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RESUMO
Staphylococcus spp. tem grande importancia clinica e em alimentos. Os Ultimos
levantamentos de érgao oficiais mostram o Staphylococcus aureus (S. aureus) como
um dos principais agentes etiol6gicos de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA),
devido a sua capacidade de produzir toxinas. De modo correlato, diversas espécies
de estafilococos coagulase negativa (ECN) tém emergido como enterotoxigénicas
em isolados de alimentos, e ndo somente como bactérias oportunistas de isolados
clinicos. Os laticinios, dentre eles os queijos, estdo entre os alimentos mais
comumente associados a surtos de DTA. Sendo o queijo Minas frescal um alimento
tipicamente brasileiro e de carateristicas favoraveis a proliferagcdo de microrganismos,
0 presente estudo teve como objetivo a deteccdo de genes que codificam
enterotoxinas classicas (EE), toxinas esfoliativas (TE), toxina da sindrome do
choque toxico (TSST), leucocidina de panton-valentine (PVL) e resisténcia a
antibidticos em S. aureus e estafilococos coagulase negativa (ECN) isolados de
gueijo Minas frescal. Foram coletadas 10 amostras comercializadas no Rio de
Janeiro no periodo de fevereiro a abril de 2016. Foi feita a semeadura em agar Baird
Parker suplementado com plasma fibrinogénio de coelho (BPA-RPF) e agar manitol
salgado (MSA) e os isolados foram caracterizados através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Na contagem em placa em BPA-RPF, somente uma amostra
estava fora dos critérios microbiol6gicos para estafilococos coagulase positiva,
estipulados pela Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 12 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria. Enquanto em MSA, 40% das amostras estdo inadequadas.
Em 10 amostras, foram isolados 140 ECN e 32 S. aureus. Os resultados mostraram
que 27,9% (48/172) dos isolados de Staphylococcus spp. carreavam pelo menos um
gene de producao de EE ou TE. O gene mais prevalente foi o da TEA - eta (39,3%),
seguido do sed (26,2%). Nenhum isolado carreou o gene para resisténcia a
meticilina, mecA, ou TSST ou PVL. Independente da capacidade de producdo da
toxina, medidas de controle sdo necessarias, como a manutencao da cadeia de frio
e boas praticas de higiene para evitar a disseminacéo e proliferacdo desses isolados.
Palavras-chave: queijo; estafilococos coagulase negativa; toxina esfoliativa,;

enterotoxinas; Staphylococcus aureus.






ABSTRACT
Staphylococcus sp. has a worldwide clinical and food impact and recent official
publications show Staphylococcus aureus (S. aureus) as a major pathogen of
Foodborne Diseases (FBD) due to its ability to produce toxins. Besides, coagulase
negative staphylococci (CoNS) emerged as enterotoxigenic in food isolates, and not
just as opportunistic bacteria from clinical isolates. In addition, dairy products have
been associated frequently with FBD and Minas frescal is a typical Brazilian cheese
with favorable conditions for proliferation of microorganisms. The aim of this study
was to detect staphylococcal enterotoxins (SE), exfoliative toxins (ET), toxic shock
syndrome toxin (TSST), leucocidin of panton-valentine (PVL) and resistance to
methicillin genes in S. aureus and CoNS isolated from Minas frescal cheese. Ten
samples marketed in Rio de Janeiro were collected from February to April of 2016.
Enumeration was carried out by plating on Baird Parker agar with rabbit fibrinogen
plasma supplement (BPA-RPF) and mannitol salt agar (MSA). The isolates were
characterized by Polymerase Chain Reaction (PCR). In the plate count in BPA-RPF,
only one sample had contamination levels above the standard set by RDC n.12 for
the coagulase positive staphylococci. While in MSA, 40% of the samples were in the
same conditions. On 140 ConS and 32 S. aureus isolated, 27.9% (48/172) carried at
least one gene for ET or SE. The most prevalent gene was eta (39.3%), followed by
sed (26.2%). Genes mecA, tsst or pvl were not detected. Despite the ability for toxin
production, preventative measures, such as maintenance of the cold-chain and good
hygienic practices should be implemented to prevent the spread of pathogenic strains.
Keywords: cheese; coagulase-negative staphylococci; exfoliative toxin; enterotoxin;

Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTO (DTA): PROBLEMA DE SAUDE
PUBLICA MUNDIAL

“‘Doenca transmitida por alimento” pode ser definida por agravo originado pela
ingestao de alimento contaminado. Contaminacéo esta, que pode ser proveniente de
microrganismos, parasitas, contaminantes quimicos ou biotoxinas (WHO, 2013).
Manifesta-se desde formas mais brandas até sintomatologias mais severas, que
podem carecer de cuidados hospitalares ou mesmo causar a morte (MARCHI et al,
2011). Surtos de DTA sé&o definidos pela ocorréncia de dois ou mais casos de uma
doenca, com 0 mesmo quadro clinico, devido a ingestdo de um alimento ou agua
contaminados em comum (SANTANA, E. et al, 2010). Dados do Ministério da Saude
(MS) mostram que de 2007 a 2016, 469.482 pessoas foram consideradas individuos
expostos, isto €, aqueles dos quais poderiam ter entrado em contato com a
contaminagdo ou ingeriram o alimento contaminado, mas por algum motivo nao
desenvolveram a doenca. Embora a taxa de letalidade n&o ultrapasse 0,09%, foram
notificados 6.632 surtos com 118.104 de doentes, neste mesmo periodo (BRASIL,
2016).

A OMS estima que, anualmente, mais de um terco da populacdo mundial
adoeca devido a surto de DTA e somente uma pequena propor¢cao destes casos é
notificada. No Brasil, essa notificacéo é feita pelas Secretarias Estaduais de Saude e
Secretarias Municipais de Saude ao Ministério da Saude através de formularios
padronizados ou pela internet através do Sistema Nacional de Agravos e
NotificacBes (BRASIL, 2016).

Segundo o Centros de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) (E.U.A.,
2011), nos Estados Unidos, de 38,6 milhGes de casos de doencas gastrointestinais
causadas por patégenos identificados, 36% deste total sdo atribuidos as DTA. Surtos
de DTA tém causado consequéncias econdmicas tanto em paises desenvolvidos,
como em paises emergentes (WHO, 2013).

Todo ano a OMS seleciona uma area de prioridade na saude publica para ser

tema do Dia Mundial da Saude. Com o slogan "From farm to plate, make food safe"
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1 otema do ano de 2015 foi "Seguranga Alimentar”, que a instituicdo descreve como
um assunto de alta relevancia para varios setores, incluindo os governamental, civil,
privado e agéncias intergovernamentais (WHO, 2015).

O papel da Vigilancia Sanitaria no Brasil nesse contexto é de fiscalizar,
controlar e fornecer subsidios regulatérios para uma adequacdo do processo
produtivo de alimentos desde a matéria prima até o produto final (ALMEIDA et al,
2013).

1.2 Staphylococcus spp.: INTRODUCAO SOBRE O GENERO DE IMPORTANCIA
CLINICAE EM ALIMENTOS.

O género Staphylococcus sp. pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli ou
Firmibacteria, da ordem Bacillales da familia Staphylococcaceae. Apresenta 51
espécies, 28 subespécies, sendo somente 15 espécies encontradas em humanos
(EUZEBY, 2017)

Os estafilococos sdo mesofilos, com temperatura de crescimento entre 7 e
47,8° C. O pH ideal para seu desenvolvimento varia entre 7 a 7,5, mas € possivel a
multiplicacdo em alimentos com pH variando entre 4,2 e 9,3. Possuem capacidade
de se multiplicarem em alimentos com valores de atividade de agua (aw) inferiores
ao normalmente considerados minimos para outras bactérias haldfilas. O valor
minimo de aw é 0,86 (SANTANA, E. et al, 2010; FRANCO; LANDGRAF, 2002).

Sao considerados ubiquitarios uma vez que sédo encontrados na microbiota da
pele e mucosas do homem e de outros animais. Sdo cocos Gram-positivos, podendo
se apresentar isolados ou aos pares, em cadeias curtas ou agrupados. Sao imoveis,
anaerobios facultativos, halotolerantes, mesofilos, ndo formadores de esporos e
produtores de catalase. Podem apresentar capsula polissacaridica ou camada
mucoide e a parede celular pode conter acido ribitol teicéico (polissacarideo A),
como em S. aureus ou acido glicerol teicoico (polissacarideo B), como em
Staphylococcus epidermidis (MADIGAN et al, 2010). Muitas espécies sdo isoladas
de partes especificas do corpo humano ou de certos animais, como por exemplo S.
auricularis isolado do trato auditivo humano e o S. hyicus causador de dermatite

infecciosa em suinos.

! Tradugdo nossa: “da fazenda ao consumidor final, faga o alimento seguro”.
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Baseado na necessidade de diferenciacdo entre a espécie mais patogénica
em isolados clinicos e as demais espécies, historicamente menos ou nao
patogénicas, os estafilococos sao divididos em duas categorias: coagulase positiva e
coagulase negativa, ECP e ECN, respectivamente (BECKER; HEILMANN; PETERS,
2014). No grupo ECP tem-se o S. delphini, S. intermedius, S. pseudintermedius, S.
schleiferi subsp. coagulans, alguns isolados de S. hyicus e o S. aureus, o mais
virulento e importante do grupo. No grupo ECN, esta a maior parte das espécies do
género, como por exemplo, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. simulans, S. xylosus,
entre outros (LUZ, 2008). Essa divisao é feita de acordo com a resposta ao teste da
coagulase. Essa enzima, embora ndo seja exclusiva do género, atua de maneira
muito importante no meio extracelular. Ela coagula o plasma sanguineo
transformando o fibrinogénio em fibrina (BRASIL, 2013).

Das seis espécies reconhecidas que hoje compéem o grupo dos ECP, o
Staphylococcus aureus é o principal agente causador de surtos de DTA (BRANDAO
et al, 2013). Com isso, essa enzima ainda é utilizada em muitos estudos e materiais
de referéncia como caracteristica de identificacdo da espécie S. aureus (BRASIL,
2001; UNIAO EUROPEIA, 2005).

As espécies que mais colonizam e causam doencas em humanos séo S.
aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus e S. lugundensis (BRASIL,
2013).

No geral, os estafilococos causam doenca através da invasdo direta,
proliferacdo celular e destruicdo tecidual, mas também podem instalar a patologia
através da producéo de toxinas (Tabela 1) (MADIGAN et al, 2010).

Em rebanhos produtores, o Staphylococcus sp. pode causar infeccdo nas
tetas das vacas através da producao de toxinas e destruicdo da membrana celular,
podendo prejudicar diretamente a producdo de leite. Algumas vacas desenvolvem
mastite clinica ap6s o parto, porém frequentemente a infec¢do é subclinica, ou seja,
leva ao aumento da contagem de células somaticas, mas ndo ha sintomas aparentes
no ubere, nem alteracdes no leite produzido. Com isso, caso ndo haja a deteccéo da
doenca por meio de exames e testes, a infeccdo pode ser transmitida a outras vacas
do rebanho e ao préprio leite sem conhecimento do produtor (PETERSSON-WOLFE;
MULLARKY:; JONES, 2010).
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Tabela 1
Principais espécies de estafilococos de isolados clinicos e suas patologias associadas

Espécies Patologias

S. aureus Mediada por toxina (toxinfeccao alimentar, sindrome do choque
téxico, sindrome da pele escaldada — SSSS2

Cutanea em carbunculos, foliculite, impetigo.
Infe¢Bes de feridas, bacteremia, endocardite, osteomielite,
pneumonia, artrite séptica, etc.

S. epidermidis Infecdes do trato urinario, endocardite feridas cirdrgicas, infecgdes
oportunistas de cateteres e dialise peritonial. Também pode ser
mediada por toxinas.

S. saprophyticus Infecgdes do trato urinario e oportunistas.

S. lugundensis Artrite, bacteremia, endocardite.

S. haemolyticus Infeccbes de ossos e articulacfes e de feridas.
S. intermedius @ Infecdes teciduais e abcesso cerebral

@ Comensal de cdes com raros relatos de infecdes em humanos (WANG; NEILAN; KLOMPAS, 2013).
Fonte: Adaptado de Microbiologia de Brock. Madigan et al, 2010.

Chagas e colaboradores (2012) detectaram estafilococos coagulase positiva
(ECP) como o agente etiologico mais prevalente em amostras de leite de vacas com
mastite subclinica em Minas Gerais, seguido de Staphylococcus epidermidis. Outros
estudos isolaram espécies de ECN de amostras de leite produzido por vacas
mastiticas (COELHO et al., 2009; GUIMARAES et al, 2013) e também de amostra de
gueijo minas (FONTES et al, 2013).

No caso da ingestdo de alimentos contaminados por Staphylococcus spp. a
doenca pode se manifestar na forma de: infec¢des, intoxicacdes ou toxinfeccbes
alimentares. As infec¢des alimentares séo resultantes da ingestao de alimentos que
contém microrganismos patogénicos vivos. As intoxicacdes alimentares ocorrem
guando as toxinas estdo pré-formadas no alimento ingerido. As toxinfeccdes
alimentares resultam da ingestdo de alimentos com certa quantidade de
microrganismos capazes de produzir ou liberar toxinas apdés serem ingeridos
(ALMEIDA et al, 2013).

O periodo de incubacdo e a sintomatologia variam de acordo com a

sensibilidade individual e a quantidade de toxina no alimento ingerido (FRANCO;

2 Staphylococcal Scalded Skin Syndrome.
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LANDGRAF, 2002), podendo ser de 15 minutos a 8 horas, sendo em média 2 a 4
horas. Os principais sintomas sdo nauseas, vomito, cdibras abdominais e diarreia.
Quadros febris sdo incomuns e, quando presentes, normalmente estdo associados a
ingestao de grandes quantidades de toxina (SANTANA, E. et al, 2010).

1.3 Staphylococcus aureus

S. aureus subsp. aureus é normalmente chamado apenas de S. aureus na
literatura, sem acrescentar a subespécie (SILVA, Neusely et al, 2010). Ele é
considerado parte da flora humana normal, pois, aproximadamente um terco da
populacdo € colonizado por esse organismo sem que tenha nenhuma doenca
associada (DELEO et al, 2010).

E o principal representante do grupo ECP de importancia para alimentos.
Segundo Becker e colaboradores (2001), s6 hd uma outra espécie coagulase
positiva que ja foi associada a surto de DTA; o S. intermedius € considerada a
espécie nao-S. aureus coagulase positiva mais predominantemente isolada de
alimentos (BECKER et al, 2001; LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003).

S. aureus pode crescer em uma grande variedade de temperatura, pH e
concentracbes de até 15% de NaCl, o que faz com que os alimentos curados
também sejam veiculos potenciais de toxinfecgcbes (SANTANA, E. et al 2010).
Também pode sobreviver a ambientes secos e estressantes: desde a narina humana
até utensilios de cozinha. S. aureus pode permanecer viavel em superficies por
longos periodos apés o contato inicial (KADARIYA; SMITH; THAPALIYA, 2014).

Além de causar infecBes agudas pela producdo de toxinas e exo-enzimas, 0S
S. aureus também podem causar infecbes crénicas associadas ao crescimento em
forma de biofilme: uma comunidade bacteriana que cresce aderida a uma superficie
e é revestida por uma matriz extracelular polimérica. Essa forma do crescimento
caracteriza uma habilidade do patdgeno de se aderir e persistir em tecidos, como
0SS0S e artérias, ou até mesmo em materiais implantados como cateteres, marca
passos ou préteses. Na producao de alimentos, a formacao de biofilme pode ocorrer
em equipamentos, utensilios e bancadas. A higienizacdo adequada das superficies
torna-se um ponto critico para que ndo haja contaminac¢do dos alimentos (LISTER;
HORSWILL, 2014).

S. aureus secretam uma diversidade de enzimas que degradam tecidos,
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podendo ser elas lipases, nucleases, hialuronidases, plasminas e, a principal delas,
as coagulases. A enzima coagulase pode ser de duas formas: uma € aderida a
superficie das bactérias, com a capacidade de converter fibrinogénio a fibrina; e a
outra forma é secretada e combinada ao fator de coagulacdo no soro, resultando na
formacéo da staphylotrombina, que também dé origem a fibrina insoltvel. Esse fator
pode ser considerado antifagocitico (FOX, 2015).

Outra importante enzima € a termonuclease ou endonuclease termoestavel
(TNase). Ela é uma fosfodiesterase com propriedades endo e exonucleolitica. Esta
enzima pode clivar o DNA ou RNA gerando 3" -fosfomononucleotidios termoestaveis,
e é produzida pela maioria das cepas de S. aureus (HALPIN-DOHNALEK; MARTH,
1989). O gene nuc, que codifica a termonuclease, também é amplamente utilizado
como marcador especifico de identificacdo da espécie S. aureus por Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) (HOEGH et al, 2014). Um estudo feito na Espanha em
2004, avaliou a especificidade dos iniciadores do gene nuc para identificacdo de S.
aureus como uma alternativa aos procedimentos convencionais para identificacéo de
surto alimentares envolvendo S. aureus. Foram usadas 158 cepas de S. aureus (de
referéncia e isoladas de alimentos), incluindo também cepas de outras espécies do
género. Elas foram analisadas por diferentes técnicas: através do perfil no API-
Staph®? e da amplificacdo de nuc por PCR. O amplicon 270 bp, correspondente ao
gene nuc, foi obtido apenas nas cepas de S. aureus e ndo nas cepas pertencentes a
outras espécies do género, demonstrando a especificidade do gene (PINTO;
CHENOLL; AZNAR, 2005).

Diversos marcadores bioquimicos e genéticos para S. aureus podem ser
utilizados para a identificacdo da espécie, sendo desde marcadores fenotipicos
(Tabela 2), até a amplificacdo de genes espécie-especifico (nuc, coa, femA, tuf, 16s
rRNA, etc), fingerprints de DNA gendmico e plasmidial, RFLP#* de fragmentos
amplificados por PCR®> e RAPDS, a tipagem por PFGE’, PCR ou sequencimento de
um gene ou genoma (UENO; JORGE, 2002).

3 Kit comercial para identificacdo de espécies

4 RFPL: andlise do genoma de microrganismos cortado com enzima de restricéo

5 PCR: polimerase chain reaction.

6 RAPD: também conhecido como PCR com primer arbitrario (AP-PCR), retira o requerimento de
primers escolhidos sem o conhecimento do genoma.

" PFGE: pulsed-field gel eletrophoresis. A técnica consiste na andlise de um grande fragmento de
DNA gerado pela clivagem de um cromossomo intacto por uma enzima de restricdo, e visto através
de eletroforese de campo pulsado com mudancas periédicas na orientacao do campo elétrico pelo gel.
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Tabela 2
Testes bioquimicos para identificacdo da espécie S. aureus
Carcteristicas Fendtipo em S. aureus*
Catalase +
Oxidase -
Pigmento
Crescimento em aerobiose
Crescimento em anaerobiose
Crescimento em 10% de NacCl
Crescimento em 15% de NacCl
Crescimento a 15°C
Crescimento a 45°C
Fosfatase alcalina
Reducéo de telurito
Coagulase
Fator Clumping
Proteina A
Termonuclease
Hemolisina

Purdacédo de acido em manitol

Adaptado de Silva, Neusely et al (2010)
* +, 90% ou mais das cepas sao positivas; -, 90% ou mais cepas sao negativas; f, reacao
fraca; —f, reacdo fraca ou negativa;

+
—

|+ |+ |+ F |+ |+ |+ [+ ||+ ]+ |+

Como dito, o S. aureus € capaz de causar intoxicacdo alimentar pela
producdo de toxinas, além de outros fatores de viruléncia. Ele esta entre 0s cinco
patdgenos associados a DTA, nos Estados Unidos, representando 3% dos casos em
gue o patogeno € identificado. Porém, o S. aureus ndo aparece na lista de principais
patdgenos que levam a hospitalizacdo e/ou a morte (E.U.A., 2011).De acordo com a
classificacdo do International Commission on Microbiological Specifications for
Foods (ICMSF), ele causa DTA considerada do Grupo de Risco I, isto é: “doenga de
perigo moderado sem risco a vida, normalmente de curta duracdo sem sequelas
substanciais com sintomas que sdo auto limitantes mas pode causar desconforto
severo” (ICMSF, 2005).

No Brasil, dentre os agentes etioldgicos bacterianos associados a surtos de
DTA, o Staphylococcus aureus é um dos principais patégenos (5,8%), atras apenas
da Salmonella sp., em surtos registrados de 2007 a 2016 cujo o agente etioldgico foi
identificado (BRASIL, 2015). O S. aureus enterotoxigénico € um dos principais
patégenos responsaveis por casos de intoxicacao alimentar no mundo inteiro, sendo
responsavel por 241.148 casos de intoxicacdo alimentar nos Estados Unidos
anualmente (E.U.A., 2011).
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Em estudo realizado no Paran& sobre o perfil epidemioldgico dos surtos de
DTA ocorridos na regiao entre 2005 e 2008, o alimento mais frequentemente
envolvido em surtos de DTA, correlacionado ao agente etiologico, foi o leite
associado a presenca de Staphylococcus aureus (30,4%) (ALMEIDA et al, 2013).
Um outro estudo que analisou dados epidemiolégicos dos surtos de DTA notificados
em Chapecd, Santa Catarina, entre 1995 e 2007, mostrou que 0S microrganismos
mais envolvidos, de um total de 61 casos, foram a Salmonella sp., representando o
agente etiolégico de 54,0% dos surtos, seguido de Staphylococcus aureus com
13,1%, concordando com os dados nacionais do Ministério da Salude para 0os anos
subsequentes (MARCHI et al, 2011).

Em fazendas de producdo de alimentos, € um dos principais agentes
causadores de infec¢gbes na glandula mamaria de vacas produtora de leite e por isso,
varios estudos ja isolaram esse microrganismo de leite cru e de amostras de tetas
infectadas (ANGELO; ARCURI; ANDRADE, 2014; SANTANA, A. et al, 2012; SILVA,
Nathalia et al, 2013). Na mastite crénica, o animal nao responde bem a
antibioticoterapia e, usualmente, as vacas infectadas precisam ser segregadas do
rebanho ou levadas ao abate. Por isso, a mastite pesa como importante aspecto
econdmico na cadeia de producdo de leite e derivados (PETERSSON-WOLFE;
MULLARKY; JONES, 2010).

1.4 ESTAFILOCOCOS COAGULASE NEGATIVA (ECN): DE CONTAMINANTE A
PATOGENO

Esse grupo heterogéneo foi, e ainda é, convencionado com base na
necessidade de diagnostico diferenciado com o patdégeno S. aureus em amostras
clinicas e demais cepas consideradas ndo patogénicas do género Staphylococcus
spp. Entretanto, em hospitais ele tem sido frequentemente associado a casos de
infeccbes nosocomiais, especialmente o S. epidermidis e o S. haemolyticus
(BECKER; HEILMANN; PETERS, 2014). Diante desse quadro, pesquisadores vém
estudando a capacidade patogénica desse grupo, analisando a distribuicdo de
clones e desenvolvendo novas antibioticoterapias.

Mesmo com o levantamento de dados epidemiolégicos e isolamento de

cepas resistentes aos glicopeptideos, para amostras clinicas, a identificacdo em
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nivel de espécie no grupo dos ECN néo é realizada rotineiramente no laboratorio
devido as dificuldades metodoldgicas e alto custo (BRASIL, 2013; AHLSTRAND et
al, 2011).

Mas ndo é somente a isolados hospitalares que eles tém sido associados. Os
ECN tém emergido como importante patégeno oportunista na medicina veterinaria.
Essas bactérias também sdo membros da microbiota na pele e mucosa de animais
(NIJJAR; SMITH; ELTRINGHAM, 2014). Por habitarem tecidos de facil colonizagéo e
penetracdo da glandula mamaria, como a pele das tetas, também sdo chamados de
microrganismos oportunistas (SANSANO, 2010). Em alguns casos, os ECN atingem
a glandula mamaria de vacas e podem ser transferidos ao leite (SANTANA, E. et al,
2010).

Na industria de alimentos, ECN eram antes considerados contaminantes
sem riscos a saude do consumidor. Mas a descoberta de que ECN podem produzir
toxinas exigiu reconsideracdes, e sua importancia na saude publica tornou-se uma
preocupacdo em maior escala, jA que podem ser transferidos as tetas das vacas
produtoras através de contato com utensilio e equipamentos de ordenha
contaminados ou maos de ordenadores nao higienizadas (SANTANA, E. et al, 2010;
NIJJAR; SMITH; ELTRINGHAM, 2014).

Em um estudo feito nos Estados Unidos em 2011, foram pesquisadas 19
enterotoxinas em 263 ECN isolados de vacas mastiticas e 31% foram carreadores
de genes de enterotoxinas. Embora a producdo da enterotoxinas estafilocécica nao
possa ser confirmada somente pela presenca do gene, a alta prevaléncia de ECN
carreando esses genes sugere que mais atencdo deve ser dada a analise
microbiolégica de lacticinios e as condi¢cdes que ativam a producdo dessas toxinas
(PARK et al, 2011).

Em outro estudo no estado de S&o Paulo, 18 espécies de ECN foram isoladas
de mastite bovina, e dentre elas estavam: S. hyicus, S. warneri e S. epidermidis,
sendo este Ultimo o mais prevalente. Surpreendentemente, 0os genes que codificam
para enterotoxinas foram mais prevalentes em ECN do que em S. aureus. Foi
observado também nesse mesmo estudo que, aproximadamente, o dobro de ECN
(64,4%) isolados carreou 0s genes para enterotoxinas classicas, em relacdo ao S.
aureus (32,2%) (GUIMARAES et al, 2013).

1.5 PATOGENESE: MECANISMOS E FATORES DE VIRULENCIA
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Estafilococos tem a capacidade de colonizar e infectar hospedeiros humanos
e animais, por meio de um arsenal de estratégias espécie-especifico que o0s
permitem aderéncia, agressao, invaséo, sobrevivéncia e/ou evasédo dos agentes da
imunidade adaptativa. O S. aureus tem mecanismos de viruléncia mais esclarecidos
e reconhecidos do que as espécies ECN, com excecado, da habilidade de formacéo
de biofilme por S. epidermidis. Becker; Heilmann; Peters (2014) relatam que, no
geral, ECN ndo possuem determinantes de viruléncia responsaveis por agressao.
Mas fatores envolvidos na colonizacdo podem contribuir para a interacdo bactéria-
hospedeiro

No caso do S. aureus, a base molecular da patogenicidade € multifatorial e
depende da expressdo de varios produtos de importantes classes de genes
acessorios que compreendem proteinas de superficie celular e extracelulares. A
expressdo da maior parte dos genes de viruléncia de S. aureus é controlada pelo
locus agr (JARRAUD et al, 2002). O locus agr codifica sistema de quorum sensing®
de S. aureus. Ele possui um gene acessorio regulador (argA) e o acessorio
regulador estafilococal (sarA) (SANTANA, E. et al, 2010).

O sistema quorum sensing Agr € autorregulado e codifica uma via de
sinalizacdo cujo o ligante de ativacdo € um peptideo de deteccdo de densidade
bacteriana (Figura 1). Possui genes policistrdnicos que sdo codificados em ambas
as fitas que traduzem o agrB, que por sua vez, ativa o agrD, agrC, argA (RNAIl) e
hid (RNA 1l). Em sintese, esse sistema consiste de uma codificacdo estrutural de um
sinal extracelular. A proteina Agr D intracelular sofre uma modificacdo ao transportar-
se pela proteina de membrana Agr B e passa a ser reconhecida como um peptideo
autoindutor (AIP). ApOs determinado nivel de concentracdo limite de AgrD-AIP
(densidade populacional dependente), ocorre a ativacdo da autofosforilacdo das
proteinas Agr C (proteina transmembrana). Ou seja, as proteinas Agr C transferem
ions fosfato e ativa a Agr A, que é um regulador de resposta génica (intracelular). O
regulador, entdo, ativa a transcricdo dos promotores AgrP2, AgrP3, psma e psmp®.

Ou seja, é um sistema autorregulado.

8 Quorum sensing: sensor de densidade populacional através de moléculas especificas produzidas
pelas cepas. Quanto maior a densidade populacional, maior o nimero de sinais, sejam elas
ativadores ou inibidores.

9 PSM: Genes de modulinas sollveis em fenol. Importantes para formac&o de biofilmes.
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Figura 1 — Sistema Agr.
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Fonte: LE et al, 2014

O Locus sar, outro locus regulatorio, codifica proteinas que se ligam ao DNA
e ativam a expressao dos dois promotores (P2 e P3) no Locus agr. Estudos ja
realizaram caracterizacdo do Locus sar e seus genes avaliando a influéncia de
mutacbes na determinacdo da viruléncia (HEINRICHS; BAYER; CHEUNG, 1996;
RECHTIN et al, 1999).

A expressdo da patogenicidade dos estafilococos esta relacionada a uma
série de fatores, que quando determinados, permitem aderéncia a superficie,
invasdo ou supressdo do sistema imune e causam efeitos toxicos no hospedeiro.
Esses fatores incluem componentes da superficie celular, exoproteinas
(enterotoxinas e sindrome do choque téxico) e Leucocidina Panton-Valentine
(HOLMES et al, 2005).

1.5.1 Superantigenos (SA)

Os superantigenos (SA) sdo 0s mais potentes mitdbgenos de células T.

Algumas dessas toxinas SA, estimulam a producéo de células T mesmo em baixas
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concentragdes (10-15 mol/L). Atualmente, incluem-se nesse grupo 23 toxinas, sendo
composto por enterotoxinas eméticas, enterotoxinas ndo emeéticas (EE-like) e toxina
da sindrome do choque téxico (GRUMANN; NUBEL; BROKER, 2014).

O padréo de SA encontrado em isolados de S. aureus é heterogéneo, assim
como a quantidade de toxina produzida. Isso esta4 intimamente relacionado a
regulacao dos genes acessorio argA e sarA. A maioria é codificada em elementos
genéticos moveis como bacteriéfagos, plasmideos, ilhas gendmicas e ilhas de
patogenicidade (GRUMANN; NUBEL; BROKER, 2014);

Fleischer e Schrezenmeier (1988) descreveram o mecanismo de acao dos SA.
Em contraste aos antigenos peptidicos usuais, 0s superantigenos estimulam ao
menos uma ceélula T de 5, enquanto somente 1 em 10.000 séo estimuladas durante
apresentacdo de antigenos. Normalmente, os antigenos sao capturados pelas
Células Apresentadoras de Antigenos (APC) e sofrem protedlise. Os produtos
(peptideos antigénicos) se ligam as moléculas do Complexo de histocompatibilidade
(MHC) e passam a ser apresentadas na superficie da APC como um complexo
MHC-APC. Esse complexo € reconhecido pelas células T através de receptores de
células T. Os SA sao capazes de suprimir esse reconhecimento especifico de
antigenos feito pelas células T e APC. Eles se ligam diretamente ao complexo de
histocompatibilidade de classe Il (MHC Il) do antigeno celular fora do receptor de
célula T convencional. Esse complexo reconhece diretamente o dominio VB do
receptor da célula T. E sabido que o genoma humano codifica em torno de 50

receptores V3 de células T e 20% das células T podem ser ativadas por SA.

151.1 Enterotoxinas estafilocdcicas (EE)

Staphylococcus aureus podem produzir uma variedade de enterotoxinas
eméticas (A-J e R-T) e enterotoxinas sem propriedade eméticas confirmadas -
EElike - (K-Q e U-X). A maior parte das intoxicacbes alimentares (95%) sé&o
causadas pelas chamadas enterotoxinas classicas (EEA, EEB, EEC, EED e EEE)
codificadas pelos genes sea, seb, sec, sed e see (ALLAM et al, 2014).

As EEB, EEC e EED sé&o consideradas agr-depentes (SANTANA, E. et al
2010). J4 a EEA, até o momento, ndo tem mecanismos de regulagdo responséaveis
pela sua producgéao reconhecidos (FERREIRA, 2015).

As enterotoxinas estafilococicas causam toxicidade sistémica e supressédo da
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resposta imune adaptativa (HAIT, 2012). As EE estimulam 0S neuroreceptores no
trato gastrointestinal que transmitem a mensagem de émese ao sistema nervoso
central. Além disso, as EE séo capazes de penetrar a parede do intestino e estimular
a resposta imune no hospedeiro levando a liberagdo de mediadores inflamatorios,
como a histamina, que também causam vOmito. Essa resposta imune também
parece ser responsavel pelo dano causado no TGl associado a ingestao de EE,
como lesdes no estdbmago e no intestino delgado. Outros sintomas como diarreia,
estdo associados com a inibicdo da reabsorcdo de agua e eletrélitos no intestino
delgado (ARGUDIN; MENDOZA; RODICIO, 2010). A quantidade de enterotoxina
necessaria para causar sintomatologia, nos estudos de referéncia, € de que 1 ng/g
(1 ppb) no alimento ja seria suficiente (SANTANA , E. et al, 2010).

As EE reconhecidas atualmente formam um grupo de proteinas extracelulares
sorologicamente distintas que compartilham as seguintes propriedades:

» Habilidade de causar émese e gastroenterite em primatas;

e Superantigenicidade (ativacdo de células T seguido de choque sistémico e

liberacao de citocina)

» Resisténcia ao calor, ao congelamento e a acao da pepsina e

» Semelhancas estruturais (dois sitios da molécula e uma ligacéo dissulfito)

O peso molecular € em torno de 15 a 29 kD. A maioria das EE estdo
localizadas em elementos moéveis, como plasmideos, fagos ou ilhas genbémicas.
Assim, pode ocorrer transferéncia entre cepas, modificando a habilidade patogénica
(ARGUDIN, MENDOZA e RODICIO, 2010).

No caso do S. aureus, a producédo de EE pode ocorrer na faixa de pH entre
4,5 - 9,6, sendo a faixa de pH 6timo a de 7- 8. O ambiente 6timo para producédo é
aerobio mas pode ocorrer em ambiente anaerdbico. Podem ser produzidas a
temperaturas entre 10 e 46° C, com temperatura 6tima entre 40 e 45° C. (SANTANA,
E. et al 2010).

Para deteccdo direta das enterotoxinas em alimentos existem metodologias
especificas aplicaveis. Os métodos mais utilizados séo ensaios biologicos, deteccao
molecular ou técnicas imunobioldgicas. As técnicas imunoldgicas sdo baseadas na
deteccdo quimica de anticorpos mono ou policlonais, preparados para a enterotoxina,
gue se apresentam como proteinas simples (SANTANA, E. et al, 2010). Existem kits
comerciais disponiveis para detec¢do de EE em alimentos ou culturas (ALLAM et al,
2014).
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Com relacdo a contagem de microrganismo minima para deteccdo de EE,
alguns estudos, feitos com S. aureus, convergem para afirmativa de que sé&o
detectaveis apenas quando as contagens de S. aureus ultrapassam 10° UFC/ml ou g
de alimento (BENNETT;, HAIT, TALLENT, 2015). Na maioria dos alimentos
associados as intoxicacdes, contagens de 10® UFC/g ou valores superiores s&o
raramente relatados (SANTANA, E. et al, 2010).

Cepas de S. aureus isoladas de humanos produzem frequentemente EEA,
enquanto que as de vacas produzem EEC ou EED. No geral, um alto percentual de
isolados de humanos saudaveis sdo produtores de EE (MEHROTRA; WANG;
JOHNSON, 2000).

A EEH foi descrita pela primeira vez no mundo em um surto de DTA ocorrido
no Brasil. Sete membros de uma familia apresentaram sintomas de intoxicacao
alimentar ao realizarem uma refeicdo em restaurante self-service. Apos investigacao,
foi detectada a presenca de uma enterotoxina no queijo contaminado por S. aureus:
a EEH (PEREIRA et al, 1996). As cepas carreadoras do gene seh ainda circulam no
Brasil como mostra o estudo de Ferreira (2015) que caracterizou isolados de S.
aureus de amostra de queijo minas frescal de fabricacdo artesanal e industrial em
Goiania. Foram analisados genes para diversas EE, e 0 gene mais encontrado foi o
seh (37,9%).

Em isolados de leite de vaca saudaveis, o0 percentual de cepas
enterotoxigénicas esta entre 3,9% e 6%. A incidéncia de cepas produtoras de EE em
vacas com mastite € de 14% a 41%, sendo essa variacdo associada a espécie da
cepa (UNIAO EUROPEIA, 2003).

A prevaléncia dos genes sea, seb, sec e sed foi investigada em ECN de
isolados de queijo Minas adquiridos em Botucatu, Sdo Paulo. O resultado mostrou
gue 26% dos isolados ECN possuiam genes para enterotoxinas, mas nenhum
produziu enterotoxinas in vitro (RALL et al, 2010). Porém ressalta-se, que em 1995,
nos EUA, Bergdoll (1995) ja havia relatado ECN produtores de até 10 ng/g de EE,
detectadas através do método ELISA.

Veras et al (2007) analisaram laticinios envolvidos em surtos de DTA no Brasil
de 1998 a 2002, e de 8 isolados ECN, 5 carreavam genes de enterotoxinas e as
produziram em niveis detectaveis por ensaio imunoldgicos.

Alguns estudos detectaram a presenca de genes de outras EE em amostras
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de queijo. Costa e colaboradores (2012) analisaram Staphylococcus sp. em queijo
Minas comercial e encontrou, através da técnica de PCR, um total de 34% dos
isolados positivos para pelo menos um gene que codifica para enterotoxina.

1.5.1.2 Toxinas Esfoliativas (TE)

Outro tipo de toxina produzida pelos estafilococos sdo as chamadas toxinas
esfoliativas (TE). S8o assim chamadas devido aos sinais clinicos das doencas a elas
relacionadas: sindrome da pele escaldada (SSSS) e o impetigo bolhoso (BI) (FOX,
2015. A SSSS atinge principalmente neonatos, lactentes e criangas que nao
possuem anticorpos antitoxinas. E uma doenca altamente contagiosa, caracterizada
por eritema, febre, vomito e formacéo de bolhas superficiais frageis que se rompem
deixando areas extensas expostas (ANEXO A), podendo levar a choque séptico
(MUELLER; HAIMP; PETNEHAZY, 2010; DUGGAL et al, 2016). A depender da
imunidade do hospedeiro, a toxina pode afetar a pele de maneira local como no Bl
(DUGGAL et al, 2016).

No caso dos neonatos, ha o agravante da auséncia da barreira protetora da
pele. Isso pode levar a grandes perdas proteicas, de fluidos, hipotermia e infec¢des
secundarias. Os pacientes ainda sofrem com muita dor devido a erosao da pele. O
diagnostico € feito pela observacdo da epiderme e histérico microbiolégico
(MUELLER; HAIMP; PETNEHAZY, 2010).

Existem trés isoformas dessa toxina, associadas a humanos: TEA, TEB e
TED, codificadas pelos genes eta, etb e etd, respectivamente, em diferentes
elementos genéticos. O eta estad localizado em um fago no genoma, o etb é
encontrado em plasmideos e o etd esta em uma ilha genémica (GRUMANN;
NUBEL; BROKER, 2014). A expresséo das toxinas esfoliativas, esta associada aos
grupo Agr lll e IV (JARRAUD, S. et al, 2000). Ladhani (2001) e Muller, Haimp e
Patnehazy (2010) relatam que TEB é mais frequentemente isolada do que TEA em
criangas com SSSS generalizada

Elas sdo proteases de serina que reconhecem e clivam as caderinas
desmossbmicas, estrutura molecular que liga as células epiteliais na camada
superficial da pele, o que é diretamente responsavel pela manifestacdo clinica da
sindrome (BUKOWSKI, WLADYKA e DUBIN, 2010). Por isso, em 2008, foram
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descritas como “tesouras moleculares”, ja que facilitam a invasdo percutédnea das
bactérias pela clivagem das moléculas de adesdo (MUELLER; HAIMP; PETNEHAZY,
2010).

As isoformas possuem caracteristicas distintas importantes para alimentos,
como por exemplo a estabilidade e manutencdo da atividade em temperaturas
elevadas. A atividade da TEA é estavel, mesmo até a 100°C por 20 minutos sendo
inativada apenas por aquecimento a 100°C durante 40 minutos. No entanto, TEB é
sensivel ao aquecimento de 60°C por 15 a 30 minutos (LUZ, 2008).

A pesquisa do fator de viruléncia para TEA e TEB foi negativa para 56
estafilococos resistentes a meticilina isolados de leite de vacas com mastite no
estado de S&o Paulo (SILVA, Nathalia et al, 2013). Enquanto Salasia e
colaboradores (2011), encontraram cepas de S. aureus de leite de animais com
mastite na Indonésia com o gene eta (10/19).

1.5.1.3 Toxina da Sindrome do Choque Toxico (TSST)

Teve seu reconhecimento por parte do publico em geral, nos anos 1980,
guando uma infeccdo de S. aureus causou a Sindrome do Choque ToOxico ap0s o
uso de absorventes internos femininos de determinada marca (BLOMSTER-
HAUTAMAA et al, 1986). A bactéria em questdo possuia a capacidade de se
multiplicar rapidamente no material do absorvente interno, e permanecia somente na
vagina. Apesar disso, a Toxina da Sindrome do Choque Toxico (TSST) se espalhava
pelo corpo e causava os sintomas caracteristicos (FOX, 2015).

E codificada pelo gene tsst-1, e causa febre, hipotensdo e morte em humanos
(ANGELO, ARCURI e ANDRADE, 2014). No entanto, a presenca do gene tem sido
verificada também em espécie animais e em isolados de alimentos, como por
exemplo, em cepas isoladas vacas, de leite de vaca com mastite, leite cru e carnes
(GUNAYDIN, ASLANTAS e DEMIR, 2011).

O gene tsst-1 esta associado a elementos genéticos moveis, como fagos,
ilhas de patogenicidade e plasmideos, assim como as EE (ANGELO; ARCURI;
ANDRADE, 2014). A partir disso, observa-se que a associagédo da presenca de tst-1
a presenca de genes para EE, o que implicaria no aumento da patogenicidade dos
isolados (FARAHMAND-AZAR et al, 2013).

Em um estudo com amostra de leite cru refrigerado coletadas no estado do
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Rio de Janeiro verificou-se que 2,65% (7/264) amplificaram o gene tst-1 nos S.
aureus isolados (ANGELO; ARCURI; ANDRADE, 2014). Um outro estudo que
analisou o genotipo toxigénico de S. aureus isolados de humanos saudaveis
mostrou que dos 107 testados, 24,3% possuiam o gene para TSST (MEHROTRA,;
WANG; JOHNSON, 2000).

1.5.2 Citotoxinas

Como ja mostrado, S. aureus pode causar uma variedade de patologias
associadas a producdo de exotoxinas. Mas além dessas exotoxinas consideradas
“‘doenca-especifica” outras exotoxinas liticas (alpha, beta, gamma, delta toxinas e
leucocidinas) podem ser produzidas por algumas cepas. Elas sdo chamadas de
citotoxinas pois, causam citolise (através de enzima lisossomal) como resultado da
degradacdo da membrana plasmatica (BARON, 1996; FOX, 2015). Neste trabalho,
serdo discutidos os mecanismos de acédo da Leucocidina de Panton-Valentine e os

achados na literatura sobre ela.

1.5.2.1 Leucocidina de Panton-Valentine (PVL)

A leucocidina de Panton-Valentine (PVL) é uma citotoxina que causa
destruicdo dos leucdcitos e necrose de tecidos. Atua especificamente nos leucocitos
polimorfonucleares (PMN) e é um importante fator de necrose tecidual (BARON,
1996).

Estudos mostram que os efeitos toxicos da PVL resultam da acao sinérgica
de duas exoproteinas: LukS-PV e LukF-PV. Essas duas proteinas sdo codificadas
por dois genes cotranscritos e adjacentes (lukS-PV e lukF-PV), que séo carreados
em bacteriéfagos lisogénicos. Recentemente, o interesse na PVL tem crescido
devido ao seu envolvimento em severas doencas em criancas e adultos sem
exposicdo a ambientes hospitalares (HOLMES et al, 2005). O gene pvl esta
normalmente contido no genoma de bacteri6fagos de S. aureus e durante uma
infeccdo, o fago pode inserir o seu DNA na bactéria e tornar uma célula ndo-toxica
em uma bactéria capaz de produzir a toxina PVL (BOYLE-VAVRA; DAUM, 2007).

Os dois componentes da PVL sdo secretados antes de se ligar ao heptamero

de formacé&o de poros na membrana dos PMN. Em altas concentracdes a PVL causa
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a lise no PMN enquanto baixas concentra¢cfes ativam uma nova via de apoptose de
PMN pela ligagdo direta a membrana mitocondrial. A necrose tecidual pode resultar
da liberacdo de espécies reativas de oxigénios dos PMN lisados. Ao mesmo tempo,
os PMN lisados também liberam grénulos que ativam a resposta inflamatoria, o que
também pode levar a necrose tecidual (BOYLE-VAVRA; DAUM, 2007).

Holmes e colaboradores (2005) analisaram 515 cepas clinicas de
Staphylococcus sp. de uma Unidade Epidemioldgica Referéncia para Estafilococos
da Inglaterra e do Pais de Gales e os resultados mostraram que uma proporcao
pequena (1,6%) carreava o gene pvl, sendo esse resultado similar a outros paises.
Sugere-se que o0 motivo disso seja a pouca susceptibilidade das cepas a infecgcao
por fagos conversores de PVL.

Wang (2014) encontrou o gene pvl como o mais prevalente (75%) gene de
viruléncia, entre genes para EE, TE e TSST, em 53 cepas de S. aureus isoladas de
leite retirados de vacas com mastite e vacas saudaveis na China. Esses resultados
contrastam com achados de Aires de Souza (2007) no Brasil, onde nenhuma cepa
de S. aureus de leite de vacas com mastite subclinica carreava o gene pvl.

Em um estudo realizado em 2012 na Turquia com 81 cepas clinicas de ECN
de vacas, retiradas de um laboratorio veterinario, mostrou que 3,7% carreavam 0
gene pvl. Nenhuma cepa positiva para PVL carreava o gene de resisténcia ao
antibidtico meticilina. Em contraste as cepas adquiridas no hospital, que geralmente
sdo multirresistentes, esses isolados comunitarios sdo sensiveis a muitos

antimicrobianos, mas com frequéncia sao produtores de PVL (UNAL e CINAR, 2012).

A maior parte dos estudos de pesquisa do gene pvl, envolvem somente cepa
de S. aureus isolados de amostras clinicas. No entanto, estudos da ocorréncia do
gene pvl em espécies ECN em animais de producdo e alimentos, assim como a
caracterizacao de cepas do género Staphylococcus sp. com relacdo a presenca do

pvl ainda séo limitados na literatura no Brasil.

1.6 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS: EM ISOLADOS CLINICOS E ALIMENTOS
DE ORIGEM ANIMAL.

1.6.1 Cepas multirresistentes: é possivel controla-las?
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Além dos fatores de viruléncia, relata-se o aumento da resisténcia a agentes
antimicrobianos em estafilococos isolados de humanos, vacas com mastite e
alimentos (GENTILINI et al, 2000; COELHO et al, 2009; COSTA, 2010; HOLMES et
al, 2005).

Em torno de 50% dos antibidticos utilizados em humanos e 80% dos
utilizados na veterinaria poderiam ser dispensados sem consequéncias graves ao
tratamento em andamento, segundo, Skov e colaboradores (2012). O uso de
antibidticos deveria ser exclusivo ao tratamento de infec¢cdes das quais, de fato,
interferisse no desfecho clinico. Os guias, politicas de uso, recomendacdes, cartilhas
orientadoras para pacientes e profissionais da saude sdo importantes, mas parecem
nao ser efetivos e, logo, uma abordagem mais radical pode ser necessaria por parte
das agéncias reguladoras (SKOV et al, 2012).

Tanto o ECP quanto o ECN compartilham a habilidade de acumular
determinantes de resisténcia antimicrobiana resultando na formacdo de cepas
multirresistente (SILVA, Nathalia et al, 2014). A resisténcia a antibiotico é
considerada um fendmeno natural, mas que pode ser acelerada pela propria
exposicdo da bactéria ao antibidtico. A pressdo seletiva faz com que cepas
resistentes sobrevivam e se multipliguem (WHO, 2014)

A classe de antibidticos mais utilizada na terapia contra infeccOes
estafilococicas é a dos beta-lactamicos, representado principalmente, pelas
penicilinas, cefalosporinas, carbapenens, e também alguns da classe dos
glicopeptideos (ROHER; BERGHER BACHI, 2003).

1.6.2 Resisténcia a antibidticos em estafilococos

De acordo com o Relatorio Global sobre resisténcia a antibiotico de 2014 da
OMS, a resisténcia a meticilina em S. aureus € muito frequente em infeccdes
hospitalares. O levantamento desses dados teve como objetivo o desenvolvimento
de estratégias para o controle da disseminacao dessas cepas (WHO 2014).

No contexto histérico dos antibidticos, a introducdo da meticilina em 1959
tinha finalidade de ser menos susceptivel as beta-lactamases expressas por

linhagens resistentes a penicilina. Mas o inicio da emergéncia de cepas de S. aureus
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resistentes a meticilina (MRSA10) e de outras variantes multirresistentes, logo se
estabeleceu (DAVIES e DAVIES, 2010). Hoje, cepas MRSA sao definidas por “cepas
de S. aureus que desenvolvem resisténcia a beta- lactamicos e cefalosporina” (FOX,
2015).

A resisténcia a meticilina no género Staphylococcus sp. é devido a aquisi¢ao
do cassete cromossomial SCCmec, considerado uma ilha de resisténcia, pois possui
0 gene mecA, que codifica resisténcia a meticilina, além de genes para
recombinases (ccr) especificas para sua integracdo e excisdo. O mecA, que também
pode estar contido nos estafilococos coagulase negativa resistentes a meticilina,
pode ser transferido horizontalmente entre os estafilococos (UNAL e CINAR, 2012).
Mas a aquisicado evolutiva parece ter sido proveniente de outra espécie, ja que 0
conteudo G+C11 desse cassete difere dos demais cromossomos de Staphylococcus
spp.(ROHRER; BERGER-BACHI, 2003).

Roher e Berger-Bachi (2003) esclareceram como a biossintese da parede
celular de peptideoglicana de S. aureus impacta na resisténcia aos beta-lactamicos.
As Proteinas Ligadoras de Penicilina enddgena (PBP) pertencem a familia das
transferases e catalisam a reacdo de transpeptidacao da fase final da sintese da
parede celular de peptideoglicana. Essa reticulagéo (cross-linkingl2) ocorre atraves
de um diaminoacido do peptideo final da formacao da parede.

As proteinas da familia FemABX (FemA, FemB, FmhA, FmhB, FmhC),
sintetizadas pelo operon femAB, adicionam um ou mais aminoacidos ao peptideo
final da peptideoglicana, de forma sequencial. Nas espécies estafilococicas, os
aminoacidos adicionados normalmente sao glicina, alanina ou serina e sao
chamados de interpeptideos. FemA ou FemB foram identificados em todas espécies
de Staphylococcus spp. estudadas por Berguer e Bachi (2003). Os fatores fem
(factor essential for methicilin resistance) sao genes constitutivos (“housekeeping”),
ou seja, sdo responsaveis por funcfes metabdlicas essenciais e rotineiras. Em
estafilococos, mutacfes nesses genes afetam o conteddo de glicina da parede
celular. Com isso, forma-se uma parede mais grossa e anormal devido ao turnover
deficiente dos peptideos (ROHRER; BERGER-BACHI, 2003).

10 MRSA: Methicillin-resitant Staphylococcus aureus

11 Contelido G+C é o percentual de bases nitrogenadas em uma molécula de DNA gue sdo guanina
ou citosina.

2 Cross- linking: ligacdo entre as peptideoglicanas da parede celular, podendo ser direta ou via um
interpeptideo.
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A resisténcia intrinseca a meticilina atribuida a presenca do gene mecA,
ocorre através de uma proteina de 78-kDa chamada Proteina Ligadora de Penicilina
2a (PBP2a ou PBP2’) que possui baixa afinidade aos beta-lactamicos (MEHROTRA,
WANG; JOHNSON, 2000). Tanto as PBPs como as PBP2a lidam mal com
modificacoes da parede celular de estafilococos com mutagdes nos genes fem,
especialmente pela auséncia de interpeptideos. Com isso, as células mutantes
perdem a resisténcia a meticilina e se tornam, as vezes, hipersensiveis a diversos
antibiéticos (ROHRER; BERGER-BACHI, 2003).

O SCCmec é classificado em 7 subtipos (subtipo | até VII), baseado na
sequéncia do mec e do ccr. Estudos anteriores (Juan Li, 2013; J. Robert, 2011;
VIEIRA, 2014) mostraram que infeccbes de MRSA associados a ambientes
hospitalares (HA-MRSA), do qual ha uma predisposicdo a um fator de risco, sao
normalmente multirresistentes e carreiam os subtipos SCCmec |, 1l e Il, mas quase
nunca o tipo IV. Em contraste a isso, cepas MRSA associadas a comunidade (CA-
MRSA), que ocorrem em individuos saudaveis, mostram uma habilidade virulenta
aumentada (produzem PVL) e maior susceptibilidade a antibidticos ndo beta
lactamicos e carreiam SCCmec tipo 1V, V e VII (DELEO et al, 2010).

Nos ultimos anos, os HA-MRSA sairam do ambiente hospitalar para de tornar
0 patdogeno mais adquirido em comunidade carreando potencial virulento e
habilidade de transmissao de suas caracteristicas (DAVIES e DAVIES, 2010).

A opcao terapéutica a cepas MRSA sao os glicopeptideos. Entretanto,
estirpes resistentes ou com resisténcia intermediaria a todas a drogas usadas
clinicamente em humanos, além dos glicopeptideos vancomicina e teicoplamina, ja
foram descritas por Hiramatsu e colaboradores em 1997 no Japédo. Resisténcia a
vancomicina associada a plasmideos ja foi detectada em alguns enterococos. E os
determinantes dessa resisténcia podem ser transferidos de enterococos a
estafilococos in vitro, mas também pode ocorrer in vivo.

O S. aureus expressa também resisténcia a antissépticos e desinfetantes,
como 0s compostos quaternario de amoénio, o que pode implicar na sua
sobrevivéncia em ambiente hospitalar e industria de alimentos (BARON, 1996).

Desde o inicio da era dos antibioticos, a sobrevivéncia de cepas de S. aureus
em ambientes estressados por antibidticos pode se dar pela aquisicdo de
determinantes de resisténcia que as favorecem no ambiente, através de varios

mecanismos genéticos, incluindo aquisicdo de plasmideos, adicdo de informacgéo
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genética no cromossomo via transposons ou outros tipos de insercdo no DNA e

mutacdes em genes (Tabela 3) (BARON, 1996).

Tabela 3

Resisténcia antimicrobiana

Antimicrobiano

Mecanismo de resisténcia

Elemento genético

B lactamases, inativagao enzimatica da

Plasmideo

Penicilina L
penicilina
Meticilina Expressdo de uma nova penicilina resistente  Cassete cromossomial adquirido
(oxacilina) e proteina de ligacao da penicilina de forma desconhecida
Efluxo celular Plasmideo
Tetraciclina

Modificacdo do ribossomo

Locus cromossomial adquirido
de forma desconhecida

Inativagao enzimatica

Plasmideo

Cloranfenicol

Modificagdo enzimatica do rRNA Plasmideo
Eritromicina

TranspGson No cromossomo

Mutacdo na proteina ribossomal Mutacéo no gene que codifica

Estreptomicina para o receptor da droga
P Inativacéo enzimética

Plasmideo

Inativacé@o enzimética Plasmideo
Gentamicina

Transpdson No cromossomo

Fonte: Adaptado de Medical Microbiology. 4th edition. Baron. Galveston (TX): University of Texas
Medical Branch at Galveston; 1996.

MRSA sdo uma das principais preocupacfes também na saude animal. O
isolamento dessas cepas em animais foi relatado pela primeira vez em 1972, apés a
sua deteccdo em leite de vacas mastiticas (DEVRIESE; VAN DAMME; FAMEREE
1972). Cepas MRSA ja foram detectadas em fazendas agropecuéarias, e Huber et al
(2010) consideram que os trabalhadores desses locais sdo potencias carreadores
desse tipo de bactérias. Ho e colaboradores. (2012) detectaram MRSA em frangos e

porcos na China.

A gestao do tratamento para infecces com ECN é limitada pela confiabilidade
dos testes fenotipicos de sensibilidade, ja que a expressao da resisténcia a beta-
lactamicos é ainda mais heterotipica do que nos casos com S. aureus. Com isso, por

questbes de seguranca, usam-se antibidticos de baixo potencial,

independentemente dos resultados de susceptibilidade (NIJJAR; SMITH;
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ELTRINGHAM, 2014).

O tratamento antibiético para as infeccbes com S. aureus em vacas nao
elimina a doencga, mas em alguns casos diminuiu o tempo da duracéo da infec¢do. O
efeito do tratamento diminui de acordo com o avanc¢o da idade do animal e com
progresso da primeira lactagéo. A taxa de cura foi em 34% quando 89 vacas na
Dinamarca foram tratadas contra mastite subclinica causada S. aureus
(PETERSSON-WOLFE; MULLARKY; JONES, 2010).

Dentre os agentes antimicrobianos aprovados para uso em mastite bovina, os
beta-lactamicos, como as penicilinas e as cefalosporinas, tém papel chave. A
resisténcia a beta-lactamicos em estafilococos € mediada ou por beta lactamases
codificadas pelo gene blaZz ou por PBP2a codificada por mecA, que tem uma
afinidade reduzida a todos antibioticos beta-lactamicos disponiveis para tratamento
de mastite (FESSLER et al, 2010).

Coelho (2009) analisou S. aureus isolados de leite de vacas com mastite
subclinica no Rio de Janeiro e 42% dos isolados de S. aureus eram resistentes a
todos os antibidticos testados: ampicilina (10mg), gentamicina (10mg) penicilina (10
IU), oxacilina (1mg), vancomicina (30mg) e ampicilina/sulbactam (10ng) (COELHO et
al, 2009).

Um estudo em 2010 de susceptibilidade a antibidticos por disco difusdo feito
com 95 Staphylococcus spp. obtidos de 30 amostras de queijos Minas Frescal
demonstrou que 14 (14,7%) isolados mostraram-se sensiveis a todos o0s
antimicrobianos testados (mupirocina, ampicilina, tetraciclina, clindamicina,
sulfametoxazol-trimetoprim, norfloxacina, cefotaxima, piperacilina+tazobactam,
meropenem, penicilina-G, cefepima, cloranfenicol, gentamicina, eritromicina,
oxacilina, cefoxitina e vancomicina.), 15 (15,8%) isolados apresentaram-se
resistentes a cefoxitima e 14 (14,7%) resistentes a oxacilina, juntamente a um
adicional possuindo resisténcia intermediaria a oxacilina (COSTA, 2010).

Isolados nosocomiais de S. epidermidis sdo normalmente resistentes a
diversos antibiéticos incluindo a meticilina. (BARON, 1996). Mas Fontes et al (2013)
isolaram ECN de queijo minas com esse mesmo padrdo de multirresisténcia das
cepas clinicas.

Humanos carreadores assintomaticos de bactérias com gendtipo de viruléncia

e resisténcia a antibidticos podem atuar como ordenhadores ou manipuladores de
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alimentos. Assim como animais com infec¢des subclinicas podem produzir alimentos
contaminados que serdo comercializados. Essas cepas podem ter suas habilidades
virulentas transferidas a outras bactérias através de elementos moveis e/ou
permanecerem viaveis em toda a cadeia de producao de um alimento. Portanto, ndo
somente atencdo a caracterizacdo de isolados € importante, como o também o
controle de cada etapa da producédo até que o alimento chegue ao consumidor final,
uma vez que os alimentos de origem animal s&o os mais comumente envolvidos em
surtos de DTA.

1.7 CONSUMO DE PRODUTOS LACTEOS E A PRODUCAO DO QUEIJO MINAS
FRESCAL

Entre os anos 2007 e 2016, o leite e seus derivados foram responsaveis por
2,6% dos surtos de doencgas transmitidas por alimentos (DTA) no Brasil, ficando em
4° lugar entre outros 14 tipos de alimentos (BRASIL, 2016).

Segundo os dados divulgados pela Associacéo Brasileira das Industrias de
Queijos (Abiqg), em 2011 o pais produziu 867 mil toneladas, aumentando a producao
em 9,4% com relacdo a 2010. Além disso, estima-se que a producdo nacional de
gueijos em 2014 tenha atingido um milhdo e cem mil toneladas nas empresas sob
inspecéo federal (SEBRAE, 2014).

O queijo tipo Minas frescal € um produto tipicamente nacional, de tecnologia
simples e de larga aceitacdo no pais (BRANDAO et al, 2013). O queijo Minas
artesanal é fabricado nas regides das Serras da Canastra, Serro e Salitre, em Minas
Gerais, desde os tempos coloniais (PERRY, 2004).

A Ultima Pesquisa Orcamentaria Familiar (2008-2009) mostrou que o0
Municipio do Rio de Janeiro esta entre as areas urbanas com maior aquisicao
alimentar per capita anual de queijo Minas (BRASIL, 2010). Isso demonstra que o
gueijo Minas tem ampla aceitacdo comercial e esta inserido na rotina alimentar dos
brasileiros no Rio de Janeiro.

Devido a sua alta umidade (>55%) e pH de baixa acidez (5,1 — 5,6), torna-se
um alimento mais susceptivel ao crescimento bacteriano e a producdo e
manutencdo de enterotoxinas do que outros queijos considerados duros. Essas
caracteristicas limitam seu tempo de prateleira, além de o tornar um potencial

causador de DTA, ja que nele uma bactéria tem mais chances de se desenvolver em
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niveis patogénicos (SANTANA, A. et al, 2012; SILVEIRA-FILHO et al, 2014).

Outros fatores associados a producdo, sdo determinantes dos niveis de
microrganismos no queijo: pasteurizacdo ineficaz, a contaminacdo pos-
pasteurizacao, a inadequada manutencédo da cadeia de frio durante estocagem e o
transporte da matéria-prima e do produto final (HIDALGO et al, 2006). As condicbes
de higiene s&o uma preocupacdo constante para evitar a entrada e o0
desenvolvimento de microrganismos que possam contaminar o produto, uma vez
gue a seguranca do consumidor implica também em fatores econémicos (VICENTINI
et al, 2013).

O queijo Minas frescal € um queijo branco produzido a partir de leite de vaca
pasteurizado, com adicao de “cultura starter”, seguido da adi¢ao de cloreto de calcio,
coalho enzimatico ou quimico e remogé&o do soro para moldagem e salga (HIDALGO
et al, 2006) (ANEXO B).

A primeira etapa para obtencdo do queijo € a de retirada do leite do Ubere do
animal (ordenha). Ela feita por maquinas na producédo industrial, sendo a
manutencdo do equipamento de suma importancia para evitar a sensibilizacdo
excessiva das tetas e a pré-disposicdo a inflamacdes.

Por ser uma etapa critica, a ordenha exige atencdo aos seguintes pontos:
local da ordenha; condicfes inerentes ao animal, condicdes e tipos de equipamentos,
utensilios, capacitacdo dos funcionarios envolvidos; limpeza das tetas; realizacéo de
testes rapidos no leite ordenhado para verificagcdo da saude animal; observacao dos
cuidados necessarios dispensados ao leite pés-ordenha e tratamento das tetas
(SILVA; SILVA; FERREIRA, 2012).

A etapa de adicao da cultura lactica (“cultura starter”) é etapa mais importante
para que limite-se o crescimento de estafilococos e outros contaminantes durante o
processo. E comum ocorrer infecdo da cultura starter por bacteriofagos (ICMSF,
2005).

Sendo assim, nas etapas subsequentes a ordenha, o produtor deve manter-
se atento a higiene pessoal e a saude dos empregados, a limpeza e a manutencéo
dos equipamentos e do ambiente de trabalho. A sanitizagcdo deve ser feita
imediatamente antes do uso do equipamento e no final do expediente ou no caso de
interrupgbes demoradas. E embora o uso de detergentes promova a limpeza das
superficies pela eliminacdo de residuos, a sanitizagcdo ndo elimina microrganismos

(SILVA, F., 2005). Condi¢cdes higiénicas inadequadas de equipamentos ou
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manipuladores podem levar a recontaminacéo do leite apds a pasteurizacao (ICMSF,
2005).

E necessério o crescimento de estafilococos toxigénico na ordem de 1 a 5
milhdes células por grama de alimento durante a producdo do queijo para produzir
quantidade de enterotoxinas detectaveis por ensaios (GRUMANN; NUBEL;
BROKER, 2014).

Como o mercado exige cada vez mais produtos de qualidade higiénico-
sanitaria adequada, é necessario que as industrias sejam vinculadas a sistemas e
processos que visam atender as condi¢cdes impostas pela legislacdo vigente (SILVA;
SILVA, 2012).

A elaboracdo e implantacdo de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e
Procedimentos Padrdo de Higiene Operacional (PPHO) contempla a qualidade da
matéria-prima e dos ingredientes, incluindo a especificacdo de produtos e a selecao
de fornecedores, a qualidade da agua, bem como o registro em formularios
adequados de todos os procedimentos da empresa, até as recomendacbes de
construcdo das instalacdes e de higiene. Esses sistemas sdo considerados pré-
requisitos para aplicacdo do Sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC) ou Hazard Analysis Critical Control Points (HACCP), que tem
como objetivo identificar, controlar e evitar os pontos e fatores de riscos das
possiveis contaminacfes, sejam elas fisicas, quimicas ou por microrganismos
indesejaveis (SILVA, F., 2005; SILVA; SILVA, 2012).

1.8 METODOS PARA ANALISE MICROBIOLOGICA DE ALIMENTOS

Os métodos de analise microbiologica de alimentos sdo baseados em testes
morfolégicos e provas bioquimicas para a tipagem, subtipagem e identificacdo em
nivel de género e espécie. As técnicas frequentemente usadas sao feitas através da
semeadura em meio de cultura (seletivos ou nédo seletivos) complementadas por
provas bioguimicas, que revelam caracteristicas fenotipicas da bactéria. Entretanto,
tais caracteristicas podem ser dificeis de serem interpretadas e classificadas
(GANDRA, 2008).

Para enumeracdo de ECP e ECN usam-se técnicas convencionais através de
contagem direta em placa em meio de cultura especifico seletivo, como o agar Baird

Parker com gema de ovo ou Agar Baird Parker contendo fibrinogénio, plasma de
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coelho, inibidor de tripsina e telurito de potassio (BUYSER, et al, 2003;
HENNEKINNE; BUYSER; DRAGACCI, 2011). Ambos s&o recomendados para
alimentos dos quais se espera ter crescimento de mais de 100 células de S.
aureus/grama. O fibrinogénio € adicionado para estimular a atividade da enzima
coagulase. O plasma de coelho atua como substrato mais especifico para a acdo da
coagulase (BECKERS et al, 1984).

Outro meio muito utilizado na enumeracgdo de estafilococos € o 4gar manitol
salgado (MSA). Esse meio normalmente contém extrato de carne e peptonas como
nutrientes para o crescimento das bactérias, e obrigatoriamente contém cloreto de
sédio (7,5%) como fator inibidor de crescimento de bactérias ndo estafilocicicas. O
manitol é o carboidrato fermentavel, que, quando degradado, produz um &acido
detectado pelo indicador de pH presente no meio e causa mudanca de coloragao
(BENNETT, LANCETTE, 1998)

As principais caracteristica seletivas utilizadas nos meios de cultura e testes
para a selecdo de S. aureus sao: a habilidade de crescer em 15% de NacCl, reduzir
telurito de potassio, crescer em cloreto de litio, glicerina, resisténcia a polimixina,
hidrolise de gema de ovo, utilizar manitol como carboidrato fonte de fermentacéao,
crescer a 42-43°C, atividade da coagulase e atividade da termonuclease (SILVA,
Neusely et al, 2010).

Ha divergéncias entre os guias de recomendacdo de procedimentos em
microbiologia do Brasil. Especialmente, no que diz respeito ao meio de cultura a ser
utilizado com a finalidade de enumeracao de estafilococos. Enquanto o Manual de
Microbiologia Clinica da ANVISA indica o uso do agar manitol salgado na analise de
amostras clinicas, o Ministério da Agricultura recomenda o uso do agar Baird Parker
para a enumeracdo de ECP na analise de alimentos (BRASIL, 2013; BRASIL, 2003).
Embora sejam conven¢des amplamente acatadas, ndo bem esclarecida a razdo
dessa diferenca de recomendacdo. Possivelmente isso ocorre, em virtude dos
isolados clinicos normalmente serem unibacterianos, ou seja, ndo possuem
populacdo com varias espécies. Com isso 0 4gar manitol salgado se torna um meio
adequado por ser mais seletivo a espécies nao-S.aureus. Outro fator que pode ter
implicancia no uso dos meios citados acima é o custo. Os principais fornecedores de
suprimentos laboratoriais realizam cotacdo de um frasco com 500 g de agar manitol
salgado em po6 entre R$175,00 e R$323,00. Ja o agar Baird Parker estd R$299,23 e
R$882,12, sem cotar os suplementos, como por exemplo o fibrinogénio e plasma de
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coelho que pode chegar a at¢é R$1589,00 (HEXIS CIENTIFICA, 2017; LABOR
SHOPPING, 2017; LOJA SYNTH, 2017; LUDWIG BIOTEC, 2017a, b).

Portanto, como o uso para a identificacdo de espécie em amostra clinica é
usado amplamente em hospitais e servicos de vigilancia epidemioldgica requer,
provavelmente, o uso de meio que tenha melhor custo-beneficio.

Gandra e colaboradores (2008) verificaram um aumento significativo no
desenvolvimento de técnicas moleculares para a deteccdo, identificacdo e
caracterizacdo de bactérias patogénicas em alimentos. Destacam-se as
fundamentadas na amplificacdo de sequéncias do DNA pela PCR, instituida
pioneiramente por Kary B. Mullis em 1985.

A PCR é uma técnica altamente sensivel, especifica e rapida, por meio da
gual sdo obtidas milhdes de coépias de acidos nucléicos a partir de diminutas
guantidades de sequéncias de DNA ou de RNA especificas, através da acédo da
enzima Taq DNA polimerase e de oligonucleotidios iniciadores (primers). E realizada
em um equipamento automatizado e computadorizado, denominado termociclador,
gue promove a ocorréncia de ciclos repetitivos de desnaturacdo, anelamento e
extensdo do DNA (GANDRA et al, 2008).

Sequenciamento de 16S rRNA, uma regido conservada em todas as bactérias,
tem sido implantando nos laboratorios para a identificacdo de espécies de ECN.
Embora esse método seja confiavel e amplamente utilizado, o alto grau de
similaridade entre as espécies mais proximas limita seu uso para identificacdo de
algumas espécies. Genes alvos alternativos como o rpoB, tuf, hsp60 e sodA, podem
ser utilizados de forma eficiente na distincdo de espécies similares (HWANG et al,
2011; SASAKI et al, 2010).

O gene tuf, por exemplo, codifica, o fator de elongacdo Tu, € um constituinte
essencial do genoma bacteriano envolvido na formac&o da cadeia peptidica. E muito
utilizada para fins de diagnoéstico. A andalise no gene tuf tem se mostrado um método
reprodutivel e confiavel para a identificacdo de ECN, e também melhor poder
distintivo entre certas espécies do que o sequenciamento do 16S rRNA (HWANG et
al, 2011; OKOLIE et al, 2015)

A hibridizacdo do DNA e a PCR também s&o alternativas para detectar
isolados estafilocécicos carreadores de sequencias genéticas de producdo de
toxinas. Porém devido ao crescente numero de EE descritas, torna-se cada vez mais

inviavel o desenvolvimento de um Unico ensaio PCR capaz de detectar todas as EE
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(BLAIOTTA et al, 2004). Mas em casos de pesquisa de genes para EE classicas ja
existem protocolos desenvolvidos (BLAIOTTA et al, 2004, ERTAS et al, 2010;
LAVSETH; LONCAREVIC; BERDAL, 2004; OKOLIE et al, 2015).

Dentro das técnicas utilizadas para identificar genotipicamente as toxinas, a
hibridizacdo DNA-DNA e a PCR sao ditas como confiaveis e eficientes (MEHROTRA,;
WANG; JOHNSON, 2000). Por outro lado, esses métodos possuem duas principais
limitacdes: a cepa de estafilococos deve estar isolada do alimento e os resultados
informam a presenca ou auséncia do gene que codificam para a toxina, mas néo dao
informacdo sobre a expressdo desses genes no alimento. Portanto, esse método
ndo pode ser usado como diagndstico de surto de origem alimentar (HENNEKINNE;
BUYSER; DRAGACCI, 2011).

O teste imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) € o
método padrdo ouro de alto rendimento para a detec¢cdo de compostos protéicos até
mesmo em quantidades nanomolares em um grande namero de isolados. Mas o
tempo para o desenvolvimento do teste pode chegar até 1 ano, muitas vezes, possuli
alto custo (HENNEKINNE; BUYSER; DRAGACCI, 2011).

O Bacteriological Analytical Manual (BAM) da Food and Drug Administration
(FDA) recomenda uma metodologia para deteccdo de EE. O Manual apresenta uma
técnica de cultura de cepas de estafilococos, procedimentos para extracdo da
enterotoxina e 0os métodos soroldgicos indicados. Esses métodos sdo: teste de
precipitacdo de dupla difusdo em microslide gel, ELISA, ensaio imunolégico

guantitativo e eletroforese em gel de poliacrilamida-imunoblastica.

1.9 LEGISLACAO: REGULACAO NA PRODUCAO E CRITERIOS
MICROBIOLOGICOS

O MAPA publicou, em 2002, a Instrucdo Normativa (IN) n°® 51 (BRASIL, 2002)
gue regulamenta a producéo, identidade, qualidade, coleta e transporte do leite tipo
A, leite cru refrigerado e leite pasteurizado de vaca. Em 29 de dezembro de 2011, o
mesmo 6rgédo publicou a IN n° 62 (BRASIL, 2011), que além de complementar a IN
n° 51, oficializa os Métodos Analiticos Oficiais para Analises Microbiolégicas para
Controle de Produtos de Origem Animal e Agua (BRASIL, 2003).

Em 1999, a IN n° 42, alterou e atualizou o Plano Nacional de Controle de

Residuos e Contaminantes (PNCRC), um monitoramento que verifica “a presenga e
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0s niveis de residuos de substancias quimicas potencialmente nocivas a saude do
consumidor, tais como residuos de produtos de uso veterinario, de agrotéxicos ou
afins, e de contaminantes quimicos (aflatoxinas, metais pesados, contaminantes
inorganicos, dioxinas, dentre outros)” em carne, mel, leite e pescado.

As IN sao ferramentas essenciais para garantir a qualidade e a seguranca do
leite utilizado como matéria-prima do queijo fornecido a populacdo brasileira e aos
consumidores mundiais (BRASIL, 2009)

A Resolugdo RDC n° 12/2001 é o regulamento técnico brasileiro publicado
pela ANVISA que determina padrdes microbiolégicos para diversas categorias de
alimentos. Dentro dela, a legislacéo brasileira estabelece padrdes microbiol6gicos do
gueijo Minas frescal com relagdo a contagem de ECP (BRASIL, 2001).

O item 8-B do Anexo | da RDC 12 estabelece padrbes para varios tipos de
gueijos. O queijo Minas frescal industrializado se encaixa no subtipo “de muito alta
umidade 55%, incluindo os queijos de coalho com umidade correspondente, minas
frescal, mucarela (mozzarella, muzzarella) e outros, elaborados por coagulacao
enzimatica, sem a acao de bactérias lacticas”. A contagem de ECP de tolerancia
para amostra indicativa é de 5x102 UFC/g. No caso de amostra representativa,
recomenda-se um n de 5 unidades amostrais, sendo o limite maximo (M) de 5x102, o
limite que classifica o produto como intermediario (m) de 5x10 UFC/g, podendo esse
ser encontrado em até 2 unidades (c)13.

Sobre a producdo de toxinas, possui um adendo que diz que, para o
estabelecimento do padrdo microbiologico, pode ser feita a caracterizacdo dos
microrganismos e/ou suas toxinas considerados de interesse sanitario. Diz também
gue a determinacdo da capacidade de producdo de toxina estafilocécica de cepas
isoladas pode ser realizada a fim de se obter dados complementares. Além disso, diz
gue nos casos em que o padrdo microbioldgico seja expresso por “auséncia”’ na
descricdo, o resultado positivo de uma amostra indicativa é interpretado para todo o
lote ou partida. O mesmo se aplica quando for detectada a presenca de toxinas em

guantidades suficientes para causar doenca no consumidor, ou seja, a presenca ou

13 Na RDC n° 12, para fins de aplicacdo de plano de amostragem entende-se: “m” como o limite que,
em um plano de trés classes, separa o lote aceitavel do produto ou lote com qualidade intermediaria
aceitavel; “M” como o limite que, em plano de duas classes, separa o produto aceitavel do inaceitavel.
Em um plano de trés classes, “M” separa o lote com qualidade intermediaria aceitavel do lote

inaceitavel. Valores acima de M s3o inaceitaveis; “c”’: € o numero maximo aceitavel de unidades de
amostras com contagens entre os limites de m e M (plano de trés classes).



46

a quantificacdo de toxina caracteriza o produto como “em condig¢des insatisfatorias”.

O queijo Minas é um alimento tipicamente brasileiro, por isso, s6 h&
referéncias brasileiras a respeito de seu padrao microbiolégico. Mas baseado nas
caracteristicas fisico-quimicas e modo de producéo deste queijo pode-se extrapolar
seus critérios a padrdes validos em outros paises.

O Regulamento 2073/2005 da Comissdo Europeia, diz respeito a critérios
microbiologicos aplicaveis aos géneros alimenticios, estabelece critérios
microbioldgicos para certos microrganismos e as regras de execucdo a serem
cumpridas pelas industrias.

Para queijos de pasta mole ndo curados recomenda-se que a contagem de
ECP seja de até 10 UFC/g, com método de andlise de acordo com a International
Organization for Standardization (ISO) 6888-1 ou 6888-2. Com relacdo as EE em
gueijos, descrevem que elas ndo devem ser detectadas em 25 g de alimento e que a
analise seja feita de acordo com a recomendacédo do Laboratorio de Referéncia
(LCR).

O item 1.121 da 2073 refere-se a deteccdo de enterotoxinas estafilococicas
classicas em queijos feitos com leite cru ou tratado termicamente, quando a
contagem de S. aureus € maior do que log 5 UFC/g14. O método analitico de
referéncia do item é o European Screening Method do LCR para ECP, incluindo o S.
aureus, para analise de leite, alimentos a base de leite e outros alimentos.

A deteccao consiste em:

e Extracdo-concentracdo: recuperacdo da toxina da amostra através de

centrifugacéo de dialise;

e Pré-tratamento usando IgG de coelho;

e Deteccdo imunoenzimatica através de kits comerciais.

A FDA, nos EUA, elaborou um guia para seus fiscais orientarem-se quanto as
conformidades a serem detectadas na producéo de produtos lacteos, especialmente
durante e apds a etapa de pasteurizacao.

Nessa recomendacgédo, enfatiza-se a deteccdo de toxinas em laticinios que se

encontram em condi¢cdes inadequadas de producdo, armazenamento e transporte.

4 A conversdo de UFC/g em notacéo cientifica para logaritmo ¢é feita calculando-se o log na base 10
do valor em niimero inteiro. Exemplo, o valor em notac&o de 1,0 x 10* UFC/g, é equivalente a 10000,
em logaritmo seria logio 4 UFC/g. Observagao: A apresentacdo da base “10” no log é dispensavel.
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Mas orientam que, uma contagem de S. aureus em leite e derivados maior do que
log 4 UFC/g indica que o alimento foi produzido em condigbes sanitarias
inadequadas (E.U.A., 2010).

A industria deve verificar frequentemente os Pontos Criticos de Controle para
a presenca ou indicacdo de crescimento de estafilococos e testar queijos para S.
aureus e/ou termonuclease em caso de alteracdes na cultura lactica ou outras
condicbes de perigo forem observadas (E.U.A., 1985)

Le Loir; Baron e Gutier (2003) relatam que a sensibilidade dos testes de rotina
€ em torno de log 2 UFC/g para alimentos sélidos. Em varios paises uma
contaminacéo baixa até 102 UFC/g de S. aureus é considerada aceitavel e sem risco
a saude publica, mesmo em produtos feitos dentro das BPF, em leite cru na Franca.

Nenhuma das legislacfes trata a respeito do risco de contaminagédo dos
alimentos por ECN. A maior parte delas considera o ECN apenas como um
comensal de leite e derivados. Além disso, devido o numero pequeno de espécies
gue causam DTA em humanos, ndo sédo considerados nos critérios microbioldgicos,
nem para indicacao de condi¢cfes sanitarias.

Em comparacdo as regulamentacbes internacionais aqui descritas, a
legislacéo brasileira encontra-se em defasagem quanto a deteccdo de EE, tanto no
aspecto quantitativo, quanto analitico. A CE ja estabelece valores e método de
analise de referéncia para servir como critério de avaliacdo para queijos (UNIAO
EUROPEIA, 2005).

Embora haja métodos de referéncia internacional em comum (ICMSF,
American Public Healthy Association), o critério para ECP para queijos com
caracteristicas semelhantes ao Minas nas diretrizes séo distintos, variando em até
uma poténcia. Isso amplia ainda mais a discussao sobre a quantidade ECP toleravel
em queijos com muita alta umidade, considerando todo o potencial virulento ja

conhecido nas espécies S. aureus.

1.10 JUSTIFICATIVA

S. aureus é um dos principais causadores de surtos de DTA. Seu potencial
virulento é reconhecido e bem descrito na literatura, porém ele ndo é o Unico
microrganismo que causa preocupacgao. Estafilococos coagulase negativa (ECN)

foram isolados de matrizes alimentares e, além de carrearem genes para viruléncia,
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eles produzem toxinas e séo envolvidos em surtos de DTA ao redor do mundo.

O recorrente isolamento de estirpes que possuem genes codificadores de
enterotoxinas em lacticinios justifica a necessidade de um estudo que envolva um
gueijo brasileiro consumido tipicamente fresco, o queijo Minas frescal. Somado a
iISsO, a pesquisa pode tornar-se um caminho para discussédo da aplicacdo das Boas
Praticas de Fabricacdo (BPF) nas industrias beneficiadoras de leite e produtoras de
gueijo e da regulamentacao que cerca o tema.

No Brasil, ja h&d estudos sobre queijo Minas frescal e a deteccdo de
enterotoxinas classicas, porém, artigos que envolvam deteccdo de toxina da
sindrome do choque toxico, leucocidina de Panton-Valentine e toxinas esfoliativas
em S. aureus e ECN isolados provenientes dessa matriz S4o escassos.

Além disso, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a rede
de producdo de alimentos é uma das principais situacbes de ocorréncia de
microrganismos com resisténcia a antimicrobianos. Com isso, os esforcos das
agéncias com relacdo as bactérias provenientes de hospitais estdo sendo
extrapolados aos agentes envolvidos com a producéo de alimentos.

As vigilancias sanitarias (VISA) municipais atuam no controle sanitario dos
pontos de venda de queijo Minas e na notificacdo e repasse de casos de DTA
envolvendo esse alimento. Enquanto a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) regula a producdo desse alimento e fornece ferramentas para aplicacéo
de suas normas, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
controla a qualidade, transporte e armazenamento da matéria prima e condi¢cfes de
producédo do gado leiteiro. Ou seja, a unido desses 6rgdos é de suma importancia
para a oferta de um produto final adequado.

Tendo em vista 0 exposto, acredita-se que € um tema central para a

manutencao da qualidade dos alimentos oferecidos a populacéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Detectar a presenca de genes para enterotoxinas classicas, toxina da
sindrome do choque toxico, toxina esfoliativas e leucocidina de Panton-Valentine e
de resisténcia a meticilina de estafilococos isolados de queijo tipo “Minas frescal”

vendidos em grandes redes de supermercados na cidade do Rio de Janeiro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o perfil de contaminacdo por S. aureus e coagulase negativa de
amostras de queijo Minas frescal através de contagem em placa em agar
Baird Parker-RPF (BPA-RPF) e em agar manitol salgado (MSA);

2. Isolar e identificar a espécie Staphylococcus aureus através da amplificacéo

de gene espécie-especifico e detectar espécies ECN pela PCR;

3. Amplificar e detectar genes que codificam enterotoxinas classicas (EEA, EEB,
EEC e EED), Leucocidina Panton-Valentine (PVL), toxinas esfoliativas (ETA,
ETB e ETD) e toxina da sindrome do choque téxico (TSST) nos isolados

através da PCR;

4. Amplificar e detectar gene marcador para a resisténcia a meticilina (mecA)

nos isolados através da reacdo em cadeia da polimerase.
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3 METODOLOGIA

A amostragem, a contagem em placa e os procedimentos internos do
laboratério foram baseados nas recomendacbes da American Public Healthy
Association (APHA), descritas no Compendium of Methods for Microbiological
Examination of Foods e no Standard Methods for the Examination of Dairy Products,
da AOAC no Official Methods of Analysis of Association of Analytical Communities,
da Food and Drug Administration (FDA) descritas no Bacteriological Analytical
Manual e nas normas da International Organization for Standardization (ISO).

A extracdo de DNA seguiu de acordo com as instru¢des do fabricante do kit
comercial utilizado, baseando-se na secdo do manual de procedimento para a
purificacdo de DNA de bactérias do kit Genomic DNA from tissue da NucleoSpin®
Tissue, Kit (MACHEREY-NAGEL, Alemanha, 2016)

A PCR foi baseada nos artigos de Da Cunha et al (2006), Indrawattana et al
(2013), Morot-Bizot; Talon; Leroy (2004) e Okolie et al (2015).

3.1 AMOSTRAGEM

A amostragem foi feita nas grandes redes de supermercados do Rio de
Janeiro. Isto &, redes que possuem filiais espalhadas por diversos bairros da cidade,
possuem elevada receita anual e atingem o grande publico através de precos
acessiveis e/ou variedade de produtos. As filiais de tais redes foram escolhidas,
principalmente, baseado na facilidade de acesso ao local e facilidade de transporte
ao laboratorio de analise.

Para que a pesquisa abrangesse um maior numero de marcas de queijo
Minas frescal e ndo necessariamente um n elevado, optou-se por escolher
amostragem indicativa de acordo com a RDC n° 12 (BRASIL, 2001).

As condicdes higiénico-sanitarias do balcdo foram levadas em consideracdo
no momento da coleta. Alguns aspectos foram observados, tais como: o0 uso do
balcdo somente para o armazenamento de alimentos da categoria “frios” ou
“lacticinios”, boas praticas do manipulador responsavel pelo setor, limpeza, odor e
refrigeracdo a temperatura maxima de 8°C, como € recomendada pela Associagédo

Brasileira das Industrias de Queijo, nas embalagens de todos os queijos Minas
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frescal. A temperatura do balcao foi aferida através de termdémetro infravermelho em
triplicata. Nenhum dos locais visitados apresentou nao conformidades nos itens
citados ou inadequacdes na temperatura.

Foram coletados somente queijos produzidos industrialmente e com Selo de
Inspecdo Federal ou Estadual, pesando no minimo 200 g. Deveriam conter a
descrigdo: “queijo Minas tipo frescal com sal’, sem alegacdo de qualquer
direcionamento como: light, diet ou orgéanico. Os queijos foram coletados em suas
embalagens originais e integras. Como o prazo de validade do queijo Minas é de em
meédia 1 més, todas as amostras coletadas estavam em média 15 dias da data de
vencimento.

A coleta foi feita no periodo de marco a abril de 2016. No total, foram
analisadas 10 marcas diferentes de queijo Minas frescal, sendo 1 lote de cada
marca, coletados em 6 filiais de 6 grandes redes de supermercados do Rio de
Janeiro. Todos os queijos foram coletados no turno da tarde. As amostras foram
transportadas em recipiente térmico para o Laboratério de Controle Microbiolégico
de Alimentos da Escola de Nutricdo (LACOMEN) do Departamento de Ciéncia dos

Alimentos da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.

3.2 MICRORGANISMOS DE REFERENCIA E RECONSTITUICAO DAS
AMPOLAS

As cepas de referéncia utilizadas estdo descritas na tabela 4.

Tabela 4

Microrganismos de referéncias, fonte fornecedora, depdsito proveniente e caracteristica

genética.

Microrganismos de Cddigo fornecedor? Cédigo deposito® Caracteristicas
Referéncia

Staphylococcus aureus  INCQS 00285 ATCC 13565 sea +
Staphylococcus aureus  INCQS 00285 ATCC 14458 seb +, tsst +
Staphylococcus aureus  INCQS 00080 ATCC 19095 sec +

2INCQS, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
PATCC, American Type Culture Collection (Rockville, Maryland, USA).
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Tabela 4 (continuacgéo)

Microrganismos de referéncias, fonte fornecedora, depdOsito proveniente e caracteristica

genética.

Microrganismos de Cadigo fornecedor? Cobdigo deposita® Caracteristicas
Referéncia

Staphylococcus sp. INCQS 00102 ATCC 23235 sed +, tstag+
Staphylococcus aureus  INCQS 00015 ATCC 25923 Coagulase positiva
Staphylococcus aureus  INCQS 00306 ATCC 33591 mecA +
Staphylococcus INCQS 00016 ATCC 12228 Coagulase negativa
epidermidis

2INCQS, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
PATCC, American Type Culture Collection (Rockville, Maryland, USA).

Nas PCR foram utilizados controles negativos de agua destilada estéril em
cada bateria de teste.

As ampolas dos microrganismos de referéncias provenientes do Laboratorio
de Microrganismos de Referéncia do INCQS, foram reconstituidas com base no POP
do INCQS n° 65.3240.025 de “Procedimento para abertura de ampolas e
manutencao de micro-organismos de referéncia do setor de alimentos”.

Reconstitui-se as ampolas (microrganismo liofilizado) com caldo Brain Heart
Infusion (BHI) (ANEXO C), e uma aliquota foi transferida para um tubo contendo o
mesmo caldo. Os tubos foram incubados por 18-24 h a 36 = 1°C. Para verificar a
pureza, foi feita coloracdo de Gram onde foram observados somente cocos gram
positivos. Foi também feita a semeadura em placa com Tripticaseina de soja (TSA)
(ANEXO C) e uma colbnia isolada e semeada em agar nutriente inclinado. Apés a
incubacdo por 48 h a 36 £ 1°C as cepas foram estocadas a 2-5°C por um més e
foram feitos estoques adicionais em BHI com glicerol a 20% para congelamento a -
70°C.

3.3 PREPARO DAS AMOSTRAS

Os queijos passaram por desintegracdo (mistura do soro com o queijo) de
forma manual devido a consisténcia firme. Esse processo consistia em manusear e
pressionar o queijo dentro de sua embalagem original, até que se tornasse uma
massa maleavel e uniforme (APENDICE A).

Eles entdo foram desembalados e 25 g, representativos do todo, pesados
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assepticamente e transferidos para recipiente contendo 225 ml de solucédo salina a
0,85%. A homogeneizagcdo com a salina foi feita por pelo menos 2 min ou até que a
maior parte do queijo estivesse na forma semi-liquida. A partir dessa diluicdo, a
diluicdo 10, 1 ml foi transferido para 9 ml de tamp&o para se obter a diluicio 102 E

assim, sucessivamente, até a diluigio 107,

3.4 CONTAGEM E ISOLAMENTO DE ESTAFILOCOCOS DE ACORDO COM
APHA E FDA (BENNETT,; HAIT; TALLENT, 2015; BENNETT; LANCETTE, 1998)

Foi feito plaqueamento em profundidade em Baird Parker (Himedia
Laboratories, Mumbai, india) suplementado com fibrinogénio e plasma de coelho
(Kasvi, Roseto, Italia) — BPA-RPF (ANEXO C).

O suplemento RPF foi adquirido na forma liofilizada. Apdés a hidratacdo do
RPF com 10 ml de agua purificada e esterilizada foi realizada a homogeneizacdo. A
mistura foi adicionada a um frasco contendo 90 ml de agar base Baird Parker liquido
(derretido) a temperatura média de 45°C. Para a diluicdo 10, foram distribuidos 0,3
ml no fundo de 2 placas de Petri estéreis e 0,4 ml em 1 placa. Para a diluicdo 107
foram distribuidos os mesmos volumes por placa. O meio de cultura foi entdo vertido
em cada placa até chegar a um volume aproximado de 20 ml e em seguida foi
homogeneizado. As placas foram incubadas a 35 °C por 45-48h.

No BPA-RPF, de acordo com o fabricante do agar base Baird Parker, os ECP
formam colbnias pretas a cinzas, pequenas, cercadas por um halo de precipitacao
indicando atividade da coagulase, além de serem cercados por uma zona
translUcida. Outros estafilococos crescem como colbnias pretas a cinzas, pequenas
com a zona translicida de precipitacdo do telurito. Colénias de outras bactérias
como Proteus, crescem espalhadas e amarronzadas.

Das mesmas amostras, foi feito o plaqueamento em superficie em agar
Manitol Salgado (Himedia Laboratories, Mumbai, india) — MSA (ANEXO C)

Para a diluicdo 10, foram distribuidos 0,3 ml na superficie de 2 placas de
Petri estéreis e 0,4 ml em 1 placa. Para a diluicdo 10 foram distribuidos os mesmos
volumes. O indculo foi espalhado com o auxilio de algca de Drigaslky. As placas
foram incubadas a 35 °C por 45-48h.

No MSA, as colbnias de tipicas de Staphylococcus aureus produzem a
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colénias amareladas cercadas por zonas amarelas. ECN ndo fermentadores de
manitol, produzem colbnias rosadas a vermelhas, cercadas por zonas roxo-
avermelhadas.

ApOs o periodo de incubacdo de ambos os meios de cultura, foram
selecionadas as placas com crescimento de 20 a 200 coldnias para contagem com
auxilio do contador de colénias. No minimo, 5 colbnias tipicas para ECP e 5 colbnias
selecionadas como ECN e transferidas para placa de TSA, incubadas overnight e
transferidas para caldo BHI com 20% glicerol em duplicata. Todas as colonias
selecionadas foram descritas em caderno de campo para acompanhamentos
futuros.

Para a contagem final de ECP S. aureus em UFC/g foi feito o célculo baseado
do percentual de col6nias tipicas isoladas e confirmadas em PCR pela presenca de
gene espécie-especifico para S. aureus (spa).

Como controles positivos foram utilizadas as cepas S. aureus ATCC 25923 e
S. epidermidis ATCC 12228.

3.5 EXTRACAO DE DNA

A extracdo do DNA das cepas selecionas foi feita através de Kit Genomic DNA
from tissue da NucleoSpin® Tissue (MACHEREY-NAGEL, Alemanha, 2016)
seguindo o protocolo do fabricante para extracdo de DNA de bactérias Gram
positivas. Os procedimentos aqui demonstrados foram baseados na secdo do
manual de procedimento para a purificacdo de DNA de bactérias do kit

Pelo menos 1 ml de cada cepa enriquecida por 18 horas em caldo BHI passou
por centrifugacdo (Solab, Brasil) por 5 min a 8000 x g e foi descartado o
sobrenadante. Em seguida foram adicionados 180 ul de solugcao de lise para
bactérias Gram Positivas (ANEXO C) e incubou-se os isolados a 37°C por 30
minutos. ApoOs esse periodo, foi adicionado 25 ul de Proteinase K a 22,4 mg/ml e
incubou-se a 56°C por 1 h, homogeneizando microtubos a cada 20 minutos.
Adicionou-se 20 yl de RNAase a 10 mg/ml e 200 ul de tampdo B3 (ANEXO C)
(MACHEREY-NAGEL, Alemanha, 2016) para em seguida, incubar novamente, dessa
vez a 70°c por 10 minutos. Apds a lise final com 210 ul de etanol a 98%, cada cepa
foi transferida do microtubo para uma Coluna de Filtragdo do kit NucleoSpin®
(MACHEREY-NAGEL, Alemanha, 2016) com um tubo coletor e seguiu para
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centrifugagdo por 1 min a 11000 x g, descartando o sobrenadante. Em seguida
seguiram-se as etapas de lavagem, primeiramente adicionando 500 pl de tampéo
BW (ANEXO C) (MACHEREY-NAGEL, Alemanha, 2016) e centrifugagdo a 1 min a
11000 x g, descartando o filtrado. Segundo etapa de lavagem foi feita pela adicao de
600 pl de tampdo B5 (ANEXO C) (MACHEREY-NAGEL, Alemanha, 2016) e
centrifugando por 1 min a 11000 x g.

Na etapa de finalizacdo e eluicdo, a Coluna de Filtracdo NucleoSpin®
(MACHEREY-NAGEL, Alemanha, 2016) foi transferida para um novo microtubo, para
que ocorra a adicdo de 100 pl de tampédo BE (ANEXO C) (MACHEREY-NAGEL,
Alemanha, 2016) (pré-aquecido a 70°C) e centrifugacao final por 1 min a 11000 x g.
Apoés essa etapa, o filtro foi descartado e cada filtrado (DNA extraido) foi estocado a
-20°C.

3.6 RECONSTITUICAO DE PRIMERS

Os primers ou iniciadores foram adquiridos dos fornecedores pela Eurofins
Genomic (Ebersberg, Alemanha) e pela Invitrogen Thermo Fisher Scientific
(Califérnia, EUA) na forma de oligonucleotidios desidratados. Para a reconstituicdo
foi estabelecida a concentracdo final de 100 pM. A ressuspensdo foi feita com
solucdo de TrisHCI-EDTA (ANEXO C). De acordo com o numero de mol de cada
primer foi adicionado determinado volume de TE para chegar a concentracéao final de
100 uM.

3.7 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

As cepas selecionadas e repicadas foram analisadas através um protocolo de
PCR uniplex e trés protocolos de PCR - Multiplex para detectar genes que codificam
gene tuf do género Staphylococcus sp. (tstag), EEA, EEB, EEC, EED, TSST, PVL,
ETA, ETB, além do gene tuf para espécies coagulase negativa (cns) e a resisténcia
a meticilina. As sequéncias de nucleotideos dos primers que serdo utilizados para

cada gene estdo descritas na Tabela 5.



Tabela 5

Sequéncia de nucleotideos, tamanho dos amplicon e referéncias.

Gene Sequéncia de nucleotideos do Primer (5’ e 3’) Amplicon  Referéncia
(bp*)

tstag422 GGCCGTGTTGAACGTGGTCAAATCA 370 (l\gggiln)eau et al

tstag765 TIACCATTTCAGTACCTTCTGGTAA

cns-1 TATCCACGAAACTTCTAAAACAACTGTTACT Okolie et al

cns-2 TCTTTAGATAATACGTATACTTCAGCTTTGAATTT 204 (2015)

mecA-1 TGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGAT Nakagawa et

mecA-2 CTAATCTCATATGTGTTCCTGTATTGGC 195 al (2005)

lukS- PV TTACACAGTTAAATATGAAGTGAACTGGA 118 zl;lla(kza(l)%%v)va et

lukF- PV AGCAAAAGCAATGCAATTGATG

spa-1 CAGCAAACCATGCAGATGCTA 101 ;za(l;%%%v)va et

spa-2 CGCTAATGATAATCCACCAAATACA

seal TTGGAAACGGTTAAAACGAA 120 i]fg E;1ls)on et al

sea?2 GAACCTTCCCATCAAAAACA

sebl TCGCATCAAACTGACAAACG Johnson et al

seb2 GCAGGTACTCTATAAGTGCC 478 e

secl GACATAAAAGCTAGGAATTT Johnson et al

sec2 AAATCGGATTAACATTATCC 5T (o9

sedl CTAGTTTGGTAATATCTCCT Johnson et al

sed? TAATGCTATATCTTATAGGG St (oo

eta F ACTGTAGGAGCTAGTGCATTTGT 190 Wu et al (2011)

eta R TGGATACTTTTGTCTATCTTTTTCATCAAC

etb F CAGATAAAGAGCTTTATACACACATTAC 612 \(Jé':l(;{)aol;d et al

etb R AGTGAACTTATCTTTCTATTGAAAAACACTC

etd F CAAACTATCATGTATCAAGGATGG 358 Wu et al (2011)

etd R CCAGAATTTCCCGACTCAG

staph756F AAC TCT GTT ATT AGG GAA GAA Zhang et al

staph750R CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC 756 (2004)

* bp: pares de bases

Foram utilizados tampdo reacional (Invitrogen, Califérnia, EUA),

(Ludwig Biotec, Rio Grande do Sul, Brasil), MgCl. (Invitrogen, Califérnia, EUA), Taq

Polimerase (Invitrogen, Califérnia, EUA) para todas as reac¢des, que ocorreram em

termociclador (Life Eco, Bioer Technologies, Binjiang, China). Todos os produtos

foram estocados a -20°C.

DNTP
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3.7.1 Protocolo para amplificagdo de genes para o género Staphylococcus sp.
(Tstag)(MOROT-BIZOT; TALON; LERQY, 2004)

As reacdes foram feitas com um volume reacional de 25 pl, sendo 3 pl de
DNA template, contendo: 0,2 uM de cada par de iniciadores tstag, 200 uM de cada
DNTP, 3 mM de MgClz, 1 U de Taq DNA-polimerase em tampao de PCR diluido 1X.
O restando do volume foi corrigido com agua destilada estéril.

A PCR seguiu as seguintes condi¢fes: 15 min a 4°C, 3 min a 94°C, 40 ciclos
de 1sa95°C, 30 sa55°C, 30 sa 72°C e uma extenséo final de 3 min a 72°C.

3.7.2 Protocolo para amplificacéo de genes de espécies coagulase negativa,
S. aureus, PVL e resisténcia a meticilina (OKOLIE et al, 2015).

O mix da PCR com volume de 40 pul continha: 0,5 mM de DNTPs, 10 U de Taq
DNA-polimerase e tampéo de PCR diluido 1X. 2 mM de MgCl2, 0,5 uM do iniciador
cns e 0,75 uM dos demais pares de iniciadores spa, luks-PV e mecA e 5 ul de DNA
template. O restando do volume foi corrigido com agua destilada estéril.

As condicdes aplicadas foram: 5 min a 94°C, seguido de 40 ciclos consistindo

de 15sa94°C e 5 s a 60°C além de uma extensao final de 30 sa 72°C.

Seguiram para a pesquisa de genes de viruléncia somente as cepas de
estafilococos que foram positivas para os genes cns ou spa. Cepas positivas
somente para género Staphylococcus sp. ndo seguiram para as outras analises, mas

foram consideradas no calculo da contagem em placa de ECN.

3.7.3 Protocolo para amplificacdo de genes de toxinas esfoliativas
(INDRAWATTANA et al, 2013).

O mix da PCR, num volume de 25 pl, continha: 1 uM de cada primer (eta, etb,
etd), 0,12 uM do primer Staph756, 2 mM de MgCl,, 1 U de Tag-DNA Polimerase, 500
UM de mix de DNTP, tampédo de PCR diluido 1X e 2 ul de DNA template. O restando
do volume foi corrigido com agua destilada estéril.

A reacao foi submetida as seguintes condi¢des: 10min a 95°C, 35 ciclos de 30
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s a95°C, 30 sa 55°C, 30 s a 72°C, seguido de extensao final de 10 min a 72°C.

3.7.4 Protocolo para amplificagédo de genes de EEA, EEB, EEC e EED (Da
CUNHA et al, 2006).

O volume reacional foi de 25 pl, sendo 0,8 uM de cada primer (sea, seb, sec e
sed), 0,75 mM de MgCl,, 2,5 U de Tag DNA-Polimerase, 200 uM de mix de DNTP,
tampdao de PCR diluido 1X e 2 pl de DNA template.

O protocolo seguiu as condi¢des: 4 min a 94°C for, 1 ciclo de 2 min a 94°C for,
1 mne30sab5°Celmine30sa72°C, 1cliclode2mina94°C,1mne30sa
53°C e 1 mine 30 s a 72°C. Mais 1 ciclode 2 min a 94°C, 1 mine 30sa51°Ce l
min e 30 s a 72°C seguido de 37 ciclos de 2 min a 94°C, 1 min e 30 s a 51°C e 1 min
e 30 s a 72°C e extensao final de 7 min a 72°C.

3.8 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Os produtos do PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose e
visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.

Os produtos foram lidos em cuba de eletroforese com variadas concentracdes
de gel de agarose (Himedia Laboratories, Mumbai, india), de acordo com cada
protocolo, mergulhado em tampdo Tris-borato-EDTA (Molecular Biology Grade)
concentrado 1x.

Cada produto de PCR foi corado com Blue-Green Loading Dye | (LGC
Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil) e comparado a marcador de peso molecular de 1
Kb ou 100 bp (Invitrogen, Califérnia, EUA).

O resultado foi visualizado em transiluminador de luz UV (Forlab, Rio Grande

do Sul, Brasil) e fotografado por fotodocumentador (LabTrade, Sdo Paulo, Brasil).
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4 RESULTADOS

4.1 AMOSTRAGEM E CARACTERISTICAS

Com relacdo as embalagens, de 10 amostras, 7 (70%) estavam embaladas
em sacos plasticos lacrados com artefato metalico. Duas (Q5 e Q6) estavam
embaladas em plastico lacrado a vacuo. Somente uma (Q1) estava embalada em
saco plastico lacrado dentro de pote plastico com tampa, revestido com filme de
PVC.

Todos os queijos tinham composicdo semelhante a base de leite pasteurizado,
cloreto de sddio, cloreto de célcio, acido lactico e coalho sendo que 70% séo de
marcas com sede em Minas Gerais, 20% no Rio de Janeiro e 10% no Espirito Santo
(Tabela 6).

Tabela 6
Numero de queijos, estado produtor, data e supermercado da coleta.
Queijo Estado Data da coleta Local

Q1 Minas Gerais 22/02/16 L1
Q2 Rio de Janeiro 07/03/16 L2
Q3 Rio de Janeiro 07/03/16
Q4 Minas Gerais 14/03/16 L3
Q5 Espirito Santo 21/03/16 L4
Q6 Minas Gerais 21/03/16
Q7 Minas Gerais 28/03/16
Q8 Minas Gerais 28/03/16 L5
Q9 Minas Gerais 04/04/16 L6
Q10 Minas Gerais 04/04/16

42 CONTAGEM DE ESTAFILOCOCOS EM BPA-RPF E MSA E
CLASSIFICACAO SEGUNDO ARDC n° 12 (BRASIL, 2001)

Todas as amostras apresentaram algum crescimento microbiano no BPA-RPF
e MSA. No entanto, a contagem em placas nos dois meios de cultura foi variavel,
indo de valor estimado em <log 1 UFC/g até log 6 UFC/g. Mas a média de
crescimento ECP, log 3,23 UFC/g e log 3,71 UFC/g, em BPA-RPF e MSA,
respectivamente, e a média de crescimento ECN log 5,48 UFC/g e log 5,49 UFC/g
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em BPA-RPF e MSA, respectivamente, foram muito semelhantes.

Foram selecionadas 75 colbnias tipicas e 74 atipicas de BPA-RPF, e 60
tipicas e 57 atipicas de MSA. A amostra Q7 teve maior numero de repicados totais
(28) em BPA-RPF, e Q4 em MSA, pois, além de suas elevadas contagem em placa,
cresceram colbnias com caracteristicas morfolégicas distintas e de interesse para
identificacéo (Tabela 7). No total 117 cepas de MSA e 149 cepas de BPA-RPF foram
repicadas e estocadas. As 266 cepas seguiram para a caracterizacdo através dos
protocolos de PCR Uni e Multiplex baseado em Morot-Bizot; Talon e Leroy (2004) e
em Okolie et al (2015), respectivamente, e os resultados serviram de base para

contagem de ECP e ECN em placa.

Tabela 7
Colbnias repicadas a partir de BPA-RPF e MSA
BPA-RPF MSA
Amostra Tlglgzsa Atipicas® T'E'égsa Atipicas® TOTAL
Q1 11 8 13 8 40
Q2 0 3 1 3 7
Q3 3 2 4 2 11
Q4 12 10 21 12 55
Q5 8 10 2 5 25
Q6 5 8 5 5 23
Q7 11 17 5 6 39
Q8 12 6 0 9 27
Q9 6 5 5 5 21
Q10 7 5 4 2 18
TOTAL 75 74 60 57 266

2 Colbnias com caracteristicas tipicas para ECP. ® Col6nias com caracteristicas para ECN.

Os graficos 1 e 2 apresentam a contagem de cada amostra em BPA-RPF e
MSA, respectivamente, subdividida em contagem ECN e contagem ECP-S.aureus
em log UFC/g.

Durante a desintegracdo do Q3, foi observada a presenca de um corpo
estranho pequeno. Nao foi possivel fazer a identificacdo do elemento, mas ele foi
selecionado para a pesagem dos 25 g para a analise microbioldgica (APENDICE B).
A maior contagem em BPA-RPF, considerando a contagem para ECN e para S.
aureus, de forma isolada, foi da amostra Q3 que totalizou log 6,17 UFC/g de ECN.
Na enumeracdo em MSA, essa amostra obteve contagem de ECN bem menor (log
3,78 UFC/qg).
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Na maior parte (60%) das amostras ndo houve crescimento de ECP tanto em
BPA-RPF quanto em MSA. Essas, tiveram contagem de ECP estimada em <log 1
UFC/g, j& que nenhuma das colbnias tipicas repicadas foram confirmadas como S.
aureus pela andlise molecular. Quatro amostras (Q2, Q6, Q7 e Q8) obtiveram
contagem de ECP estimada em < 1 log UCF/g em ambos os meios de cultura.
Porém, as demais amostras com esse padrdo, obtiveram resultados distintos em
cada meio. Enquanto em MSA, a amostra Q10 obteve contagem de ECP de log 4,65
UFC/g, em BPA-RPF, essa mesma amostra obteve o padrdo estimado em
crescimento minimo. O mesmo ocorreu com a amostra Q4, que em BPA-RPF obteve
log 4,23 UFC/g de ECP, e em MSA a contagem foi estimada em < 1 log UFC/g
(Gréfico 2). Vale ressaltar que a contagem de Q10 para ECP foi a mais elevada de

todas as amostras em ambos 0S meios.

Gréfico 1 - Contagem em placa em BPA-RPF de ECN e ECP S. aureus por amostra de queijo 2.

log UFC/g®
= N W kB G 3 N

Q1 | Q2 | Q3 | Q4 Q5 | Q6 | Q7 | Q8 | Q9 Q10
mECP S. aureus | 2,26 (1,00 1,48 4,23 2,00|1,00|1,00|1,00|1,00|1,00

ECN 4,04 (487|618 462 576|456 |4,71|3,23|5,87|4,66

@ Valores de “log 1 UFC/g “, foram valores estimados a partir da ndo confirmacdo de nenhuma colbnia
tipica como S. aureus. O BAM determina que, nestes casos, a contagem deve ser estimada em < log
1 UFC/g. ° A leitura do eixo y inicia-se no valor 1 pois o crescimento minimo é sempre estimado em

valores < log 1 UFC/g.

Todas as amostras obtiveram algum crescimento de colénias ECN. Em BPA-
RPF, todas as amostras obtiveram contagem superior a log 3 UFC/g, chegando a log
6,18 UFC/g. O padrdao em MSA foi semelhante variando de log 3,40 UFC/g até log
6,23 UFC/g.
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A amostra com maior contagem total de ECN foi a Q8, chegando a log 6,23
UFC/g, em MSA. Essa amostra em BPA-RPF obteve a menor contagem de ECN (log
3,23 UFC/g). Mesmo sem crescimento de col6nias com caracteristicas tipicas para
ECP em MSA, em BPA-RPF cresceram 39 colbnias tipicas e 12 foram selecionadas

para caracterizagéo por PCR, sendo 10 confirmadas na amostra Q8.

Gréfico 2 - Grafico da contagem em placa em MSA de ECN e ECP S. aureus por amostra de queijo 2.
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@ Valores de “ log 1 UFC/g “, foram valores estimados a partir da ndo confirmacdo de nenhuma
coldnia tipica como S. aureus. O BAM determina que, nestes casos, a contagem deve ser estimada
em < log 1 UFC/g. ® A leitura do eixo Y inicia-se no valor 1 pois o crescimento minimo é sempre
estimado em valores < log 1 UFC/g.

De acordo com os critérios estabelecidos pela RDC n°12 (BRASIL, 2001), a
maioria das amostras estava em conformidade a legislacdo brasileira em ambos os
meios. Em BPA-RPF 90%, e em MSA 60% das amostras estavam com a contagem
em placa para ECP menor do que log 2,69 UFC/g, o padrdo maximo toleravel para
amostras indicativas (Tabela 8). Somente uma amostra (Q4) em BPA-RPF
apresentou contagem acima de log 2,69 UFC/g, chegando a log 4,23 UFC/g. As
amostras em MSA (40%), que se encontravam acima do limite toleravel, variaram a
contagem entre log 2,75 UFC/g (Ql) e log 4,65 UCF/g (Q10). Enfatiza-se que a
amostra Q1 atingiu contagem limitrofe ao critério maximo toleravel para ECP (log
2,75 UFC/q).

Diante dos resultados classificatérios de acordo com a RDC n°l2, cinco

amostras apresentaram classificacbes opostas em cada meio. A alternéncia de
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classificacdo em “de acordo com os padrdes legais vigentes” em BPA-RPF para
“‘improprio para o consumo humano” em MSA ocorreu em 4 amostras (Q1, Q2, Q9 e
Q10). O contrario, isto &, alternancia de “impréprio para o consumo humano” em
BPA-RPF para “de acordo com os padrdes legais vigentes” em MSA ocorreu
somente em uma amostra (Q4). As demais amostras (50%) foram classificadas de

maneira igualitaria em ambos 0s meios.

Tabela 8

Classificacdo das amostras segundo a contagem de ECP de acordo com a RDC n°12 (BRASIL,
2001)

Amostra BPA-RPF MSA
De acordo com os padrdes legais L
Q1 . Improéprio para 0 consumo humano
vigentes
Q2 De acordo com os padrdes legais vigentes  De acordo com os padrdes legais vigentes
De acordo com os padrdes legais L
Q3 . Impréprio para o consumo humano
vigentes
. De acordo com os padrdes legais
Q4 Impréprio para 0 consumo humano .
vigentes
Q5 De acordo com os padrdes legais vigentes  De acordo com os padrdes legais vigentes
Q6 De acordo com os padrdes legais vigentes  De acordo com os padrdes legais vigentes
Q7 De acordo com os padrdes legais vigentes  De acordo com os padrdes legais vigentes
Q8 De acordo com os padrdes legais vigentes  De acordo com os padrdes legais vigentes
De acordo com os padrdes legais L
Q9 : Impréprio para o consumo humano
vigentes
De acordo com os padrdes legais L
Q10 vigentes Impréprio para 0 consumo humano

4.3 CARACTERIZACAO DAS COLONIAS ISOLADAS

Das colbnias selecionadas em placa, 91% foram confirmadas como sendo do
género Staphylococcus sp. (242/266) através da amplificacdo do gene tstag-422
(370 bp) (Figura 2). As cepas negativas (36/266) foram retestadas para amplificacao
do gene cns e 12 (33,3%) foram positivas para ECN. Vinte porcento (53/266) dos
isolados ndo amplificaram gene para cns, nem para spa, mas amplificaram o gene
tstag-422. Dos isolados considerados estafilococos, 140 eram ECN (cns) e 32 eram
S. aureus (spa). O MSA foi 0 meio de cultura que mais teve crescimento de cepas de
outros géneros que nao o Staphylococcus sp., representando 14,5% das cepas

isoladas patrtir dele (Tabela 9).
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Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose de produtos da PCR para amplificacdo do gene tstag442
(370 bp).

N c1 C2 PM 1 2 3 4 5 6

500bp
370bp

N= controle negativo agua purificada estéril; C1: S. aureus ATCC 25923; C2= S. epidermidis ATCC
12228; PM=peso molecular Invitrogen 100bp; Pocos 1-6: isolados de amostras de queijo Minas
frescal.

Tabela 9

Colbnias isoladas a partir de cada meio de cultura

Staphylococcus

' . Staphylococcus  S. aureus cisa%iclz;esse . PP nao
Tipo de colbnia (n) : ; identificados com  Outros géneros
PP (spa+) negativa cns ou spa (tstag
(cns+) )
Tipicas* ECP em o o o o o
BPA-RPF (75) 72 (96%) 18 (24%) 47(62,7%) 7 (9,3%) 3 (4%)
Atipicas® em BPA- 0 0 58 0 0
RPF (74) 70 (94,6%) 2 (2,7%) (78.4%) 11 (14,8%) 4 (5,4%)
Coldnias totais em 20 105
BPA-RPF (149)  142(953%) 13400y  (70,50%) 17 (11,4%) 7 (4.7%)
—
T'p",iﬂag AE(gOF)’ eM  47(784%)  12(20%) 21(35%) 10 (16,7%) 13 (21,7%)
Atipicas” em MSA 0 i 14 0 0
57) 53 (92,9%) (24.5%) 26 (45,6%) 4 (7%)
Colonias totais em o 12 35 o o
MSA (117) 100 (85,7%) (103%)  (59.8%) 36 (45,3%) 17 (14,5%)

2 Colonias com caracteristicas tipicas para ECP. ? Colonias com caracteristicas para ECN.

Com relacao a associacao de caracteristicas morfo-fenotipicas as genotipicas,
0s meios mostraram semelhancas. Das colbnias contabilizadas como tipicas em
cada meio de cultura, 24% eram S. aureus em BPA-RPF e 20% eram S. aureus em
MSA. No caso das col6nias atipicas, o percentual confirmado com o gene spa foi
baix: 2,7% em BPA- RPF e nenhuma em MSA, respectivamente.

Do meio BPA-RPF foram isolados 20 (7,5%) S. aureus e 105 (39,5%) ECN, do
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MSA foram isolados 12 (4,5%) S. aureus e 35 (13,2%) ECN (Graficos 3 e 4).
Analisando o numero total de isolados (266), a proporcédo de cepas provenientes de
cada meio foi semelhante (56% de BPA-RPF e 43,8% de MSA). Mas a maior parte
dos isolados ECN (75,0%) foi proveniente do BPA-RPF (105/140).

Gréfico 3- Proporcdo de isolados ECN provenientes dos meios MSA e BPA-RPF em relagédo ao
ndmero total col6nias selecionadas (n=266).

ECN MSA;
13,20%

ECN BPA-RPF;
39,50%

Gréfico 4 - Proporcdo de isolados S. aureus provenientes dos meios MSA e BPA-RPF em relacdo ao
ndmero total de colbnias selecionadas (n=266).

S. aureus MSA;
4,50%

S. aureus BPA-
RPF; 7,50%
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4.4 PESQUISA DE GENES DE VIRULENCIA
De 266 isolados, 172 seguiram para pesquisa de viruléncia através de 2

protocolos de PCR multiplex. Desses, 140 amplificaram o gene cns (204 bp) e 32 0
gene para S. aureus (101 bp) (Figura 3).

Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose de produtos da PCR para amplificacdo dos genes cns (204
bp) e spa (101 bp).

204bp ——=

101bp — =

N= controle negativo agua purificada estéril; C1: S. aureus ATCC 25923; C2= S. epidermidis ATCC
12228; PM=marcador de peso molecular.

A maioria das amostras (90%) apresentou pelo menos uma cepa com gene de
viruléncia amplificado. Apenas Q2 ndo amplificou nenhum gene de viruléncia em
seus isolados analisado (0/3). A partir do MSA foi isolado somente um S. aureus com
fator de viruléncia, enquanto, os demais foram isolados de BPA-RPF. Sendo que
50% (4/8) foram isolados a partir da amostra Q4 em BPA-RPF. Mas ressalta-se que
nao foi isolado S. aureus com genotipo de viruléncia da maior parte das amostras
(60%)

A maior parte dos isolados ECN com genatipo de viruléncia (33/42) foi isolada
a partir do BPA-RPF, assim como ocorreu nos isolados S. aureus com genétipo de
viruléncia. O percentual de isolados ECN com perfil virulento em MSA e BPA-RPF
nas amostras, variou de 75% (Q1 em BPA) a 7,7% (Q7 em BPA). Nenhum dos
isolados ECN da amostra Q9 apresentaram genes positivos para viruléncia (Tabela
10).
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A amostra com o maior percentual de isolados positivos para genes de toxinas
foi Q4. Nela, 70,4% dos seus isolados ECN e 100% dos seus isolados S. aureus

apresentaram perfil com algum gene de viruléncia.

Tabela 10
Distribuicdo de isolados S. aureus e ECN por amostra.
Amostras gglrggg(; cée _ NUmero de Numefq de S. aureus com Nurp_ero de E_CNAco_m
aUreus isolados ECN genotipo de viruléncia? genotipo de viruléncia?
BR';/T:' MSA BR':,/T:' MSA  BPA-RPF MSA BPA-RPF MSA
Q1 9 6 4 10 - - 3 (75%) -
Q2 - 1 1 1 - - - -
Q3 3 2 2 2 - - - 1 (50%)
Q4 4 - 15 12 4 (100%) - 12 (80%) 7 (58,3%)
Q5 1 - 14 - 1 (100%) - 4 (28,6%) -
Q6 - - 13 - - - 7 (53,8%) -
Q7 - - 26 3 - - 2 (7,7%) 1 (33,3%)
Q8 - - 14 5 - - 3 (21,4%) -
Q9 2 3 7 1 2 (100%) - - -
Q10 - 1 9 1 - 1(100%) 2 (22,2%) -
ToTAL 19 13 105 35 7(368%) L1(7%)  33(314%) 9 (257%)
32 140 8 42

- : ndo detectavel

aEm parénteses estdo os valores percentuais referentes ao nimero de isolados (ECN ou S. aureus)
de cada meio de cultura (BPA-RPF ou MSA) por amostra (Q1 — Q10) ou referente ao nimero total de
isolados (ECN+S. aureus) (n=172).

Das cepas previamente identificadas como S. aureus, 25% (8/32)
apresentaram genes para EE ou TE. A proporcdo de isolados S. aureus e ECN
positivos somente para genes de TE foi semelhante. Enquanto 12,5% do S. aureus
foram positivos para genes de TE, 13,9% dos ECN foram positivos para esse
mesmo tipo de toxina.

A maior parte dos genes de viruléncia encontrados fora provenientes de
isolados ECN (22/61) da amostra Q4, seguido de S. aureus isolados dessa mesma
amostra (12/61). (Tabela 11). A partir do BPA-RPF foi isolado o maior percentual de
cepas com genotipo positivo para o gene eta (31,1%), enquanto a partir de MSA o
percentual de isolados com esse gendtipo foi baixo (8,2%). Ainda sobre MSA, pode-
se afirmar que 4 isolados S. aureus com genes de viruléncia foram isolados desse

meio, e nenhuma cepa com gene para etb foi proveniente de MSA.
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Tabela 11 (Parte I)
Genes de viruléncia amplificados por amostra e por meio de cultura ®°

eta etb etd seb sed
Amostra Bactéria BPA-RPF MSA BPA-RPF MSA BPA-RPF MSA BPA-RPF MSA BPA-RPF MSA TOTAL genes
S. aureus - - - - - - - - B B -
Q1
ECN - 1 (100%) - - - - - - - 1 (1,6%)
02 S. aureus - - - - - - - 2 (100%) - - 2 (3,3%)
ECN - - - - - - - - - - -
S. aureus Bl Bl } } - - - ) ) ) -
Q3
ECN - 1 (100%) - - - - - - - } 1 (1,6%)
04 S. aureus - - - - 7 (58,3%) 3 (25%) 1 (8,3%) - 1 (8,3%) } 12 (19,6%)
ECN 7 (31,8%) 2 (9,1%) - - 3 (13,6%) - - 1(4,5%) 5(22,7%) 4 (18,2%) 22 (36,1%)
S. aureus - - - - - - - - - - -
Q5
ECN - - 1 (20%) - - - - - 4 (80%) - 5 (8,2%)

- : ndo detectavel

28Em parénteses estdo os valores percentuais referentes ao nimero de genes nos isolados (ECN ou S. aureus) de cada meio de cultura (BPA-RPF ou MSA) por
amostra (Q1 — Q10) ou referente ao niumero total de genes em todos os isolados (ECN+S. aureus)(n=61)

bgenes sea, sec, pvl e tsst nao foram detectados em nenhuma amostra.
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Tabela 11 (Parte Il - continuacéo)

Genes de viruléncia amplificados por amostra e por meio de cultura ®°

eta etb etd seb sed

Amostra  Bactéria BPA-RPF MSA BPA-RPF  MSA  BPA-RPF MSA BPA-RPF MSA BPA-RPF MSA TOTAL genes

06 S. aureus Bl } i} i} i} - - - - - -
ECN 7 (100%) - } } - il il ) ) ) 7 (11,5%)
S. aureus Bl Bl } } - - - ) ) ) -
Q7
ECN 2 (66,7%) 1 (33,3%) - ) } } } i il i 3 (4,9%)
S. aureus - Bl } } - - - ) ) ) -
Q8
ECN 2 (66,7%) i } } } } } - 1 (33,3%) i 3 (4,9%)
09 S. aureus - - B B B B 2 (100%) } ) ) 2 (3,3%)
ECN i i } } } } } - i i -
010 S. aureus - - B B B B B 1 (100%) - - 1 (1,6%)
ECN 1 (50%) i } } } } } il 1(50%) - 2 (2,3%)
TOTAL 19 (31,1%) 5(8,2%) 1 (1,6%) - 10 (16,4%) 3(4,9%)  3(4,9%) 4 (6,6%) (1915% ) 4 (6,6%) 61

- : ndo detectavel

2Em parénteses estdo os valores percentuais referentes ao nimero de genes nos isolados (ECN ou S. aureus) de cada meio de cultura (BPA-RPF ou MSA) por
amostra (Q1 — Q10) ou referente ao numero total de genes em todos os isolados (ECN+S. aureus)(n=61).

b Genes sea, sec, pvl e tsst nao foram detectados em nenhuma amostra.
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Os genes que codificam as toxinas esfoliativas foram os mais prevalentes
(38/61) dentre os genes de viruléncia pesquisados. Somente duas amostras nao
carreavam estafilococos com gendtipo positivo para TE (Q2 e Q9). A maioria dos
genes para viruléncia encontrada foi proveniente de isolados da amostra Q4.

O eta foi o mais amplificado (39,3%), somando a amplificacdo nos dois
meios de cultura, e estava presente no genoma de isolados de 6 amostras. A
Unica cepa carreadora do gene etb havia sido identificado como S. aureus
através do gene spa e foi isolada em BPA-RPF.

Dos genes que codificam EE pesquisados, somente seb e sed foram
encontradas nesses isolados. O gene para EE mais prevalente foi o sed,
representando 26,3% dos genes amplificados. Nenhuma cepa foi positiva para
0S genes sea ou Ssec.

Foram encontrados 10 padrbes de combinacdes de genes de viruléncia
nos isolados (Tabela 12). Dos 172 isolados, 27,9% (48/172) apresentaram pelo
menos um gene de viruléncia (seb, sed, eta, etb e/ou etd). Algumas cepas,
representando 1,7%, mostraram positividade para 3 genes, e 4,1% (7/172)
carreavam 2 genes de viruléncia. Todas essas amostras com mais de um gene
de viruléncia foram provenientes de uma mesma amostra de queijo (Q4).
Apenas uma pequena proporcdo dos S. aureus ndo apresentou gendtipo de
viruléncia (13,9%).

Uma cepa de S. aureus coamplificou genes que codificam genes que
codificam EEB e EED, sendo essa a Unica amplificacdo do sed nessa espécie.
Duas cepas S. aureus amplificaram o gene seb. No caso das toxinas esfoliativas,
3 cepas de S. aureus foram positivas para etd e 1 para etb.

Isolados com o padrédo cns+eta foram os mais prevalentes. 42 dos 140
ECN amplificaram genes de viruléncia. 19 foram provenientes de uma mesma
amostra (Q4). Desses, 6 isolados coamplificaram gene para eta e etd, e 3
isolados amplificaram eta, etd e sed.

Nenhuma cepa carreava o gene pvl, nem tsst. Tampouco foram

encontrados isolados com o gendtipo de resisténcia a meticilina.



Tabela 12

Padrado de genétipos em Staphylococcus spp. isolados de
gueijo Minas frescal (n=172)

NUmero de

Gendtipo isolados %
spa 24 13,9
cns 97 56,4

cns + seb 4 2,3
cns + sed 13 7,6
cns + eta 15 8,7
cns + etd 2 1,2
cns + eta + etd 6 3,5
spa + etb 1 0,6
spa + etd 3 1,7
spa + seb 3 1,7
spa + seb + sed 1 0,6
cns + eta + etd + sed 3 1,7

Total 172 100
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5 DISCUSSAO

Os guias e normativas brasileiros para analise microbiolégica de
alimentos recomendam o uso do BPA para a analise de alimentos. Entretanto,
para amostras clinicas, a ANVISA recomenda o uso do meio MSA. Essa
diferenca de recomendacdo ndo ocorre no caso dos guias de referéncias
internacionais, portanto o presente estudo utilizou os dois tipos de agar, afim de
levantar possiveis diferencas entre eles.

Durante o uso do suplemento RPF, foram encontradas algumas
dificuldades préaticas e problemas no preparo do meio. Mesmo seguindo o
protocolo e aferindo a temperatura em todas as etapas, o suplemento hidratado,
ao ser adicionado ao meio de cultura a 45°C, algumas vezes, formava uma
massa soélida (APENDICE C). O crescimento bacteriano ficava nitidamente
influenciado pela presenca do solido na placa. Essas placas ou foram
desconsideradas da contagem em duplicata ou substituidas por outra diluicao.

Foi observado que a diferenciacdo entre colbnias consideradas tipicas
para espécies coagulase positiva e negativa era subjetiva e ndo estava em
completo acordo com o descrito nos manuais do fabricante do BPA-RPF.
Colbnias tipicas com halo plenamente evidente ocorreram de forma minoritaria.
A comparacao com as placas no qual foram inoculados os controles ATTC 25923
e ATCC 12228, levou em consideracdo a semelhanca morfolégica e formas de
crescimento. Dentre os aspectos analisados de cada colbnia tinha-se: tamanho,
formato, brilho ou opacidade e crescimento em superficie ou em profundidade.
Vicosa et al (2010) avaliaram a permanéncia de in6culo de ECP em Agar BP,
Agar RPF e Petrifilm®. O indculo de 1 ml de log 5 UFC/g (escala de McFarland)
foi feito em leite cru e queijo frescal. O resultado mostrou que nao foram obtidas
diferencas significativas (P<0,05) e que o agar RPF teve boa correlacdo com o
Petrifilm® com relacédo a contagem de bactérias.

A maior parte dos isolados foi proveniente do BPA-RPF. Contudo
comparativamente ao MSA, esse agar possuia caracterizacdo muito subjetiva

das cepas. Enquanto no meio MSA a morfologia das colénias tipicas foi bem



73
distinta e a mudanca de cor do meio devido a fermentacdo do manitol
(APENDICE D) foi evidente, no BPA-RPF houve alguns complicadores. Os halos
das coldnias consideradas tipicas, muitas vezes, eram pouco evidentes e/ou se
sobrepunham. No caso deste estudo, foi feita a identificacdo dos isolados, mas
para casos de avaliacdo microbiol6gica por contagem em placas para fins de
pesquisa, essa caracteristica do meio pode implicar em erro na contagem.
Santos (2008) comparou BPA-RPF com Petriflm™ e constatou algumas
desvantagens do BPA-RPF como, por exemplo, a reversao dos halos de fibrina
sucedida em amostras com carga microbiana elevada. Possivelmente, devido a
acdo de enzimas produzidas pelos microrganismos acompanhantes e
coalescéncia dos halos quando as colbnias se encontravam muito préximas, o
que dificulta a enumeracéo.

No MSA, as colbnias tipicas e atipicas eram exibidas de forma bem mais
evidente e objetiva, quando comparadas ao BPA-RPF. Além disso, ocorreram
variacfes de contagem de uma mesma amostra em cada meio de cultura. Ruaro
et al (2013) também utilizou os dois meios de cultura para isolamento de ECN
em amostras de leite cru e queijos com leite cru de diferentes animais em
Fazendas no norte da Italia. A variacdo de contagem de ECN nos dois meios foi
de log 3 UCF/g a log 4 UFC/g. Neste trabalho a variacédo foi maior, de log 3,23
UFC/g a log 6,23 UFC/g. Isso chama atencdo pois as matrizes aqui utilizadas
sofreram processo de pasteurizacdo e esperava-se contagem menor do que
amostras que utilizam leite cru. Ruaro et al (2013) identificaram os isolados
através de RAPD-PCR com sequenciamento da regido V1-V3 do 16s rDNA, e
ndo fez uso de metodologias fenotipicas convencionais alegando que nenhum
dos métodos disponiveis que identificam ECN sdo adequados suficientemente
devido a variedade de expressdo genética dessas caracteristicas fenotipicas.
Além disso, 77 isolados ECN identificados em amostras de leite cru e queijos
feitos com leite cru por Ruaro et al (2013), mostraram uma grande diversidade,
em termos de nimero de espécies e cepas nas fazendas do norte da Italia. Isto
€, a composicdo dos meios de cultura utilizados pode influenciar no perfil de

cepas que crescem nela, mesmo quando provenientes de uma mesma amostra.
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A comparagao entre os dois meios de cultura foi qualitativa e néo
guantitativa, uma vez que, para fins de regulacao, o principal é a classificacédo de
conformidade fornecida no laudo da andlise microbiolégica.

Em BPA-RFP, 10% das amostras estavam em desacordo com os limites
estabelecidos pela RDC para a contagem de ECP, enquanto em MSA, 40%
estavam fora do limite. Costa et al (2012) realizaram contagem em placa de
amostra de queijo Minas frescal adquiridos no Rio de Janeiro em BPA, e
encontraram uma propor¢gdo mais elevada de amostras em desacordo com a
RDC n° 12 (40%). Dias et al (2016), no entanto, classificaram 30% de suas
amostras de queijo Minas artesanais e industriais como fora dos padrdes da
RDC n° 12 na contagem em BPA, num estudo feito em Goias. Essa variagdo
pode ter ocorrido pois 0s queijos analisados nos estudos citados foram
provenientes de fazendas e industrias com caracteristicas de producdo
diferentes, com controle de producédo e aplicagcdo de boas praticas distintos e,
portanto, qualidade do produto final, variavel. A fonte da contaminacao pode ser
desde manipulacdo inadequada até pasteurizacdo deficiente, ou mesmo
recontaminacao pos pasteurizacao.

Zocche et al (2012) classificaram 28 amostras de queijo Minas frescal
adquiridas do Rio Grande do Sul pela contagem em BPA e compararam com a
RDC n° 12. Similarmente ao presente estudo, 10,7% das amostras estavam em
desacordo com a legislacdo no que diz respeito ao critério microbiolégico para a
contagem de ECP.

Através da avaliacdo qualitativa dos meios de cultura BPA-RPF e MSA
feita nesse trabalho, ndo foi possivel afirmar se eles sdo diferentes entre si para
uso em amostras de alimentos. No que diz respeito as amostras contendo genes
de viruléncia, a maior parte delas estava em acordo com leis vigentes (BRASIL,
2001) pela contagem em placa de ECP com ambos os meios, classificando os
gueijos em condi¢cdes adequadas para consumo. Entretanto, o MSA foi capaz de
avaliar como improprias para consumo um numero maior de amostras (4/9) com
isolados carreadores de genotipo de viruléncia quando comparado ao BPA-RPF
(2/9).
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Uma amostra (Q4) em particular apresentou um grande numero de
isolados com genotipo de viruléncia e uma grande variedade de padrdo de
combinacdo de genes de viruléncia. O elevado numero de genes de viruléncia
demonstra que possivelmente ha um reservatorio dessas cepas virulentas que
entrou em contato com o processo de producdo do queijo, seja o proéprio
rebanho ou o manipulador. Olivindo et al (2009) realizaram o monitoramento da
gualidade do leite de cabra por meio da deteccdo de S. aureus em amostras de
maos de ordenhador, tetas das cabras, leite, ordenhadeira e agua. Foram
observados comportamentos muito similares das bandas através de REP-PCR,
0 que pode indicar que os isolados sao clones epidemiologicos. As maos do
ordenhador frequentemente caracterizaram-se como iniciador de contaminacgao
nas amostras S. aureus, relata. Ressalta-se que a amostra Q4 estaria
classificada como “imprépria para consumo” de acordo com a RDC n° 12 na
contagem em BPA-RPF. Portanto, caso o monitoramento de todo o lote fosse
feito previamente, ele poderia ser retirado de circulacdo e nao representaria um
risco para saude. Recomenda-se estudos de identificacdo dos isolados e seus
complexos clonais para saber a possivel fonte proveniente dessa contaminacéo.
Vicentini et al (2013) avaliaram o custo de adequacdo de vinte
estabelecimentos produtores de queijo em Campos das Vertentes (MG), com
aplicacdo de questionario com itens referentes a: qualidade da agua; manejo
sanitario do rebanho; higiene da ordenha; instalacfes (curral de espera, sala de
ordenha e queijaria); controle da qualidade da matéria-prima e dos queijos;
higiene pessoal dos manipuladores; equipamentos e utensilios; limpeza das
instalacBes; destino de dejetos e tratamento de efluentes; transporte e
comercializacdo. Eles comprovaram que, tanto os produtores de queijos
artesanais, quanto de queijo industriais, necessitam de investimentos para
adequacdo a legislacdo de Minas Gerais, 0s quais estdo acima da renda
auferida pelas suas producdes individuais. Os autores ainda propdem uma
alternativa para os produtores de queijo ndo artesanal, que representa a maioria,
gue seria a formacédo de associacdes para centralizar a producéo.

Bennett; Hait e Tallent (2015) consideram que a contagem minima de S.
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aureus para producdo de EE é de log 5 UFC/g. Das amostras com cepas
toxigénicas, analisadas nesse estudo, duas (Q4 e Q9) apresentaram isolados S.
aureus toxigénico. Entretanto, nenhuma delas apresentou contagem de ECP
superior a log 4,23 UFC/g. Portanto, é possivel que, uma vez ingeridos, esses
alimentos ndo causassem intoxicacao alimentar. Ainda assim, € necessario que
o dado relativo a contagem minima exigida seja reconsiderado quando o
alimento contaminado é ofertado a populacao imunocomprometida.

Para fins de avaliacdo de alimentos, a RDC considerar ECP como S.
aureus, fornece resultado reprodutivel. Mas é importante destacar que ha outras
espécies de estafilococos que sdo coagulase positiva, e o célculo de ECP
baseado apenas em S. aureus pode subestimar a real contaminacéo presente
nessa matriz alimentar. Entretanto, em termos de custo e tempo, essa
metodologia, baseada na ISO 6888-2 é vantajosa, ja que foi aplicada uma PCR
multiplex que identificou espécies coagulase negativa e S. aureus. Figueiroa et
al (2009) pesquisaram a presenca de Staphylococcus sp. enterotoxigénico em
10 amostras de queijo coalho em Pernambuco. Isolaram 20 cepas de
Staphylococcus sp. e desses 10 foram reconhecidos como S. aureus coagulase
positiva, 3 foram identificados como ECN, porém outros 6 foram identificados
como outras espécies de ECP néo-S. aureus.

A caracterizacdo em nivel de género das cepas isoladas de ambos os
tipos de agar utilizados, foi feita com a amplificacdo do gene tuf (tstag). Outros
estudos ja utilizaram os genes 16S rRNA ou o hsp60 para este fim. Entretanto, a
PCR desenvolvida com base no gene tuf, que codifica o fator de elongacao Tu
(EF-Tu), segundo Martineau et al (2001), mostrou-se altamente sensivel e
especifica.

Uma identificacdo mais apurada desses isolados de ECN em nivel de
espécie é recomendada para entendimento do seu potencial patogénico e
monitoramento epidemiolégico. Uma variedade de espécies ECN tem sido
identificada em amostras de leite e seus derivados (MARTINS et al, 2014;
NUNES et al, 2016; RUARO et al, 2013).

E importante ressaltar que os queijos dessa pesquisa, de acordo com o
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rétulo, foram produzidos a partir de leite pasteurizado. Isto é, o leite sofreu
processo de aquecimento a 65°C por 30 min para eliminar microrganismos
prejudicais a saude, como S. aureus. Essa € a etapa inicial de producédo do
gueijo e, portanto, a partir dela, qualquer fonte de contaminacdo microbioldgica,
ndo serd mais tratada nem quimica, nem termicamente. Torna-se essencial o
cuidado com a higiene dos utensilios, dos equipamentos, dos manipuladores e
dos ingredientes a entrarem em contato com o alimento (MEDEIROS et al, 2013).
No presente estudo, foram detectados 32 isolados S. aureus (12%), sendo 70%
das amostras positivas para esse microrganismo e 40% das amostras com
potencial toxigénico. Zeinhom; Abdel-Latef e Jordan (2015) encontraram
proporcao baixa (12%) de S. aureus em amostras de queijo feta provenientes de
mercados no Egito, sendo que 4% das amostras possuiam S. aureus toxigénico.

Embora ndo haja parametro na legislacéo para ECN, a contagem média
de log 5,49 UFC/g encontrada nesse estudo, estaria fora dos padrdes
equivalentes a ECP. Fontes et al (2013) pesquisaram 35 amostras de queijo
fresco de Juiz de Fora (MG) quanto ao perfil de ECN, sendo isoladas 277 cepas
e a contagem em MSA variou de log 6,58 UCF/g a 7,45 UFC/g.

Além do mais, no presente estudo, 30% (42/140) dos isolados ENC
possuiam genaotipo toxigénico e desses, 45,2% (19/42) carreavam genes que
codificam EE. Ou seja, a maior parte dos ENC isolados podem ter a capacidade
de produzir toxinas (SEB e SED), que ao serem ingeridas, causariam
intoxicacdo alimentar. Essa contaminacdo pode ter sido proveniente de leite
contaminado fornecido por vacas com mastite subclinica. Isto €, infec¢cdes nas
tetas sem sintomas aparentes e que nao foram notadas pelo ordenhador, ou nédo
passaram por testes de deteccdo de mastite no leite. Os sistema APPCC
proporciona que a matéria prima utilizada para elaboracéo do queijo Minas tenha
procedéncia verificada e seja analisada quanto aos aspectos quimicos, fisicos e
microbiolégicos, antes de entrar na linha de producdo (KADARIYA; SMITH;
THAPALIYA, 2014).

Martins et al (2014) utilizaram o BPA para avaliar contaminacdo de queijo

Minas padrdo e frescal. Nesse meio, 17% dos isolados considerados
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Staphylococcus spp. foram considerados do género Micrococcus sp. através do
teste da furazolidona. Nesse estudo a diferenciacao foi feita através do marcador
de género tstag e 9% nado possuiam esse marcador. Poucos estudo fazem essa
diferenciacdo, mas ela é indispensavel para evitar erros de identificacdo
(MARTINS et al, 2014).

Muitos estudos diferenciam ECP de ECN através da identificacdo das
espécies coagulase negativas por PCR. Entretanto, os levantamentos atuais
(ANVISA, CDC) mostram o crescimento do numero de espécies coagulase
negativa de importancia clinica e para a industria de alimentos. Portanto, ensaios
gue detectem todas as espécies relevantes em um mesmo protocolo tornam-se
cada vez mais desafiadores de serem desenvolvidos.

No geral, a contagem de ECN é feita apenas por eliminacdo das espécies
S. aureus em uma populacdo de Staphylococcus sp. Ou seja, cepas néo
identificadas com genes espécie-especifico (femA, coa, nuc, spa) para S. aureus
sdo consideradas ECN. Embora, esse meétodo seja valido em casos de
identificacdo de um Unico patdgeno, na caracterizacdo de uma populacéo
contaminante diversa, pode levar a resultados superestimados. Por exemplo,
algumas espécies de S. aureus podem nao ter gene coa detectado através de
determinada PCR. Ou outras espécies coagulase positiva que ndo possuem
marcadores femA, nuc ou spa, podem ser consideradas ECN de maneira
errbnea (OKOLIE et al, 2015).

Diferente da maioria dos ensaios que utilizam a regido do 16s rRNA como
alvo para identificacdo, no caso dos ECN, esse alvo possui baixo poder
discriminatério. Com isso, o protocolo aqui utilizado baseou-se na sequéncia do
gene tuf de diversas espécies de ECN, que serviu de base para o
desenvolvimento de um primer para espécies ECN (OKOLIE et al, 2015).
Estudos demonstram que a analise da sequéncia do gene tuf para identificacédo
de ECN apresentou resultado reprodutivel e preciso. Hwang et al (2011)
compararam trés eixos de identificacdo de ENC: o sequenciamento do 16s rRNA
em quatro diferentes bases de dados, com a analise do gene tuf em duas bases

de dados, com dois sistemas de identificacdo fenotipica. Os resultados
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mostraram que a analise do gene tuf tem melhor poder discriminatério para ECN
guando comparado ao 16s rRNA (HWANG et al, 2011).

Marcadores genéticos de viruléncia, sdo importantes para a determinacéo
de cepas com potencial para causar intoxicacao estafilocécica ou disseminar
habilidades virulentas (SANTANA, E. et al 2010). Neste trabalho dos 172
isolados que foram testados para a presenca de genes de viruléncia, 27,9%
(48/172) apresentaram pelo menos um gene de viruléncia (seb, sed, eta, etb
elou etd). Esse resultado é semelhante ao encontrado por Costa (2010), que
pesquisou cinco genes para EE (EEA, B, C, D e E) em 111 Staphylococcus spp.
isolados de queijo minas frescal e 30,6% foram positivas para pelo menos um
gene.

Foram encontrados 10 perfis distintos de cepas carreando combinacéo de
genes de viruléncia e de caracterizacdo de Staphylococcus sp. O mais
prevalente foi cns+eta (31,25%), seguido de cns+etatetd. A combinacao
spat+seb foi a mais prevalente da espécie S. aureus associadas a genes de EE.
Segundo Rosa et al (2014), os perfis dos genes para as EE parecem ser
variaveis entre diferentes anos e origens geograficas.

Nenhum dos isolados carreavam genes sea ou sec. Estudos anteriores
demonstram que a auséncia ou baixa incidéncia do sec € usual, no que diz
respeito a isolados de Staphylococcus sp. em amostras de leite e derivados
(COSTA et al, 2012; NUNES et al, 2016; VERAS et al, 2008; ZEINHOM; ABDEL -
LATEF; JORDAN, 2015). Zinhim, Abdel-Latef e Jordan (2015) ndo encontraram o
gene sea em nenhum de seus isolados, e 0 mais prevalente foi 0 gene para SEB,
semelhante ao nosso estudo. Com relacdo a SEB, sabe-se que ela € inativada
pela pepsina em pH préximo de 2, ou seja, pode perder sua funcdo durante o
processo digestivo (GRUMANN; NUBEL; BROKER, 2014).

A maioria dos genes EE é controlada pelo locus agr. Os genes seb, sec e
sed tém sido demonstrados como agr-dependentes, enquanto 0S genes sea e
sej como agr-independentes (SANTANA, E. et al, 2010, BAYLES, 1989). Isso
pode explicar a prevaléncia de sec e sed em um mesmo isolado ou cepas

provenientes de uma mesma amostra.
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Nesse estudo, o gene para EE mais prevalente foi o de EEB e EED,
enquanto nenhuma cepa carreava 0 gene sea. Mas a maioria das pesquisas de
reviséo relatam que os genes mais envolvidos em intoxicagao alimentar sao sea
e sed (ARGUDIN; MENDOZA; RODICIO, 2010; GRUMANN; NUBEL; BROKER,
2014; SANTANA, E. et al, 2010), sendo necesséario também uma quantidade
menor de microrganismos para a producéo dessas EE, quando comparadas aos
outros tipos. A maior parte dos Staphylococcus spp. envolvidos em surtos de
intoxicacdo, entre 1998-2002, em Minas Gerais, carreava gene para EEA
(VERAS et al, 2008).

As EE sao tipicamente associadas a S. aureus como fator de viruléncia
gue causa supressao do sistema imune (PARK et al, 2011). Apesar disso, no
presente estudo, também foram encontradas cepas ECN carreando genes de
EE. Dezenove (13,6%) isolados ECN carreavam pelo menos um gene para EE.
Dessas, quinze cepas eram carreadoras do gene sed. Como dito acima, a maior
parte dos surtos de DTA séo associados a EED ou EEA. Isso sugere que muitas
vezes a intoxicacao alimentar pode ser estabelecida por cepas ECN. No estudo
de Veras et al (2008), os isolados Staphylococcus sp. envolvidos em surtos
alimentares classificados como ECN, foram capazes de produzir a toxina na
forma detectavel em ensaio imunolégico. Mas o sed foi o gene menos
encontrado, divergindo do nosso estudo.

Nunes et al (2016) pesquisaram através de PCR genes para EEA até EEI
e EE-like em 6 amostras de queijo Minas frescal comercializados no Rio de
Janeiro. Dos 10 isolados ECN estudados, o gene seb foi carreado por 90% e o
sec por 70%. Embora o gene seb, nesse estudo tenha sido o mais prevalente, a
proporcao ficou somente em 10%. O referido autor afirmou que o queijo Minas
frescal parece deter uma microbiota que além de diversa, possui genes para
toxinas superantigénicas.

O método utilizado para a detec¢éo de EE, foi apenas por caracterizacao
molecular. Ou seja, demonstram que o isolado carreia 0 gene para determinada
toxina em seu genoma. Todavia, esse achado ndo garante a producdo das

toxinas, devido aos diversos determinantes que influenciam em sua producéo,
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como pH, temperatura, competicao, atividade de agua e etc. Portanto, ensaios
imunolégicos para detectar a produgdo das EE in vitro demonstrariam a
capacidade dessas cepas em estabelecerem a intoxicagéo alimentar (BLAIOTTA
et al, 2004). E importante frisar que, especialmente os fatores de viruléncia agr-
dependentes, tém sua expressao influenciada por varios fatores ambientais. No
caso da producdo da EEB, sua expressdao aumenta de acordo com a maior
producdo de peptideos indutores na mudanca da fase log para a fase
estacionaria, através de sistema quorum sensing (ZEINHOM; ABDEL-LATEF,;
JORDAN, 2015).

Em nosso estudo, muito importante foi a proporcdo de isolados que
carreavam genes para TE. Trinta isolados carreavam genes para TEA, TEB ou
TED, sendo que 4 isolados eram S. aureus. A maior parte dos trabalhos que
analisam amostras de leite e derivados e pesquisam Staphylococcus spp.
carreador de TE, encontram dados negativos (FERREIRA, 2016; FIGUEIROA et
al, 2009; RODRIGUES et al, 2017; SILVEIRA-FILHO et al, 2014). Em isolados
clinicos, o carreamento de genes para TE € mais frequente (INDRAWATTANA et
al, 2013). Até o momento, ndo temos conhecimento de nenhum artigo cientifico
publicado com deteccédo desses genes (eta, etb e etd) em queijo Minas frescal.

A expressdo do gene e a producdo das TE devem ser confirmadas
através de testes imunoldgicos (JARRAUD et al, 2000). Mas ainda assim, os
efeitos da exposicéo oral de determinantes virulentos como o de producéo de TE
devem ser esclarecido. Sabe-se que, alguns isolados de S. aureus com a
habilidade de produzir TEA e leucotoxinas, podem causar enterocolite, com um
prognostico bem distinto das sindromes (SSSS e Bl) causadas por essas toxinas
em outras cepas (ANEXO A). Os sintomas sdo semelhantes ao de uma
intoxicacdo alimentar, mas sdo acompanhados de febre. Isso pode acontecer
especialmente em pacientes que sdo administrados com amplo espectro de
antibidticos, permitindo, assim, que essas cepas de S. aureus cresgcam em
detrimento da microflora natural (FOX, 2015).

O gene eta esta localizado no genoma bacteriano, enquanto o etb é

encontrada em plasmideos e a etd é encontrada em ilhas genémicas. Portanto,
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€ possivel que as 14 cepas carreadores de gene que codificam TEB e TED,
possuam a capacidade de transmissdo de suas caracteristicas. Assim, a
disseminacdo através de alimentos dessas cepas pode significar a exposicao de
caracteristicas virulentas a cepas circulantes na comunidade (GRUMANN;
NUBEL; BROKER, 2014).

Além de aspectos relativos as condi¢Bes higiénico-sanitarias da producéo
do queijo Minas frescal, a presenca de cepas com gendtipo de resisténcia a
antibidtico transferiveis € um importante critério de avaliacdo (SPANU et al,
2012). No presente estudo, nenhum isolado foi positivo para a presenca do gene
mecA. Outros estudos mostraram baixa ou nenhuma presenca dessa
caracteristica, tanto por analise de perfil por antibiograma, quanto por PCR.
Costa et al, (2012) encontraram 77,9% dos isolados Staphylococcus spp. obtidos
das amostras de queijo Minas Frescal sem o0 gene mecA, e 91,9% nao possuiam
0 gendtipo de resisténcia a meticilina.

Ruaro et al (2013) isolaram 77 cepas de ECN de amostras de leite e
gueijos de diversos tipos de animais saudaveis, de diferentes fazendo no norte
da Italia. O gene mecA ndao foi detectado em nenhum dos isolados. Ele ainda
conclui que algumas fazendas ou industrias de laticinios ainda podem ser
considerados ambientes de baixo risco a transferéncia de suas caracteristicas
de resisténcia.

Guimaraes et al (2013) avaliaram o perfil de susceptibilidade a antibiéticos
em queijo coalho comercializados em Salvador, Bahia e encontraram apenas
13,3% de ECP resistente a oxacilina através do método de disco difuséo.
Entretanto, Fontes et al (2013) encontraram 81,5% de cepas ECN que
carreavam o gene mecA, em isolados provenientes de queijo fresco.

Por fim, € necessaria a comparacdo desses achados com perfis de
Staphylococcus sp. toxigénicos encontrados em isolados de vacas com mastite.
Nos casos de mastite estafilocécica, a enterotoxina mais frequentemente
produzida € a EEC. Mas de maneira isolada, descrevem-se outros tipos de EE
(EEG a EEJ) em casos de mastite, inclusive relacionadas a ECN (KROL et al,

2016). Coelho et al (2009) relataram pioneiramente cepas de S. aureus com
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gene sea em amostras de leite de vacas com mastite subclinica do Rio de
janeiro. Foram encontrados também isolados com outros genes de viruléncia
como o gene para proteina A. Mello et al (2016) analisaram o perfil clonal de
isolados estafilocdcicos de gado com mastite subclinica em seis estados do
Brasil (PR, SC, RS, SP, MG e PE) e foi encontrada uma similaridade genética
entre os S. aureus estudados. Diferente do nosso estudo, o gene mais
prevalente foi 0 sea e 0 menos prevalente foi o sed. Por tanto, sao indicados
estudos de perfil clonal em cepas isoladas de vacas mastiticas de fazendas
produtoras de queijo Minas no Rio de Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo.

No presente estudo, ndo foram encontradas cepas para o gene tsst ou pvl.
Isso esta em acordo com estudos feitos tanto em isolados de alimentos, quanto
em isolados clinicos de tetas com mastite que encontram auséncia ou baixa
incidéncia deste gene (FIGUEIROA et al, 2009; MELLO et al, 2016; NUNES et
al, 2016; RODRIGUES et al, 2017; VELASCO et al, 2014).
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CONCLUSAO

A contaminagdo microbiologica de queijo Minas frescal comercializados
em grandes redes de mercados do Rio de Janeiro é uma verdade
presente nas amostras aqui estudadas. Em 10 amostras, foram isoladas
266 cepas, sendo 32 caracterizados como S. aureus e 140 como ECN, os
demais eram outras espécies nao-S.aureus ou pertencentes a outro
género.

Foram encontrados 50 estafilococos com genes para EE ou TE, sendo 42
ECN e 8 S. aureus. Os genes encontrados foram seb, sed, eta, etb e etd.
O mais prevalente entre as EE foi o sed e o mais prevalente entre as TE
foi o etd. Mesmo que a capacidade de producdo de toxina ainda deva ser
confirmada, o isolamento de alguns isolados com genoétipo multivirulento
pode significar a circulacdo de cepas com habilidade de transmissao de
seus determinantes.

Quanto aos critérios da RDC n°12, 10% das amostras semeadas em
BPA-RPF foram consideras “improprias para consumo” e 40% das
amostras semeadas em MSA, sendo que, somente uma amostra, ndo
apresentou isolados com genes de viruléncia. Através da avaliacao
gualitativa desde trabalho, pode-se apenas afirmar que ambos 0s meios
apresentaram caracteristicas distintas ou subjetividades na contagem em
placa. E embora todos os S. aureus com gendétipo de viruléncia tenham
sido provenientes do BPA-RPF, pode-se considerar, para fins de pesquisa,
0 uso de ambos os meios de cultura para contagem de estafilococos.

O gene que codifica para a resisténcia a meticilina ndo foi detectado nos
isolados estudados nesse estudo.

Foram detectados 28 isolados carreadores de gene para TEA, TEB e TED,
sendo 24 ECN e 4 S. aureus. Até 0 momento, os autores do trabalho ndo
tém conhecimento de nenhum artigo cientifico que tenha detectado estes
genes (eta, etb e etd) em queijo Minas frescal.

Os dados aqui apresentados sao apenas informagdes técnicas levantadas
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ao longo de dois anos para o desenvolvimento dessa pesquisa. Espera-
se que através deles, sejam desenvolvidas novas pesquisas e novas
discussbes na area de seguranca de alimentos, com o foco principal

sendo a saude do consumidor final.
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ANEXO A - FIGURA DA SINTOMATOLOGIA DA SINDROME DA PELE
ESCALDADA, CAUSADA PELA TOXINA EXFOLIATIVA PRODUZIDA POR S.

aureus.

Fonte: Dermatology Handbook for medical students & junior doctors. British Association of
Dermatologists.
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ANEXO B - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DA PRODUCAO DO QUEIJO

MINAS FRESCAL.

Pasteurizacio AdicAo da AdicAo do
COrdenha |:> do leite a |::> culttura lactea a |:> Homogeneizacdo Cloreto de
BHC/30 min arc Calcio
Agitacio por Corte da = A AdicAo do
15 min Cl coalhada C' Coagulacao <:| Hemogensizagse coalho liquido
Dessoragem |:> Enformagem |:> Salga |:> Embalagem Distribuicio

Adaptado de Material Técnico — Queijo Minas Frescal. Embrapa. 2005.
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ANEXO C — MEIOS DE CULTURA, REAGENTES E SOLUCOES (PARTE )

1. Brain Heart Infusion (BHI)
Infuso de cérebro bovino: 200,0 g/L;
Infuso de coragédo bovino: 250,0 g/L;
Proteosepeptona: 10,0 g/L;
Dextrose: 2,0 g/L;
Cloreto de sédio: 5,0 g/L;
Fosfato dibasico de sodio: 2,5 g/L; Agua purificada: 1000 ml.

2. Agar tripticaseina de soja (TSA)
Peptona de caseina 15¢g
Peptona de soja 59
Cloreto de sédio 5g
Agar 159
Agua purificada.1000mL
Suspender os componentes em agua purificada e aquecer sob agitacéo até a
completa dissolucéao do agar. Esterilizar em autoclave a 121-C durante 15
minutos.
pH: 7,3+ 0,2 a 25-C.
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ANEXO C — MEIOS DE CULTURA, REAGENTES E SOLUCOES (PARTE Il

3. Baird-Parker Agar Base (BPA)

Triptona 10,0g/I

Extrato de bovino 5,09/l

Extrato de leveduras 1,09/l

Cloreto de litio 50g/I

Glicina 12,09/l

Piruvato de sédio 10,0g/I

Telurito de potéassio 0,1

Agar 20,0/

Emulsédo de gema de ovo 50,0 ml /I
pH 6.8 £ 0,3

4. Suplemento Fibrinogénio e plasma de coelho liofilizado (RPF)

lasma de Coelho 2,5ml/frasco
Fibrinogénio 500,0mg/frasco
Inibidor de Tripsina 2,5mg/frasco

Telurito de Potassio 2,5mg/frasco



5.

Agar manitol salgado (MSA)

Extracto de bovino 1,0g/I

Hidrolisado pancreético de caseina 5,0g/l
Hidrolisado péptico de tecido animal 5,0 g/l
Cloreto de sédio 75,09/l

D-Manitol 10,09/l

Vermelho de Fenol 0,025¢/I

Agar 15,09/l

pH: 7,4+ 0,2

Solucéo de lise para bactérias Gram negativas

Tris/HCI 20 mM
EDTA2 %

% Triton X-100 1 mM
Lisozima 20 mg/mL
pH 8
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ANEXO C - MEIOS DE CULTURA, REAGENTES E SOLUCOES (PARTE llI)

Tampéo B3 (MACHEREY-NAGEL, Alemanha, 2016) — em 100ml de tampé&o

de lise
Gu- HCI 36-50%
pH: 4,8

Tampédo BW (MACHEREY-NAGEL, Alemanha, 2016) — em 100 ml de tampéao

de lavagem
Gu-HCI 36-50%
Isopropanol 20-50%
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ANEXO C - MEIOS DE CULTURA, REAGENTES E SOLUCOES (PARTE IV)

9. Tampao B5 (MACHEREY-NAGEL, Alemanha, 2016) — em 100 ml de tamp&o
de lavagem
10mM Tris-HCI

80ml etanol

10. Tampé&o BE (MACHEREY-NAGEL, Alemanha, 2016) — em 100ml de tamp&o
de eluicao
5mmM Tris-HCI
pH: 8,5

11.TrisHCI-EDTA

Tris HClI 10 mM
NaCl 100 mM
1mM EDTA

pH: 8,0
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APENDICE A — FOTOGRAFIA DE AMOSTRA DE QUEIJO APOS PROCESSO

DE MACERACAO.

Fotografia retirada pelos proprios autores
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APENDICE B — FOTOGRAFIA DE SUJIDADE EVIDENTE DENTRO DA
EMBALAGEM DA AMOSTRA Q3 LACRADA.

Fotografia retirada pelos préprios autores
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APENDICE C - PLACA DE PETRI COM BPA-RPF COM FORMACAO DE

MASSA SOLIDA.

Fotografia retirada pelos préprios autores
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APENDICE D - PLACAS DE MSA COM CRESCIMENTO DE COLONIAS

FERMENTADORAS (AMARELAS) E NAO-FERMENTADORAS DE MANITOL
(AVERMELHADAS).

Controle ATCC 25923

Fotografia retirada pelos proprios autores



