 7: sed, 319pb; Linha 9:
see, 178pb; Linhas 1,4,5,8: controle negativo.

FIGURA 4 - Produtos de amplificacdo dos genes femA e tst nas cepas
referéncia de S. aureus através de uniplex PCR. Gel de agarose a 1%. Linha
M: marcador de peso molecular 100pb (Invitrogen, Brasil); Linha 1-5: femA,
132pbh: 1 ATCC 13565, 2 ATCC 14458, 3 ATCC 19095, 4 ATCC 23235, 5
ATCC 27664; Linha 6: controle positivo do gene tst, 326pb; Linha CN: controle
negativo.
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Para validar os protocolos de PCR utilizados na investigacdo dos
genes de toxinas, cada oligonucleotideo dos genes sea, seb, sec, sed e see
foram testados individualmente com o DNA dos controles positivos para
verificar a especificidade dos primers reconstituidos (FIGURA 3). O mesmo
procedimento foi adotado para os oligonucleotideos do gene tst responsavel
pela producdo da TSST-1, e do gene femA, especifico para a espécie S.
aureus (FIGURA 4). Os produtos obtidos foram especificos para cada um dos
genes pesquisados, validando a eficacia dos protocolos de PCR realizados
neste trabalho.

Das 60 estirpes de S. aureus caracterizadas fenotipicamente, 46
(76,7%) amplificaram o fragmento de 132pb do gene femA especifico para S.
aureus, sendo 41 cepas oriundas do leite cru refrigerado, uma do queijo coalho
e quatro do queijo mussarela (TABELA 3).

TABELA 3 — Numero de cepas de S. aureus com caracterizacdo fenotipica e
genotipica (femA) em amostras de leite cru refrigerado e queijos,

2011
Staphylococcus aureus
Tipo de amostra Caracterizacao Caracterizagao
fenotipica genotipica (femA)
Leite cru refrigerado 54 41
Queijo coalho 01 01
Queijo mussarela 05 04
TOTAL 60 (100%) 46 (76,7%)

Os resultados demonstram que a andlise genética apresenta melhor
especificidade para a confirmacdo definitiva dos isolados de S. aureus,
demonstrando seu maior poder discriminatério na identificacdo deste
microrganismo.

Costa et al. (2010) verificou que das 338 cepas de S. aureus
caracterizadas por testes bioquimicos, 336 foram confirmadas pela
amplificacdo o gene femA, havendo elevada correlacéo entre o teste genotipico

e fenotipico. Em uma pesquisa realizada em propriedades leiteiras de
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diferentes municipios de Minas Gerais foram isoladas 100 cepas de SCP, das
quais 77 foram caracterizados como S. aureus por testes bioquimicos. Quando
os 100 isolados foram submetidos a identificacdo genotipica de S. aureus, 83
cepas apresentaram amplificacdo do gene femA (LANGE et al., 2011).

Vérios sédo os estudos que tém explorado este gene como marcador
especifico para identificacdo genotipica de S. aureus (MEHORTRA et al., 2000;
RIYAZ-UL-HASSAN et al., 2000; ARCURI et al., 2006; FISCHER et al., 2009;
PELISSER et al.,, 2009; BORGES et al., 2009), pois este gene participa da
biossintese da ponte interpeptidica de pentaglicina que é caracteristico para o
peptideoglicano da parede celular deste microrganismo (JOHNSON et al.,
1995; MOUSSALLEM et al., 2007;).

Nesta pesquisa e em outros trabalhos verifica-se que caracterizacéo
fenotipica de S. aureus néo apresenta especificidade 100% satisfatéria, o que
pode ser obtido com o estudo molecular de marcadores especificos do
microrganismo, como foi realizado neste trabalho através da amplificacdo do
gene femA.

Para a identificacdo de genes toxigénicos foi realizada uma uniplex
PCR para investigacdo do gene tst e uma multiplex PCR para investigacao dos
genes das SEs classicas (sea, seb, sec, sed, e see). O controle positivo da
multiplex PCR foi obtido com o mix de DNA das cepas referéncia, onde foi
observada amplificacdo especifica dos cinco genes das SEs classicas
demonstrando a aplicabilidade da reacdo para pesquisa de diferentes genes
alvo (FIGURA 5).

Verificou-se que a utilizacdo da multiplex PCR para a investigacéo
simultanea de diferentes genes toxigénicos, diminuiu o tempo e os custos da
pesquisa, pois somente duas reacdes foram realizadas para cada um dos
isolados de S. aureus. Se fossem efetuadas reac¢des individuais com o DNA
das 46 cepas, para cada um dos genes investigados, seriam necessarias 276
PCRs. Mas quando a pesquisa de cinco genes foi incluida na mesma reacao
(sea, seb, sec, sed, see), deixando apenas um (tst) para investigacao

individual, apenas 92 PCRs foram realizadas.
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FIGURA 5 - Produtos de amplificacdo simultanea dos genes sea, seb, sec, sed
e see das cepas referéncia de S. aureus através de multiplex PCR. Gel de
agarose a 1%. Linha M: marcador de peso molecular 100pb (Invitrogen, Brasil);
Linha 1: sea, seb, sec, sed e see, simultaneamente; Linha 2: sea; Linha 3: seb;
Linha 4: sec; Linha 5: sed; Linha 6: see; Linha CN: controle negativo.

A pesquisa dos genes toxigénicos pela uniplex e multiplex PCR
demonstrou que dos 46 isolados de S. aureus com identificacdo genotipica, 34
(74%) apresentaram genes responsaveis pela producdo de toxinas e 12 (26%)
foram negativos para todos os genes. Dos isolados do leite cru refrigerado, 31
apresentaram amplificacdo para algum dos genes de toxinas pesquisados. A
Unica cepa isolada do queijo coalho ndo amplificou nenhum dos genes, e trés
obtidas do queijo mussarela expressaram algum gene de toxina (TABELA 4).

As pesquisas que vém sendo realizadas tém demonstrando
consideravel percentual de S. aureus portadores de genes toxigénicos. No
Tennesse, ao serem avaliadas 78 cepas de S. aureus isolados de leite de duas
fazendas quanto a frequéncia de 16 genes de enterotoxinas (sea-see e seg-
seq) e do gene tst, 73 (93,6%) foram positivos para um ou mais genes, sendo
observado 36 grupos genotipicos distintos (SRINIVASAN et al., 2006). Na
Italia, um estudo com 112 cepas de S. aureus isolados de leite e derivados, 75
(67%) foram positivas para presenca de algum dos genes da SEs (sea-see e
seg-sel), divididos em 17 perfis genotipicos (MORANDI et al., 2007).

Levando em consideragdo que neste estudo, somente seis genes

foram investigados, observa-se que o pecentual de S. aureus portador de
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genes que codificam toxinas é elevado, sugerindo que um grande numero de
cepas circulantes deste patégeno sejam toxigénicas, o que explica os inumeros
casos de intoxicacdo alimentar e outras infeccbes envolvendo este
microganismo. Neste trabalho ndo foram pesquisados outros genes de toxinas
como eta, etb e os das enterotoxinas descobertas mais recentemente (seg-

seu), o que poderia elevar o niumero de cepas toxigénicas identificadas.

TABELA 4 — Perfil genotipico das 46 cepas de S. aureus isolados do leite cru
refrigerado e queijos, com caracterizacao genotipica (femA), quanto a presenca

dos genes sea, seb, sec, sed, see e tst, 2011

. ' Queijo Queijo
Perfil genotipico LCR* Total
coalho mussarela
seb 02 - -
sec 03 - -
sed 04 - -
see 02 - -
tst 07 - 03
seb + sec 02 - -
seb + sed 01 - - 34 (74%)
sea + seb + sec 01 - -
sea + sec + tst 01 - -
seb + sec + sed 04 - -
seb + sec + tst 01 - -
sea + seb +sec + tst 02 - -
sea + seb + sec + sed + see 01 - -
Cepas negativas 10 01 01 12 (26%)
Total de S. aureus (femA) 41 01 04 46 (100%)

*|leite cru refrigerado
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A TABELA 4 também mostra o resultado dos testes da PCR para a
presenca dos genes que codificam as SEs classicas (SEA, SEB, SEC, SED e
SEE) e para a TSST-1, dos 34 (74%) isolados de S. aureus que amplificaram
um ou mais genes de toxinas. Os trés isolados do queijo mussarela
amplificaram apenas o gene responsavel pela producdo da TSST-1. Nao
ocorreu amplificacao isolada do gene sea, como observado para seb, sec, sed,
see e tst, ocorrendo somente em associagdo com estes genes.

Todos os genes das SEs classicas foram amplificados, assim como
0 gene da TSST-1, constatando-se 13 grupos genotipicos distintos para a
presenca dos genes toxigénicos, revelando um numero elevado de gendétipos,
o gque indica grande heterogeneidade genética entre os isolados.

Ao contrario dos dados obtidos nesta pesquisa, um estudo avaliando
94 isolados de S. aureus obtidos de amostras de leite e queijo coalho da
Regido Agreste do Pernambuco, verificou que nenhuma das cepas comportava
0s genes da SEs classicas nem da TSST-1, porém observou a presenca de
genes das SEs descobertas mais recentemente, seg, seh, sei e sej, em 88
cepas (LUZ, 2009) com 10 gendtipos distintos. Freitas et al. (2009) verificaram
que nos 20 Staphyloccocus spp isolados do queijo coalho, ndo houve a
presenca dos genes paras as toxinas SEA, SEB e SEE, porém detectaram a
presenca dos genes das toxinas SEC, SED, TSST-1, SEG, SEH, SEIl e SEJ.

A diferenca da ocorréncia de genes toxigénicos entre os estudos que
vém sendo realizados, pode ser devido a distribuicdo geografica ou da origem
ecologica das cepas, bem como da sensibilidade dos métodos de deteccéo,
namero e tipos de amostras (BOYNUKARA et al, 2008; LUZ, 2009;
FAGUNDES et al., 2010).

Neste estudo, o gendtipo mais frequente foi tst, presente em 10
(29,4%) cepas de S. aureus, seguido pelo genétipo sed e seb+sec+sed (4
cepas cada,11.8%), sec (3 cepas, 8.8%), seb, see, seb+sec e sea+seb+sec+tst
(2 cepas cada, 5.8%), seb+sed, sea+seb+sec, sea+sec+tst, seb+sec+tst e
seatseb+sec+sed+see (2 cepas cada, 3%). O gendétipo tst que codifica a
producdo da TSST-1, foi predominante nas cepas de S. aureus. Este gene

também esteve presente em outros perfis genotipicos, associado a dois e até
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trés genes das SEs classicas. Cardoso et al. (2000) e Zafalon et al. (2009)
sugeriram uma relacdo entre a presenca de S. aureus portador do gene tst com
vacas acometidas por mastite e geralmente associado aos genes das SEs,
onde a produgdo da TSST-1 parece ter grande importancia na viruléncia das
amostras de S. aureus, influenciando a gravidade dos casos de mastite.

Um trabalho realizado com os genes sea, seb, sec, sed e tst
pesquisados em 150 cepas de S. aureus isoladas de leite oriundo de casos de
mastite bovina, sea foi o gendtipo mais frequente com 53,6%, seguido de tst
com 14,3% (FERREIRA et al., 2008). A presenca de S. aureus portador de tst
no leite cru refrigerado e no queijo sugere que estes isolados sejam oriundos
de vacas acometidas por mastite, jA que a TSST-1 tem sido associada ao
agravamento do processo inflamatério desta enfermidade no gado leiteiro.
Apesar desta toxina ser reconhecida como a principal causa da TSS em seres
humanos, principalmente em casos menstruais, mais trabalhos devem ser
realizados para melhor avaliar a presenca deste gene em S. aureus isolados de
alimentos.

Na presente pesquisa, dentre as 34 estipes S. aureus toxigénicas,
21 (61,8%) apresentaram apenas um gene, trés (8,8%) amplificaram dois
genes, sete (20,6%) amplificaram trés genes, duas (5,8%) amplificaram quatro
e uma (3%) era portadora dos cinco genes das SEs classicas. Este resultado é
preocupante, pois 13 (38,2%) isolados de S. aureus apresentaram perfil
genotipico com presenca simultdnea de dois a cinco genes toxigénicos,
demonstrando o elevado potencial patogénico destas cepas para a producao
de toxinas, principalmente, devido as elevadas contagens que foram
observadas em todas as amostras de leite cru refrigerado e queijo.

Um estudo conduzido em S&o Paulo com 132 cepas de S. aureus
isolados de leite cru, investigando a presenca de genes das SEs e TSST-1 e a
producéo das respectivas toxinas, 90 (68,18%) foram positivos para um ou dois
genes de toxinas e 40 (44,44%) isolados foram capazes de produzi-las “in vitro”
(CHAPAVAL et al., 2006). A presenca de elevado percentual de isolados

contendo diferentes genes toxigénicos € preocupante para a saude do

57



consumidor pela possibilidade de produzirem toxinas responsaveis por
intoxicacoes alimentares (FREITAS et al., 2009).

Santana et al. (2010b) relataram que o risco de intoxicacao
estafilococica requer a presenca de quatro fatores: o alimento deve conter
estafilococos portadores de genes de toxinas e com a capacidade de expressar
esse gene, as contagens do microrganismo devem ser superiores a 10°
UFC/mL e deve haver condi¢cdes que proporcionem a producdo de toxinas no
alimento.

Cepas de S. aureus portadoras de genes toxigénicos, nao indicam
obrigatoriamente a produgcdo de toxinas em nivel suficiente para causar
quadros de intoxicacao alimentar e outras infeccdes, pois a producédo pode ser
influenciada pelo pH, temperatura, atividade de agua, tamanho do indculo,
fonte de carbono e nitrogénio, concentracao de sal e atmosfera (CARDOSO et
al., 2000; LE LOIR et al., 2003; CHAPAVAL et al., 2006; NADER FILHO et al.,
2007; LUZ, 2009). Entretanto, a presenca destes genes € necessaria para que
0 microrganismo seja capaz de produzir toxinas, e a técnica da PCR permite
justamente avaliar o poténcial genético para esta producdo, servindo inclusive
como teste de triagem para confirmacdo da presenca destas em ensaios
imunologicos (ZAFALON et al., 2009).
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FIGURA 6 — Frequéncia dos genes das SEs classicas (sea, seb, sec, se, see)
e da TSST-1 (tst) nos 34 isolados de S. aureus portadores de genes
toxigénicos, 2011.

Na FIGURA 6 pode ser observada a frequéncia de cada um dos
genes toxigénicos investigados, independente de sua amplificacdo Unica ou
concomitante, onde sec foi o gene mais frequente em 15 (44,1%) cepas,
seguido por seb e tst cada um presente em 14 (41,1%), sed em 10 (29,4%),
sea em cinco (14,7%), e por ultimo see que estava presente em trés (8,8%)
cepas de S. aureus.

Nesta pesquisa o gene da SEC foi o mais prevalente com 15
(44,1%) isolados, concordando com o estudo realizado na Suica em leite de
cabra e ovelha, onde 65,2% das cepas positivas para a presenca de genes
responsaveis pela producdo de enterotoxinas, sec foi o0 mais prevalente (42%)
entre os genes das SEs classicas (SCHERRER et al., 2004). Na Germania um
trabalho com 34 cepas de S. aureus isoladas de diferentes fazendas leiteiras
que amplificaram algum gene (sea-see e tst), o gene sec também foi o mais
frequente em 22 (64,7%) isolados, seguido pelo gene tst em 19 (55,8%)
(ZSCHOCK et al., 2000).

Resultados divergentes sdo apresentados por Rall et al. (2008) ao
verificarem que das 57 cepas de S. aureus isoladas de leite cru e pasteurizado,
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39 (68,4%) foram positivas para pelo menos um gene de enterotoxina, onde o
gene da SEA foi o mais frequente, ocorrendo em 16 isolados (41%), seguido de
oito cepas positivas para SEC (20,5%), cinco (12,8%) para SED, trés para SEB
(7,7%) e duas (5,1%) para SEE.

Chapaval et al. (2006) também observaram que o gene sea foi 0
mais frequente nos 90 isolados de S. aureus, presente em 61 (67,78%) cepas,
seguido por tst em 38 (42,22%), seb em 30 (33,33%), sec em cinco (5,56%),
nao ocorrendo amplificagéo dos genes sed e see em nenhum dos isolados.

As enterotoxinas estafilocécicas mais frequentemente isoladas de
surtos de intoxicagdo alimentar sdo a SEA e SED (ATANASSOVA et al., 2001).
Nos Estados Unidos, SEA tem sido a enterotoxina mais implicada, envolvida
em 77,8% de todos os surtos, seguido por SED (37,5%) e SEB (10%)
(MATHIEU et al., 1991).

As enterotoxinas SEA e SEB tém sido associadas a contaminacéo
por manipuladores de alimentos, enquanto que SEC e SED estdo relacionadas
com contaminacdo de origem animal, principalmente bovinos e suinos
(NAJERA-SANCHEZ et al., 2003). Estas informagdes sugerem novamente, que
a maioria das cepas de S. aureus toxigénicas isoladas neste trabalho possam
ser oriundas de contaminacao animal, pois o0 gene sec foi o mais frequente nas
cepas toxigénicas, assim como o gene tst que tem sido associado a cepas de
S. aureus envolvidas nos casos de mastite.

Embora os surtos de intoxicacdo estafilococica sejam atribuidos
mais comumente a ingestdo de SEA e muitos trabalhos demonstrem a
prevaléncia do seu respectivo gene, os dados desta pesquisa demonstraram
gue sea foi um dos menos frequentes, presente em apenas cinco (14,7%) das
34 cepas toxigénicas de S. aureus, sugerindo que ha realmente uma
distribuicdo geografica dos isolados. Entretanto, por se tratar de pesquisa
inédita no Estado do Maranhdo, outros estudos devem ser realizados para
avaliar a prevaléncia dos genes investigados neste trabalho, assim como dos

genes de outras toxinas que também podem ser produzidas por S. aureus.
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6 CONCLUSOES

» Todas as amostras de leite cru refrigerado e queijos dos quatro laticinios
apresentaram elevadas contagens de Staphylococcus coagulase
positivo, demonstrando qualidade higiénico-sanitaria insatisfatoria e com
risco a saude publica pela possibilidade da presenca de toxinas;

» A andlise molecular do gene femA para identificacdo da espécie S.
aureus, apresentou melhor especificidade em relacdo aos testes
fenotipicos;

» Todos os genes das enterotoxinas classicas (sea, seb, sec, sed, see) e
0 gene da toxina da sindrome do choque toxico (tst) foram identificados
nas cepas de S. aureus toxigénicas, as quais apresentaram elevada
heterogeneidade genética;

» Os isolados de S. aureus demonstraram potencial genético para a
producdo de uma ou mais toxinas pela presenc¢a simultanea de até cinco

genes toxigénicos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os servigos de inspecao estadual e federal devem adotar medidas
rigidas quanto ao controle da qualidade dos queijos produzidos no Estado do
Maranhdo, pois o0s resultados encontrados apontam falhas de ordem
tecnoldgica e do sistema de fiscalizacdo realizado nesses estabelecimentos.

A multiplex PCR se mostrou eficaz e exequivel para investigacéo
simultanea de cinco diferentes genes com elevada relacdo custo x beneficio,
apresentando potencial para ser empregada na rotina laboratorial para
investigacdo de diferentes microrganismos patogénicos ou de seus fatores de
viruléncia.

Muitos outros trabalhos devem ser realizados no Estado do
Maranhdo, em relacdo as espécies de Staphylococcus portadoras de genes
toxigénicos, isoladas tanto de alimentos de origem animal e de seus
manipuladores, bem como das enfermidades que acometem os animais de
producdo, a fim de gerar informacdes sobre a epidemiologia das doencas
causadas por este patégeno, possibilitando a adocdo de medidas preventivas e

de cura.
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