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RESUMO

O queijo de Coalho é muito consumido na regido Nordeste e, sua producdo, representa
importante atividade econdmica e social. Porém, seu processamento e comercializacdo em
condi¢cdes inadequadas, tornam esse produto um dos principais veiculos de bactérias
patogénicas, com destaque para Staphylococcus sp., propiciando o desenvolvimento de
doencas de origem alimentar em humanos. Com o objetivo de avaliar o perfil de
contaminacéo de queijo de Coalho por Staphylococcus coagulase positiva e negativa e, avaliar
a ocorréncia de genes codificadores de enterotoxinas estafilococicas, foram analisadas 300
amostras de queijos de Coalho, proveniente de 15 marcas, dentre as quais sete artesanais e
oito industriais. As amostras foram submetidas a pesquisa de Staphylococcus sp. e apos
isolamento e caracterizagcdo bioquimica convencional, foram selecionados 207 isolados de
Staphylococcus sp. para identificagdo fenotipica (API®-STAPH) e genotipica, através da
pesquisa do gene femA e deteccdo de genes (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei e segj)
codificadores de enterotoxinas, utilizando-se a técnica de reacdo de polimerizacdo em cadeia
(PCR). Foram identificadas 14 espécies de Staphylococcus, sendo trés coagulase positiva e
onze negativa, com destaque para: S. aureus, S. xylosus, S. cohnni spp. cohnii, S.
saprophyticus, S. epidermidis, S. hyicus, S. lentus, S. sciuri, S. cohnii spp. urealyticus, S.
haemolyticus, S. chromogenes, S. lugdunensis, S. hominis e S. intermedius. Em todas as
amostras de queijo de Coalho artesanais houve prevaléncia de S. aureus; enquanto que nas
amostras industriais predominaram S. xylosus (87,5%) e S. cohnii spp cohnii (50%). A
presenca do gene femA foi detectada em 95% (38/40) dos isolados de Staphylococcus
coagulase positiva e em 16,4% (9/55) dos isolados coagulase negativa. Entre os genes
codificadores de enterotoxinas avaliados, houve prevaléncia do gene seh (53,2%) em cepas
coagulase positiva e do gene seg (46,8%) em cepas coagulase negativa. Os resultados
sugerem uma reavaliacdo dos padrGes microbiologicos brasileiros em relacdo ao género

Staphylococcus em alimentos.

Palavras-chave: Staphylococcus spp., enterotoxinas estafilocécicas, PCR



ABSTRACT

The Coalho cheese is much consumed in region Northeast and its production represents an
important economic and social activity. However, processing and marketing in inadequate
conditions, make this product one of the main vehicles of pathogenic bacteria, with emphasis
on Staphylococcus sp., favoring the development of food borne diseases in humans. In order
to evaluate the profile of contamination of Coalho cheese by Staphylococcus coagulase
positive and negative, and to evaluate the occurrence encoding genes of staphylococcal
enterotoxins, were analyzed 300 samples of Coalho cheese, from 15 marks, being seven
artisanal and eight industry. The samples were submited search for Staphylococcus sp. and
after conventional biochemical characterization and isolation, were selected 207 isolates of
Staphylococcus sp. for phenotypic identification (API®-Staph) and genotypic, through femA
gene search and detection of genes (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei and sej) encoding
enterotoxins using the technique of the polymerase chain reaction (PCR). Were identified 14
species of Staphylococcus, three coagulase positive and eleven negative: S. aureus, S. xylosus,
S. cohnni spp. cohnii, S. saprophyticus, S. epidermidis, S. hyicus, S. lentus, S. sciuri, S. cohnii
spp. urealyticus, S. haemolyticus, S. chromogenes, S. lugdunensis, S. hominis and S.
intermedius. In all samples of Coalho cheese artsinanal was prevalence of S. aureus, while in
industrial samples predominated S. xylosus (87.5%) and S. cohnii spp. cohnii (50%). The
presence of femA gene was detected in 95% (38/40) of isolates of Staphylococcus coagulase
positive and 16.4% (9/55) isolates of coagulase negative. Among the genes encoding for
enterotoxins evaluated, there was prevalence of the gene seh (53.2%) in coagulase positive
strains and the gene seg (46.8%) in coagulase negative strains. The results suggest a
revaluation of the microbiological Brazilian’s standards in relation to the genus

Staphylococcus in food.

Key - words: Staphylococcus spp., staphylococcal enterotoxins, PCR
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1. INTRODUCAO

Entre os produtos lacteos mais consumidos, destacam-se 0s queijos e, na regiao
Nordeste, a énfase é dada ao queijo de Coalho, que se obtém por coagulacdo do leite pela
adicdo do Coalho ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela
acdo de bactérias lacteas selecionadas e comercializado normalmente com até 10 (dez) dias de
fabricagcdo (BRASIL, 2001).

A producdo de queijo de Coalho representa importante atividade sécio-econdémica
para os estados do Ceara, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte, sendo a maior parte de
sua fabricacdo de origem artesanal. No Estado do Ceara, como em toda regido Nordeste a
producdo de queijo de Coalho pode ser divida em dois setores: os das médias empresas,
fiscalizadas por oOrgdos oficiais, e 0 das pequenas unidades artesanais, localizadas,
principalmente, na zona rural, sem qualquer fiscalizacido (NASSU et al., 2001). Aquelas que
seguem 0s requisitos minimos da legislacdo, elaboram seus queijos com leite pasteurizado,
podendo classifica-lo como industrializado; porem a grande maioria da producdo artesanal
utiliza leite cru, o que pode resultar em um produto que ndo apresenta Seguranca
microbioldgica.

O queijo, principalmente o artesanal, por ser elaborado na maioria das vezes a
partir de leite cru e em condigdes insatisfatorias de higiene, tem sido considerado fonte de
patdgenos veiculados por alimentos. Por isso, a seguranca microbiologica desse produto é de
grande importancia para a saide do consumidor pelo perigo de causar doengas transmitidas
por alimentos.

Com base em resultados da literatura, o nivel de contaminacdo em queijo de
Coalho tem sido elevado devido a presenca de bactérias patogénicas, com destaque para o
género Staphylococcus (BOARI et al., 2002; BORGES et al., 2008; CUNHA NETO et al.,
2002; FREITAS, 2005; LIMA, 2005).

S. aureus é um dos agentes patogénicos mais envolvidos em surtos de intoxicacao
alimentar. As peculiaridades do seu habitat tornam sua presenca amplamente distribuida na
natureza, sendo transmissivel aos alimentos por manipuladores, na maioria, portadores
assintomaticos, e pelos animais, principalmente o gado leiteiro com mastite (BALABAN;
RASOOLY, 2000).

A ocorréncia de Staphylococcus enterotoxigénicos em alimentos representa um

risco potencial para a salde publica, uma vez que essas espécies, quando presente nos
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alimentos, podem produzir uma ou mais enterotoxinas, que depois de ingeridas, causam
intoxicacdo alimentar, sendo S. aureus a espécie de maior prevaléncia em surtos e casos
esporédicos de intoxicacdo. A presenca desse patdgeno e suas enterotoxinas tem sido
constatadas, com freqliéncia, em produtos como leite cru e queijos. Recentemente, a lista de
enterotoxinas foi expandida pela deteccdo de novos genes e até o momento, ja foram
identificados 20 tipos de enterotoxinas distintas, mas que possuem similaridade na estrutura e
seqliéncia. As classicas (SEA, SEB, SEC,;, SEC,, SEC;, SED e SEE), sdo as de maior
ocorréncia, e outras treze enterotoxinas (SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO,
SEP, SEQ, SER E SEU) foram identificadas e seus genes (seg, seh, sei, sej, sek, sel, sem, sen,
Seo, sep, Seq, ser e seu) correspondentes descritos.

O emprego da técnica PCR, por meio da amplificacdo do gene femA ou parte dele,
tem sido uma ferramenta Util na diferenciagdo de varias espécies de Staphylococcus sendo,
portanto, uma alternativa rapida e segura para identificacdo desta bactéria. Entretanto, a
deteccdo de genes codificadores de enterotoxinas estafilocdcicas, vem sendo realizada por
meio da técnica multiplex PCR, que consiste na amplificacdo simultanea de varios genes pelo

uso de multiplos pares de primers na mesma reacao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos gerais do queijo

O queijo surgiu a 8000 anos no Oriente Médio, quando o primeiro alimento a base
de leite fermentado foi elaborado. Esse produto é considerado um dos alimentos mais antigos
preparados pela humanidade e é, provavelmente, a forma mais arraigada e comum de
preservar por um periodo maior os mais importantes nutrientes do leite (SANTOS, 1990;
BRASIL, 1989).

Dentre as hipoteses sobre a descoberta do queijo, a mais considerada relaciona o
uso de recipientes ou sacos feitos com partes de estdbmagos de animais, onde o leite era
transportado e guardado. O contato do leite com as enzimas liberadas pelo estdmago desses
animais promovia sua coagulacdo, gerando uma massa branca de sabor agradavel. Admite-se
que, com o passar dos tempos, a massa foi colocada em formas, adicionada de sabores e

maturada, sendo o produto resultante chamado de queijo (ANDRADE, 2006).

Na producéo de queijos, sdo necessarios quatro ingredientes basicos e essenciais:
leite, enzimas coagulantes, sal e micro-organismos, além de etapas fundamentais, tais como a
acidificacdo, coagulacdo, sinerese e maturacdo. A combinacdo Unica de ingredientes e
parametros de processamento leva a obtencdo de tipos especificos de queijos com
propriedades peculiares. (FOX et al., 2000).

No Brasil, admite-se como data inicial da fabricacdo de queijos, em escala
comercial, o0 ano de 1885, quando técnicos holandeses foram contratados para uma fabrica de
laticinios em Minas Gerais. A adaptagdo de técnicas da producao de queijo “holandés”
permitiu a elaboracdo do primeiro queijo no pais (RIBEIRO, 1959).

No Ceara e nos estados de Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte, o
destaque fica para a producdo de queijo de Coalho, considerado um produto lacteo tradicional
do Nordeste brasileiro, cuja fabricacdo representa importante atividade sdcio-econdmica para
esses estados, sendo a maior parte da producdo de origem artesanal.

A origem do queijo de Coalho esta relacionada com o fato de ser elaborado

tradicionalmente com o leite coagulado pela acdo do Coalho extraido do quarto estbmago de
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pequenos animais tais como cabrito, bezerro, pred, moco, o0s quais, devidamente preparados,
séo chamados de abomasun ou coagulador (AQUINO, 1983).

O queijo de Coalho, segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
de Queijo de Coalho, pode ser definido como o queijo que se obtém por coagulacdo do leite
pela adicdo do Coalho ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou néo
pela agdo de bactérias lacteas selecionadas e comercializado normalmente com até 10 (dez)
dias de fabricagdo. E um queijo de média a alta umidade, de massa semi-cozida ou cozida e
apresentando um teor de gordura nos solidos totais variavel entre 35,0% e 60,0%. (BRASIL,
2001).

A producéo de queijo de Coalho no estado do Ceard, assim como em toda a regido
Nordeste, pode ser dividida em dois segmentos: o0 das médias empresas, fiscalizadas por 6rgéo
oficiais, e o das pequenas unidades artesanais, localizadas, principalmente, na zona rural, sem
qualquer fiscalizagdo. As unidades produtoras desse queijo, no estado do Ceara, estdo situadas
em duas mesorregides: o Vale do Jaguaribe (Limoeiro do Norte, Morada Nova, Jaguaribe,
etc.) e SertBes Cearenses (Taud, Crateus, Quixada, Quixeramobim, etc.) (Nassu et al., 2001).

Por ser um produto muito difundido, o queijo de Coalho pode ser encontrado em
diversos locais de comercializacao, tais como: feiras, confeitarias, armazéns, lojas de produtos
nordestinos, supermercados, etc., sendo bastante consumido pela populacdo, em todas as
faixas de renda, de diversas maneiras (fresco, assado ou como ingrediente em diversos pratos

regionais).

2.2. Aspectos Microbioldgicos do queijo

A microbiota que compdem o queijo é formada por bactérias laticas, leveduras,
fungos filamentosos e diversas bactérias. As leveduras, os fungos filamentosos e outras
bactérias sdo responsaveis pela formacdo de uma microbiota secundéria, que juntamente com
as bactérias laticas, estdo envolvidas na producdo de acido latico durante a elaboracdo do
queijo e no processo de maturacdo. Tanto as bactérias laticas quanto a microbiota secundaria
modificam as caracteristicas fisicas e quimicas do queijo, contribuindo para alteracbes -
benéficas ou ndo - que ocorrem durante o processo de manufatura e maturacdo do queijo
(FOX et al., 2000).

As bactérias laticas apresentam grande importéncia para a industria de laticinios e

para a producdo de outros produtos fermentados e suplementos alimentares, sendo mais
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conhecidas como culturas iniciadoras em produtos laticos (CARR et al., 2002). Dentre os 11
géneros de bactérias laticas conhecidos, os de maior prevaléncia em queijos artesanais sao:
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus e Leuconostoc (FOX et al., 2000).

No Ceard, Feitosa (1984) avaliou a ocorréncia de bactérias laticas em amostras de
queijos de Coalho artesanais e verificou que Enterococcus (69,5%), foi o principal género
encontrado. Em outro estudo, Carvalho (2007) constatou que, entre 294 isolados de bactérias
laticas, provenientes de amostras de leite, massa de queijo e queijo de Coalho, que houve a
predomindncia dos géneros Enterococcus (51,0%), Lactobacillus (19,7%), Streptococcus
(15,0%) e Lactococcus (14,3%).

Para a elaboracdo de um queijo de qualidade, a obtencdo da matéria—prima requer
alguns cuidados. Além de ser fonte de bactérias laticas, o leite cru, se ndo for obtido sob
condicdes adequadas de higiene, pode ser, também, veiculo de micro-organismos patogénicos
em queijos artesanais. Entretanto, a presenca de patdgenos em queijos elaborados com leite
pasteurizado pode ser atribuida a contaminacdo pés-pasteurizacdo (GRAPPIN; BEUVIER,
1997).

No Brasil, a ocorréncia de micro-organismos indicadores e patogénicos como
coliformes fecais, Salmonella, Listeria e Staphylococcus coagulase positiva em queijos, em
niveis superiores aos estabelecidos pela legislacdo vigente (ANVISA, 2001) tem sido relatada
em varias pesquisas (ALMEIDA FILHO; NADER FILHO, LOGUERCIO; ALEIXO, 2001,
2000; PEREIRA et al., 1999; SALOTTI et al., 2006).

Em amostras de queijo ralado comercializadas em Pelotas — RS, a presenca de
coliformes termotolerantes e Staphylococcus coagulase positiva foi constatada em 13,3%
(2/15) e 33,3% (5/15), respectivamente. Apenas uma das 15 amostras apresentou niveis de
contaminacdo superiores aos padroes estabelecidos pela legislacdo (CAMACHO et al., 2007).

Carvalho (2003) avaliou a qualidade microbiologica de queijos Minas Frescal,
comercializados em Campinas — SP e detectou a presenca de coliformes termotolerantes,
Staphylococcus coagulase positiva e Listeria sp. em 34,4% (32/93), 7,5% (7/93) e 11,8%
(11/93), respectivamente, nas amostras analisadas. Apesar da quantidade total de amostras
fora dos padrdes legais para coliformes termotolerantes, indicadores da presenca de bactérias
enteropatogénicas, ndo foi isolada Salmonella em nenhuma das amostras analisadas.

Em varios estudos, o queijo de Coalho tem sido considerado improprio para o
consumo devido a condigBes insatisfatorias de processamento e comercializagdo, que

contribuem para o elevado nivel de contaminacdo por bactérias patogénicas (BORGES et al.,
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2003; CASTELO BRANCO et al., 2003; FEITOSA et al.,, 2003; FLORENTINO, 1999;
GRANDI; ROSSI, 2007).

Duarte et al., (2005) avaliaram a incidéncia de Listeria sp., Salmonella sp. e
coliformes termotolerantes em amostras de queijo de Coalho, comercializados no Estado de
Pernambuco e constataram a presenca de Listeria sp., Salmonella sp., e coliformes
termotolerantes, em 9,5% (12/127), 5,5% (7/127) e 44,1% (56/127), respectivamente, nas
amostras avaliadas. Em outro estudo, Machado et al. (2007) avaliaram amostras de queijo de
Coalho, comercializados em Fortaleza — CE, e detectaram a presenga de Salmonella sp. e
Staphylococcus coagulase positiva em 20% (16/80) e 58,7% (47/80), respectivamente, das
amostras.

Entre as bactérias patogénicas de maior ocorréncia em queijos de Coalho
destacam-se espécies de Staphylococcus, principalmente S. aureus. Essas bactérias, quando
presentes em elevadas populacdes (10°-10° UFC mL™ ou g?) e sob condicdes adequadas
(temperatura, pH, atividade de agua e O,), representam um problema de saltde publica pela

habilidade de produzirem enterotoxinas e causar intoxicacéo alimentar estafilocdcica.

2.3 Staphylococcus sp.

Os membros do género Staphylococcus sdo cocos gram positivos, com 0,5 a
1,5um de diametro, apresentando-se isolados, aos pares, em tétrades ou em forma de cachos
de uva (BANNERMAN, 2003). Sdo mesofilicos, tolerantes a concentraces salinas que
variam entre 10% a 20%, crescem na faixa de pH de 4 a 9,8 e possuem a capacidade de
crescerem em valores baixos de atividade de agua (0,83 — 0,86) (FRANCO; LANDGRAF,
2004). S&o tipicamente encapsulados ou com formacdo de capsula limitada, usualmente
catalase positiva, ndo apresentam motilidade e nem produzem esporos, sendo 0S mMesmos
classificados como anaerdbios facultativos, exceto S. saccharolyticus e S. aureus subsp.
anaerobius (Bannerman, 2003),

De acordo com a classificagdo do Taxonomic Outline of the Prokaryotes Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology (GARRITY et al., 2004), esse género é constituido por 30
espécies e 20 subespécies, sendo consideradas como coagulase positiva S. aureus, S. delphini,
S. intermedius, S. schleiferi coagulans e algumas cepas de S. hyicus e as demais espécies sao
coagulase negativa (GARRITY et al., 2004).
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Staphylococcus estdo amplamente distribuidos na natureza, sendo o homem e o0s
animais os principais reservatorios. Geralmente, sdo encontrados nos pélos, na pele, boca,
narinas, glandulas mamarias, trato respiratorio e intestinal destes hospedeiros. Certas espécies
desse género sdo frequentemente consideradas agente etioldgico de diversas infeccbes em
humanos e animais (BANNERMAN, 2003).

A espécie S. aureus é a principal responsavel por doencas em humanos, estando
essas associadas ao consumo de alimentos ou ndo. Estima-se que entre 30 - 50% da populacéo
humana seja portadora dessa bactéria (LE LOIR et al., 2003). O principal habitat de
Staphylococcus em humanos é a cavidade nasal e, por meio dela, atingem tanto a pele como
ferimentos, a 4gua, o ar, 0 solo, o0 esgoto, plantas de processamento de leite e diversos tipos de

alimentos.

2.4. Intoxicagdo Alimentar Estafilococica

A intoxicagdo alimentar estafilococica € um dos tipos mais comuns de doencas
veiculadas por alimentos. A doenca é causada pelo consumo de alimentos contaminados com
enterototoxinas estafilococicas, pré-formadas, produzidas principalmente, por cepas de S.
aureus e por outras espécies de Staphylococcus. E caracterizada como uma doenca de curso
rapido, devido ao seu curto periodo de incubacgdo, ocorrendo tanto em casos isolados quanto
em surtos que afetam um grande nimero de individuos. Porém, o curto periodo da doenca,
contribui para que casos e surtos ndo sejam relatados, o que leva a uma subnotificacdo da
mesma (JABLONSKI; BOHACH, 2001).

Os principais sintomas da doenca sdo vomitos, diarréia e dores estomacais que
aparecem rapidamente, em torno de 1 a 6 horas, ap0s a ingestao do alimento (JORGENSEN et
al., 2005). Para a manifestacdo da doenca, cerca de 10° células de S. aureus por grama de
alimento sdo necessarias para produzir enterotoxina e apenas um micrograma da toxina
ingerida é suficiente para causar esses sintomas (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION,
1998).

Muitos fatores contribuem para o aparecimento dos sintomas da intoxicacao
estafilocdcica e sua severidade, podendo-se destacar a suscetibilidade do individuo (criancas,
idosos e pacientes imunodeprimidos sdo os mais afetados) e a quantidade de toxina presente

no alimento ingerido.
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As enterotoxinas atuam no trato gastrintestinal de maneira emética e diarréica. Na
forma emética, os sitios dessa acdo estdo localizados no intestino, onde o estimulo é
transferido do nervo vago até o centro do vémito, ocasionando vomitos intensos devido a
retroperistalsia do estdbmago e do intestino delgado, caracterizando, assim, o sintoma de maior
frequéncia em uma intoxicacdo estafilococica (BALABAN; RASOOLY, 2000; DINGES et
al., 2000). A acdo diarréica ndo tem o seu mecanismo de acéo ainda bem definido, mas sabe-
se que ocasiona a inflamacéo e irritacdo da mucosa do estdbmago e do intestino delgado
(DINGES et al., 2000).

Os parametros fisicos e quimicos (Tabela 1) como atividade de &gua, pH,
temperatura, concentracdo salina e disponibilidade de oxigénio influenciam diretamente no

crescimento de Staphylococcus sp. e na producédo de enterotoxinas.

Tabela 1. Parametros importantes para crescimento de S. aureus e producao de enterotoxinas

em alimentos.
Crescimento Producéo de enterotoxinas
Parametro _ : _ i
Otimo Variagao Otimo Variagao
Temperatura (°C) 35-37 7-48 35-40 10 -45
pH 6,0-7,0 4,0-10,0 6,0-7,0 4,8-9,0
Atividade de 4gua  >0,99 0,83 -0,99 0,99 >0,83-0,99
NaCl (%) 0-4 0-20 0-05 0-10
) ) ) Aerdbica _ _
Atmosfera Aerobica Aerobica Anaerobica Aerodbica Anaerobica

(5-20% de Oy)

Fonte: Fonte: ICMSF (1996)

Os principais alimentos envolvidos em uma intoxicacdo estafilocdcica séo
produtos de panificacdo recheados com creme, carnes cozidas (por exemplo, presunto), pratos
ou produtos que envolvem muita manipulacao e leite e seus derivados (BHATIA; ZAHOOR,
2007).

O consumo de produtos lacteos, principalmente queijos, tem sido associado a
ocorréncia de surtos e casos esporadicos de intoxicacdo estafilocdcica em varios paises
(ASAO, 2003; CARMO et al., 2002; DE BUYSER et al., 2001; KEROUANTON et. al,
2007; LECLERC et al., 2002; VERAS et. al, 2008). No Brasil, queijos tipo Minas (CARMO
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et. al, 2002) e de Coalho (INPPAZ/OPS/OMS, 2009) sdo os mais associados a surtos de
intoxicacdo alimentar estafilocdcica.

Segundo dados do Sistema de Informagdo Regional para a Vigilancia
Epidemioldgica das Enfermidades Transmitidas por Alimentos (SIRVETA), no periodo de
1996 a 2002, no Brasil, 86 pessoas se envolveram em surtos de intoxicacdo estafilocdcica
relacionados ao consumo de queijos. Desses casos, dois ocorreram no Estado do Ceara no ano
2000, deixando 14 pessoas enfermas (INPPAZ/OPS/OMS, 2009).

Em 2003, cinco surtos de doencas transmitidas por alimentos — DTA ocorreram
no estado do Ceard com o envolvimento de 311 pessoas. Desses surtos, um estava relacionado
com o consumo de queijo Minas Frescal e queijo de Coalho, abrangendo um total de onze
pessoas que sofreram intoxicacdo alimentar estafilococica. Esses surtos foram notificados
pelo Nucleo de Epidemiologia da Secretaria de Saude do Estado do Ceara, atraves do Informe
Anual de Surtos de DTA (CEARA, 2004).

2.5. Staphylococcus enterotoxigénicos

Staphylococcus enterotoxigénicos sdo especies de Staphylococcus, coagulase
positiva ou negativa, capazes de produzir enterotoxinas estafilococicas quando presentes nos
alimentos, os quais, depois de ingeridos, ocasionam intoxicacdo alimentar estafilococica. A
capacidade de producdo de enterotoxinas tem sido relacionada com producdo da enzima
coagulase por Staphylococcus coagulase positiva, principalmente S. aureus. No entanto, cepas
coagulase negativa também apresentam a habilidade de produzir enterotoxinas (Veras et al.,
2008). Entre as espécies de Staphylococcus coagulase negativa produtoras de enterotoxinas,
destacam-se, S. caprae, S. chromogenes, S. cohnii, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hyicus;
S. lentus, S. sciuri, S. xylosus e S. warneri (PEREIRA et al., 2001).

No Brasil, Cunha Neto et al. (2002) avaliaram amostras de alimentos in natura e
processados, incluindo queijo de Coalho, comercializados no estado de Pernambuco e
observaram a producdo de enterotoxinas estafilocOcicas por seis cepas avaliadas, in vitro,
destacando S. aureus e S. intermedius como as espécies produtoras das enterotoxinas.
Resultado semelhante foi encontrado por Barbosa et al. (2005) que pesquisaram
Staphylococcus coagulase positiva em amostras de queijo Coalho comercializadas em
Teresina — Pl e constataram a presenca de Staphylococcus em 100 % (25/25) das amostras

analisadas e em 36% (9/25) das cepas foi possivel observar a producéo de enterotoxinas. Em
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outro estudo, Veras et al. (2008) avaliaram o potencial enterotoxigénico de Staphylococccus
coagulase positiva e negativa obtidos de produtos lacteos envolvidos em surtos alimentares e
verificaram que 66,7% (20/30) dos isolados produziram enterotoxinas estafilocdcias in vitro.

Em Minas Gerais, Borelli et al. (2006) detectaram enterotoxinas em 93,3%
(70/75) pools de cepas de Staphylococcus, obtidos de leite e produtos lacteos, e constataram
que as espécies que prevaleceram na producao das enterotoxinas foram S. aureus, S. hyicus e
S. intermedius.

No Ceard, uma pesquisa de Staphylococcus coagulase positiva e suas
enterotoxinas em de queijo de Coalho mostrou que, embora 54% (43/80) das amostras
apresentassem elevadas contagens de Staphylococcus spp., ndo foi detectada a presenca de
enterotoxinas estafilococicas nas amostras avaliadas (LIMA, 2005).

Na Europa, Murru et al. (2005) avaliaram amostras de queijos comercializados na
Franca e constataram que 100% (33/33) das cepas de Staphylococcus avaliadas apresentaram
potencial enterotoxigénico, destacando-se as espécies S. epidermidis, S. intermedius, S.
saprophyticus e S. warneri. Em outro estudo, Zell et al. (2008) avaliaram amostras de
alimentos, incluindo queijos duros e macios, comercializados na Germania, e observaram a
producdo de pelo menos um tipo de enterotoxina estafilocdcica em 51,4% (18/35) das cepas
de Staphylococcus coagulase negativa, sendo S. carrnosus, S. equorum, S. piscifermentans e

S. xylosus as espécies responsaveis pela producéo

2.6. Enterotoxinas estafilococicas e genes codificadores de enterotoxinas

As enterotoxinas estafilococicas pertencem a um grupo de proteinas de cadeia
curta, de baixo peso molecular (27 a 34 KDa) produzidas por algumas espécies de
Staphylococcus aureus, podendo também ser produzidas por S. intermedius, S. hyicus, S.
xylosus e S. epidermidis (BHATIA; ZAHOOR, 2007). S&o classificadas dentro de um grupo
de exotoxinas produzidas por Staphylococcus, conhecidas como toxinas pirogénicas
superantigenos (DINGES et al., 2000), que compartilham relacdes filogenéticas, estruturais,
funcionais e homologia de sua sequéncia (BALABAN; RASSOLY, 2000).

Em seu estado ativo, as enterotoxinas sdo resistentes a enzimas proteoliticas tais
como tripsina, quimotripsina, renina e papaina sendo, também, consideradas resistentes ao
calor. Manifestam similaridade na estrutura e sequéncia por apresentarem quantidades

relativamente grandes de lisina, acido aspartico, acido glutamico e tirosina, além de conterem
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somente dois residuos de meia cistina e de triptofano em sua cadeia polipeptidica simples
(BERGDOLL et al., 1974).

A nomenclatura, com letras do alfabeto, de cada enterotoxina, da-se de acordo
com a cronologia de sua descoberta (Tabela 2). J& foram identificadas até o momento 20 tipos
de enterotoxinas, dentre as cléssicas, classificadas de acordo com sua antigenicidade (SEA,
SEB, SEC;, SEC,, SEC3, SED, SEE) e as descritas recentemente (SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK,
SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SEU) com seus respectivos genes codificadores. As
mais recentes enterotoxinas descritas tém sido classificadas como membros da familia das
enterotoxinas baseada em sua seqliéncia e similaridade com as enterotoxinas classicas.
(BALABAN; RASOOLY, 2000; BANIA et al., 2006; CHIANG et al., 2008 ; MORANDI et
al., 2007; OMOE et al., 2005).

A detecgdo de enterotoxinas estafilococicas pode ser considerada, até 0 momento,
limitada, pois os testes imunoldgicos disponiveis no mercado s6 detectam as enterotoxinas
classicas (SEA a SEE). No entanto, a pesquisa de novas enterotoxinas requer a utilizacdo de
técnicas moleculares (reacéo de polimerizacdo em cadeia e suas variacdes) para a deteccdo de
genes codificadores e das enterotoxinas.

Os genes (sea, seb, sec, sed, see, seg, segy, seh, sei, seiy, sej, sek, sel, sem, sen, seo,
sep e seq) codificadores das enterotoxinas estafilococicas podem estar presentes em
bacteriofagos, plasmideos, no cromossomo e em ilhas de patogenicidade cromossomal
(BAYLES; IANDOLO, 1989; KURODA et al., 2001; ZHANG et al., 1998).

No Brasil, Veras et al. (2008) constaram a presenca de genes codificadores de
enterotoxinas estafilococicas em 33,3% (5/15) dos isolados de Staphylococcus coagulase
negativa isolados de produtos lacteos envolvidos em surtos de intoxicacdo alimentar,
ocorridos no periodo de 1998 a 2002, no estado de Minas Gerais. Em outro estudo, Cunha et
al. (2006) pesquisaram genes codificadores de enterotoxinas em cepas de Staphylococcus
coagulase negativa e verificaram a presenca dos genes sea (15%) e sec (5%). Resultado
semelhante foi encontrado por Borges (2006) que detectou os genes sea e sec em 91,7%
(11/12) dos isolados de Staphylococcus provenientes de leite cru (8/12), coalhada (1/12) e
queijo de Coalho (1/12).
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Tabela 2. Tipos de enterotoxinas estafilococicas (SE) e genes codificadores.

. Genes A
Tipos de SE codificadores Referéncia

SEA sea Betley; Mekalanos (1988); Becker et al. (1998)

SEB seb Bergdoll et al. (1959); Jones; Khan (1986); Becker et al. (1998)
SEC, sec, Bergdgll et al. (1965); Borja; Bergdoll (1967); Bohach; Schievert

(1987); Becker et al.(1998)

SEC, sec; Bergdoll et al. (1965); Avena; Bergdoll (1967);

SEC; Secs Reiser et al. (1984)

SED sed E:lzsgné?n et al. (1967); Bayles; landolo (1989); Becker et al.
SEE see Bergdoll et al. (1971); Couch et al. (1988); Becker et al. (1998)
SEG seg Betley et al. (1992); Munson et al. (1998); Omoe et al. (2002)
SEGv segy Blaiotta et al. (2004)

SEH seh Ren et al. (1994); Su; Wong (1995); Omoe et al. (2002)

SEI sei Munson et al. (1998); Omoe et al. (2002)

SElv seiy Blaiotta et al. (2004)

SEJ S€j Zhang et al. (1998); Omoe et al. (2005)

SEK sek Orwin et al. (2001); Omoe et al. (2005)

SEL sel Fitzgerald et al. (2001); Omoe et al. (2005)

SEM sem Jarraud et al. (2001); Omoe et al. (2005)

SEN sen Jarraud et al. (2001); Orwin et al. (2003); Omoe et al. (2005)
SENv sen, Blaiotta et al. (2004)

SEO Seo Jarraud et al. (2001); Omoe et al. (2005)

SEP sep Omoe et al. (2005)

SEQ seq Yarwood et al. (2002); Omoe et al. (2005)

SER ser Omoe et al. (2003); Omoe et al. (2005)

SEU seu Letertre et al. (2003)
SEUv seuy Blaiotta et al. (2004)

Fonte: Borges, 2006.

Rosec e Gigaud (2002) pesquisaram 0sS genes sea, seb, sec, sed, see, seh, sei e sej
em cepas de Staphylococcus isoladas de amostras de queijos elaborados com leite cru,
comercializados na Franca, e constataram a amplificacdo de genes das novas enterotoxinas em
45,8% (54/118) e classicas em 15,2% (18/118) das cepas avaliadas. Em outro estudo,

Cremonesi et al. (2007) detectaram S. aureus enterotoxigénicos, isolados diretamente de
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amostras de queijos elaborados com leite cru, e observaram a presenca dos genes sea, Sec,
sed, seg, sel e sej em 42,4% (14/33) dos isolados.

Na Italia, a identificacdo de genes (sea, sec, sed, seg, seh, sei, sej e sel) de
enterotoxinas em S. aureus isolados de amostras leite e produtos lacteos, incluindo queijos,
mostrou que, para 112 cepas testadas, foram detectados um ou mais genes em 67% (75/112)
das cepas enterotoxigénicas. Dessas 75 cepas, 20 continham somente um tipo de gene (13 sea,
2 sed, 1 seg, 3 seh e 1 sei), enquanto que as 55 remanescentes apresentaram mais de um gene
(MORANDI et al., 2007).

Chiang et al. (2008) avaliaram a ocorréncia de genes de enterotoxinas em 147
cepas de S. aureus isoladas de pacientes envolvidos em surtos de intoxicagdo alimentar
estafilococica que ocorreram, entre 2001-2003, em Taiwan e observaram em 91,8 %
(135/147) a presenca de um ou mais genes, destacando-se, entre 0s genes das enterotoxinas
classicas, sea (29,2%) e sei (29,9%), entre 0s genes das novas enterotoxinas.

Akineden et al. (2008) pesquisaram genes (sea a seo) codificadores de
enterotoxinas em S. aureus isolados de queijos, comercializados na Germania, e detectaram o
gene sec em 20% (13/64) e um dos genes (sea, seg, sei, sem, sen ou seo) em 22% (14/64) dos
isolados. Néo foi constatada nesse estudo a presenca dos genes seh ou sej.

A ocorréncia de genes codificadores de enterotoxinas estafilococicas em cepas de
Staphylococcus spp. isoladas de alimentos, com destaque para leite e produtos lacteos,
incluindo queijos, tem sido constatada em varios estudos (AKINEDEN et al., 2008;
BORGES, 2006; CHEN et al., 2004; CHIANG et al., 2008 ; CREMONESI et al., 2006;
CUNHA et al., 2006; HOLECKOVA et al., 2004; MORANDI et al., 2007; OMOE et al.,
2005; RALL et al., 2008; ROSEC; GIGAUD, 2002).

2.7. Reacdo de polimerizacdo em cadeia - PCR

A tecnologia da reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) foi concebida por Kary
Mullis em meados da década de 80. Desde sua concepg¢do, esta tecnologia causou uma
verdadeira revolucdo na biologia, tanto na pesquisa visando o entendimento de processos
biolégicos fundamentais, como nas areas aplicadas, envolvendo diagnosticos e
melhoramentos genéticos (ANTONINI et al., 2004).

A alta sensibilidade do método de PCR, bem como a sua especificidade, permite

amplificar uma seqiiéncia alvo mesmo a partir de amostras com baixo grau de pureza e de
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quantidades minimas de DNA o que torna 0 método vidvel ndo so para a pesquisa basica, mas
também para a pesquisa aplicada, inclusive no diagndstico de inimeras doengas. E um
meétodo baseado na amplificagdo enziméatica de um determinado fragmento de DNA pela
extensdo de nucleotideos que hibridizam com as fitas complementares de uma sequiéncia -
molde também conhecida como seqliéncia — alvo (ALMEIDA et al., 2004)

Diversas variagdes da técnica de PCR foram desenvolvidas para que 0 vasto
campo de sua utilizacdo possa superar as limitagdes técnicas decorrentes do avanco do
conhecimento biolégico. Essas variacbes permitem a amplificacdo de produtos a partir de
RNA ou DNA, em diferentes concentracdes, e processos de visualizacdo cada vez mais
especificos (ALMEIDA et al., 2004). Dentre as varias técnicas de PCR desenvolvidas, as mais
comuns sdo: a RT — PCR (Reverse Transcriptase Chain Reaction), Muliplex PCR, Nested —
PCR e PCR Competitiva.

A RT — PCR (Reverse Transcriptase Chain Reaction) consiste em um método de
amplificacdo de acidos nucléicos a partir de moléculas de RNA convertidas em DNA
complementar (cDNA), sendo este utilizado como molde na reacéo de PCR que fornece dados
quantitativos e/ou qualitativos.

Na Multiplex PCR, dois ou mais segmentos de DNA s&o utilizados na
amplificacdo sendo empregado o par de primer especifico para cada fragmento, o que facilita
e simplifica alguns experimentos como testes de paternidade.

Nested — PCR consiste na realizacdo de uma PCR utilizando como molde o
produto amplificado numa primeira PCR. Neste caso, um produto amplificado é
reamplificado a partir de primers que se hibridizam no interior do produto da primeira reacéo.

Na PCR Competitiva, além do DNA molde, é adicionado a reacdo outro trecho do
DNA, de sequéncia, tamanho e concentraces definidas (controle), cujas extremidades sdo
complementares também aos primers que irdo amplificar a seqliéncia alvo. O resultado € a

amplificacdo de dois trechos de DNA, o de interesse e o controle.

2.8. Uso da PCR na identificacdo de Staphylococcus

A técnica de PCR tem sido uma ferramenta util na identificacdo e avaliacdo do
potencial enterotoxigénico de Staphylococcus spp., por meio de pesquisas que utilizam genes
especificos para certas espécies de Staphylococcus e pela deteccdo de genes codificadores das

enterotoxinas. Varios protocolos foram desenvolvidos para viabilizar e aperfeicoar esses



28

resultados (CREMONESI et al., 2006; MEYRAND et al.,2000; ROSEC; GIGAUD, 2002;
VERNOZY-ROZAND et al., 2004).

Muitas variacfes da técnica de PCR vém sendo utilizadas para a identificacdo de
espécies de Staphylococcus e suas enterotoxinas em amostras de leite e produtos lacteos e em
casos de intoxicacdo alimentar estafilocdcica (CHIANG et al., 2006; CHIANG et al., 2008;
KWON et al., 2004; LETRERTE et al., 2003; MARTIN et al., 2004)

Martin et al. (2004) utilizaram procedimentos genéticos tais como: eletroforese de
campo pulséatil — PFGE, analise de restricdo plasmidial e a técnica DNA polimérfico
amplificado randomicamente — RAPD, para a identificacdo de cepas enterotoxigénicas de S.
aureus provenientes de trés surtos de intoxicacdo alimentar estafilocdcica ocorridos no
periodo de junho a outubro de 2002, em Principado das Asturias, na Espanha e observaram
que 32 isolados foram diferenciados em trés cepas nao enterotoxigénicas e em 12
enterotoxigénicas, as quais foram atribuidas aos surtos estudados.

Akineden et al. (2008) avaliaram o potencial enterotoxigénico de S. aureus
isolados de queijos, utilizando a técnica de RT — PCR, e constataram que 0s genes (Sea, sec,
seg, sei, sem, sen, seo e tst) codificadores de enterotoxinas puderam ser agrupados em 18
genotipos e a expressdao do RNAm foi observada em todos os genes, com excecao do seo.

O gene femA € um marcador que tem sido estudado e explorado para a especie S.
aureus. Esse gene codifica uma proteina essencial precursora da biossintese do
peptidioglicano nessa especie (VERAS et al., 2008). Varios estudos tem relacionado a
amplificacdo do gene femA com a identificacdo fenotipica de S. aureus, 0 que permite
diferencia-la de outras espécies (BORGES, 2006; FREITAS, 2005; MEHROTRA et al.,
2000). Esse gene faz parte dos genes fem (femX, femA, femB, femC, femD e femE), os quais
codificam proteinas designadas de fatores essenciais para resisténcia a meticilina (BENSON
et al., 2002).

Mehrotra et al. (2000) desenvolveram um protocolo para avaliar o potencial
enterotoxigénico de cepas de S. aureus isoladas de amostras clinicas e detectaram a presenca
do gene femA em 100% (176/176) das amostras.

Borges (2006) empregou a técnica de PCR na identificacdo de S. aureus isolados
de leite cru, e constatou em 73% (16/22) das cepas avaliadas a presenca do gene femA. Em
outro estudo, Zoche et al. (2007) pesquisaram genes codificadores de enterotoxinas e o femA

em cepas de S. aureus isoladas de amostras de queijo Minas Frescal, comercializados em
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Pelotas - RS e constataram em 100% (20/20) dos isolados a amplificacdo do gene femA,
permitindo uma correta identificacdo do micro-organismo.

Apesar de o gene femA ser considerado um marcador essencial e especifico para a
identificacdo de S. aureus, devido a sua resisténcia a meticilina, esse gene nao € uma regido
conservada somente nessa espécie. Estudos relatam a presenca desse gene em algumas
espécies de Staphylococcus coagulase negativa resistentes a meticilina (ALBORN, et al.,
1996; FERNANDEZ et al., 2004; UNAL et al., 1992; VANNUFFEL et. al., 1999).

Alborn et al. (1996) pesquisaram a presenca do gene femA em cepas padrdes de S.
epidermidis e S. aureus e observaram que a seqiiéncia do gene femA encontrada na espécie
coagulase negativa foi homologa aquela encontrada em S. aureus.

Em outro estudo, Vannuffel et al. (1999) avaliaram, pela pesquisa do gene femA,
as especies S. hominis e S. saprophyticus, provenientes de cepas padrdes e isolados clinicos e
observaram que existe uma homologia na sequéncia nucleotidica entre as espécies coagulase
negativa e S. aureus, mostrando que o gene femA é uma regido conservada no género
Staphylococcus. Resultado semelhante foi encontrado por Moussallem et al. (2007) que
pesquisaram o gene femA em cepas de Staphylococcus coagulase positiva e negativa, obtidas
de pacientes internados em um hospital do Rio de Janeiro e constataram em 40% (10/25) das
cepas a amplificacdo de um fragmento de 132pb desse gene.

Veras et al., (2008) avaliaram o potencial enterotoxigénico de Staphylococcus
coagulase positiva e negativa isolados de surtos de intoxicacdo alimentar estafilococica,
ocorridos no periodo de 1998 a 2002, no estado de Minas Gerais, e constataram em 27%
(4/15) dos isolados coagulase negativa a amplificacdo do fragmento de 132pb do gene femA.

A técnica de Multiplex PCR pode ser definida como a amplificacdo simultanea de
varios genes pelo uso de multiplos pares de primers na mesma reacdo. Varios protocolos
utilizando essa técnica estdo sendo desenvolvidos e outros, ja estdo em pleno uso para a
deteccdo de genes codificadores de enterotoxinas estafilocdcicas (ARCURI et al., 2006;
HWANG et al., 2007; KWON et al., 2004; MONDAY; BOHACH, 1999; SHARMA et al.,
2000; SILVA et al., 2005).

Chen et al. (2004) detectaram genes codificadores de enterotoxinas estafilococicas
em cepas de S. aureus isolados de alimentos e de casos de intoxicacdo alimentar
estafilocdcica e constataram em 14,5% (8/55), das cepas provenientes das amostras
envolvidas nos casos de intoxicacdo, a presenca dos genes seg, seh ou sei. Com relagdo as
amostras de alimentos foi observado em 17,3% (24/139), 4,3% (6/139) 1,4% (2/139), 2%
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(3/139), 6,5% (9/139) e 0,7% (1/139), respectivamente, a presenca dos genes sea, seb, sec,
sei, seg e sed.

Borges (2006) avaliou o potencial enterotoxigénico em cepas de Staphylococcus
spp., isoladas de leite cru, coalhada, cdmara de maturagéo e queijo de Coalho e constatou em
37,5% (12/32) dos isolados a presenca dos genes sec (11/12) seguido pelo sea (1/12). Dessas
doze cepas, seis eram coagulase negativa, evidenciando alta freqiéncia de cepas com

potencial enterotoxigénico ndo produtoras de coagulase.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Identificar espécies de Staphylococcus coagulase positiva e negativa isolados de
queijo de Coalho e avaliar a ocorréncia de genes codificadores de enterotoxinas

estafilococicas.

3. 2. Objetivos especificos
e Isolar e identificar especies de Staphylococcus contaminantes de queijo de Coalho
através de testes bioguimicos;
e Pesquisar 0 gene femA em cepas de Staphylococcus pela técnica de PCR.;
e ldentificar espécies de Staphylococcus enterotoxigénicos, pela deteccdo de genes

codificadores de enterotoxinas por meio de multiplex PCR
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao e coleta das amostras

Foram analisadas 300 amostras de queijo de Coalho, provenientes de 15 marcas
(sete artesanais e oito industriais), coletadas semanalmente no comércio varejista de
Fortaleza-CE, no periodo de julho de 2007 a junho de 2008. As amostras foram transportadas
em caixas isotérmicas para o laboratério de Microbiologia de Alimentos da Embrapa
Agroindustria Tropical, onde foram realizadas as pesquisas para Staphylococcus, conforme
metodologia descrita no Manual de Analises Bacteriologica da Food and Drug Administration
(FDA) (BENNET; LANCET, 2001).

4.2. Isolamento de Staphylococcus sp.

Foram utilizadas aliquotas de 25g de cada amostra, retirada assepticamente e
transferidas para frascos contendo 225mL de citrato de sddio 2%, a 50 °C, como diluente. Em
seguida, as amostras foram homogeneizadas por 60 segundos, a 260rpm, em homogeneizador
(Sewart; Stomacher® 400 Circulator) e submetidas as diluicdes seriadas até 10°. De cada
diluicdo, foram transferidas aliquotas de 0,1mL para a superficie de placas de agar Baird-
Parker, em duplicata. Apos incubacdo a 35 °C por 24-48 horas, foram selecionadas as placas
contendo entre 20-200 colbnias para contagem e coleta de colbnias tipicas (coldnias
circulares, pretas, pequenas, no maximo 1,5mm de diametro, lisas, convexas, com bordas
perfeitas, massas de células esbranquicadas nas bordas, rodeadas por uma zona opaca e/ou um
halo transparente se estendendo para além da zona opaca) e /ou atipicas (coldnias cinzentas,

sem um ou ambos os halos tipicos) de Staphylococcus sp.

4.3. ldentificacdo fenotipica de Staphylococcus sp.

As colbnias tipicas e atipicas de Staphylococcus sp. foram submetidas a testes
bioguimicos convencionais para a confirmacdo do género. A partir dos resultados da

confirmacdo, foram selecionadas colbnias tipicas e atipicas para identificacdo através do



33

sistema AP1®— STAPH. Como controle positivo foi utilizado S. aureus ATCC 12600 e como
controle negativo S. epidermidis ATCC 14990.

4.3.1. Identificacdo com base em testes bioquimicos convencionais

A triagem prévia dos isolados de Staphylococcus foi realizada com base em testes
bioquimicos convencionais descritos no Manual Analitico de Bacteriologia / FDA (BENNET;
LANCETT, 2001).

4.3.1.1. Ativacao das culturas

Cada colonia selecionada em agar Baird—Parker foi inoculada em &gar de soja e
tripticaseina inclinado e incubada a 35 °C por 24 horas e, decorrido esse periodo, armazenadas

sob refrigeragao.

4.3.1.2. Coloracdo de gram

Apo0s o crescimento da cultura em agar de soja e tripticaseina (TSA) inclinado, a
35 °C por 18-24 horas, foi preparado um esfregaco para coloracdo de Gram para a observacao
da morfologia das colonias. A forma de cocos gram-positivos € caracteristica do género

Staphylococcus.

4.3.1.3. Producao de catalase

Uma coldnia crescida no agar TSA, a 35 °C por 18-24 horas, foi transferidao para
uma lamina de vidro e adicionado de 0,1mL de peroxido de hidrogénio 3% (v/v). A formacéo

de borbulhamento imediato indica teste positivo e a auséncia indica teste negativo.

4.3.1.4. Producao de coagulase

Cada uma das cinco coldnias selecionadas de cada amostra foi inoculada em caldo

infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e incubada a 35 °C por 18-24 horas. Apds esse periodo,
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foram transferidos 0,2 mL da cultura obtida para um tubo de ensaio, sendo, em seguida,
adicionados 0,5 mL de plasma de coelho reconstituido com solugdo salina (0,85%) e
misturados cuidadosamente. Os tubos foram incubados em banho-maria a 35 °C e observada a
formacdo de coagulo, periodicamente, até seis horas de incubacdo. Foram consideradas como
reacbes positivas a formacdo de coagulo nos niveis 3 ou 4. Isolados ndo produtores de

coagulase também foram selecionados de todas as amostras.

4.3.1.5. Producéo de DNAse

Colbnias crescidas em agar TSA foram inoculadas em placas contendo agar
DNAse e incubadas a 35 °C por 24 horas. ApOs crescimento, verteu-se sobre cada uma,
algumas gotas da solucéo de azul de toluidina 1% (p/v). Apos alguns minutos, observou-se a
formacdo de um halo transparente ao redor das coldnias, indicando a producdo da enzima
DNAse.

4.3.1.6. Sensibilidade a lisostafina

Apos crescimento da cultura em caldo BHI, a 35 °C por 18-24 horas, aliquota de
0,1 mL da cultura foi transferida para tubo de ensaio e, em seguida, adicionada de 0,1 mL de
lisostafina (25ug/mL) reconstituida em salina fosfatada tamponada (0,02M). Os tubos foram
incubados a 35 °C por 2 horas e, ap0s esse periodo, foi realizada a leitura. A perda de turbidez
para essa mistura é considerada como reacdo positiva e, se a turbidez permanecer, a reacdo €

considerada negativa.

4.3.1.7. Utilizacdo anaerdbica de glicose e manitol

Uma algada da cultura crescida em agar TSA foi inoculada em caldo parpura base
com 0,5% de glicose e caldo purpura base com 0,5% de manitol, previamente desaerados.
Apos inoculacdo, cada tubo foi coberto com uma camada de 2,5 mm de 6leo mineral estéril e
incubado a 37 °C por cinco dias. A viragem acida do meio, representada pela coloracédo

amarela, indicou reacdo positiva.
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4.4. Identificac&o pelo sistema API® - STAPH

A partir da triagem prévia, realizada com base nos resultados dos testes
bioquimicos convencionais, foram obtidos 207 isolados de Staphylococcus sp., sendo 162
coagulase positiva e 46 coagulase negativa, para caracterizacao fenotipica a nivel de espécie
utilizando o sistema de identificacdo de Staphylococcus e Micrococcus API® — STAPH

(BioMérieux S.A, Marcy-I Etoile-France).

4.5. ldentificacdo Molecular

A técnica de reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) foi utilizada na deteccéo
de genes especificos e de genes codificadores de enterotoxinas estafilocdcicas em 95 cepas de

Staphylococcus representativas dos 15 marcas de queijos envolvidas no estudo.

4.5.1. Extracdo de DNA

As cepas de Staphylococcus sp. estudadas tiveram o seu material genético
extraido segundo protocolo descrito por Rosec e Gigaud (2002), com algumas modificaces.

Para extragdo do DNA foi utilizada uma coldnia de cada isolado, crescida em
caldo infusdo de cérebro e coracdo a 35°C por 15-18 horas. 2 mL da cultura foi transferido
para tubo Eppendorf e centrifugada (Micro High Speed Refrigerated Centrifugue; VS —
15000CFNII) a 12.000g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas com 500 pL tampdo TE [Tris-HCI 10mM pH 8,0 e EDTA 1mM pH 8,0] e
centrifugadas a 12.000g por 10 minutos. O sobrenadante foi novamente descartado, as células
ressuspendidas com 200 pL tampédo TE, adicionado de 15 pL de lisostafina 1mg/mL (Sigma,
L7386), agitadas (agitador tipo vortex) e incubadas a 37 °C por 30 minutos. Em seguida, 10
pL de proteinase K 20mg/mL (Sigma, P6556) foram adicionados, e as células foram
incubadas a 60 °C por 20 minutos e depois a 100 °C por 10 minutos. O DNA total obtido foi
congelado a -20 °C até o momento da amplificacdo por PCR.

As modificacBes realizadas nesse protocolo foram: a substituicdo da etapa de
lavagem do pellet de células com solucdo de fosfato de sédio (Na,HPO4,—2H,0,) pH 7.4, em

NaCl 0.9% pela lavagem com 500 pL de tampdo TE; a adicdo de 10 U de lisostafina
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(Img/mL) por 15 pL de lisostafina (Lmg/mL) e a adicdo de 5 pL de proteinase K (20mg/mL)
por 10 pL de proteinase K (20mg/mL).

4.5.2. Reacdo de polimerizacdo em cadeia — PCR

45.2.1. Primers

Nas reagdes de PCR foram utilizados primers especificos para o gene femA e para
0s genes codificadores de enterotoxinas, conforme pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados nas reacdes de PCR para a amplificacdo de gene
especifico para espécies de Staphylococcus e deteccdo de genes codificadores de

enterotoxinas estafilococicas.

) , Gene Produto o
Oligonucleotideos (5’ 3°) . Referéncia
alvo  amplificado
SEA,: ACG ATC AAT TTT TAC AGC
' sea 544pb  Betley; Mekalanos (1985)
SEA,: TGC ATG TTT TCA GAG TTAATC
SEB,: GAA TGA TAT TAA TTC GCATC seb 416 pb Jones: Khan (1986)
SEB,: TCT TTG TCG TAA GAT AAACTT C ’
SEC,: GAC ATA AAA GCT AGG AAT TT :
' Sec 257pb  Bohach; Schievert (1987)
SEC,: AAA TCG GAT TAA CAT TAT CCA
SED,: TTACTA GTT TGG TAA TAT CTC CTT sed 334 0b Bayles: landolo (1989)
SED,: CCA CCATAA CAATTAATG C P yies,
SEE,;: ATA GAT AAA GTT AAA ACA AGC AA see 170 pb Couch et al. (1988)
SEE,: TAA CTT ACC GTG GAC CC '
SEG,: ACG TCT CCA CCT GTT GAA GG seg 400 pb Munson et. al (1998)
SEG,: TGA GCC AGT GTC TTG CTT TG '
SEH,: TCA CAT CAT ATG CGA AAG CAG
: seh 357pb  Renetal. (1994)
SEH,: TAG CAC CAA TCA CCC TTT CC
SEl;: TGG AAC AGG ACA AGC TGA AA sei
467 pb Munson et al. (1998)
SEl,: TAA AGT GGC CCC TCC ATA CA
SEJ;: CAG CGA TAG CAA AAA TGA AAC A sej 426pb  Zhang et al. (1998)
SEJ,: TCT AGC GGA ACA ACA GTT CTG A '
SELg: CTG TTT GAT GCT TGC CAT TG sel 240pb  Cremosi et al. (2005)
SEL¢: CAC CAG AAT CAC ACC GCT TA '
FEMA,: AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG femA

132 pb Mehrotra et al. (2000)
FEMA,: GAT AAA GAA GAA ACC AGC AG
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4.5.2.2. Condigdes da reacao de PCR

A reacdo continha uma mistura de 5 puL de tampéo de PCR 1X (Invitrogen), 1,0
mM de MgCl; (Invitrogen), 0,2 mM de cada dNTP, 0,2 uM de cada primer (Alpha DNA) e
1,0 U Tag DNA Polimerase Recombinant (Invitrogen). A essa mistura foram adicionados 5
ML do DNA extraido e o volume foi completado para 50 pL com &gua destilada livre de
DNAse e RNAse (Gibco).

A amplificagdo foi realizada em termociclador (Techne; TC 512) de acordo com
as seguintes etapas: aquecimento a 94 °C por trés minutos, seguidos de 35 ciclos de
amplificacdo (desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 57 °C por 30 segundos e
extensdo a 72 °C por 30 segundos), extensdo final a 72 °C por dez minutos e manutencéo das
amostras a 4 °C ate a aplicacdo no gel (ROSEC; GIGAUD, 2002, com modificacdes).

Foram aplicados 14 pL dos produtos de PCR em gel de agarose (Amersham)
(1,8%, p/v) corado com solucéo de brometo de etidio (0,005%, p/v). Apds corrida a 100V por
1 hora e 45 minutos em cuba de eletroforese (Fisher Biotech Eletronic System; Large
Horizontal System; FB - SB2025 Fisher Scientific), utilizando fonte estabilizadora de
eletroforese (Fisher Scientific; SB300), a visualizacdo dos fragmentos amplificados foi
realizada em transluminador (Vilber Lourmat; Super-Bright - Multi-Application) seguido do
registro das imagens em foto documentador (Canon; Power Shot A620).

As modificacOes realizadas nesse protocolo de PCR foram: substituicdo de 30
ciclos de anelamento para 35 e inclusdo das etapas de extensdo final a 72 °C e manutencéo

dos produtos de PCR a 4 °C até aplicacdo no gel de agarose.

4.5.2.3. Pesquisa do gene femA em cepas de Staphylococcus

As 40 cepas Staphylococcus aureus, sendo 20 cepas isoladas de queijos de Coalho
artesanais e 20 de queijos de Coalho industriais, identificadas com base em provas
bioquimicas convencionais e pelo sistema AP1® — STAPH, foram submetidas & confirmacéo
genotipica pela amplificacdo de um fragmento de 132 pb para o gene femA. A pesquisa do
gene femA foi também realizada em 55 cepas de Staphylococcus coagulase negativa
identificados pelo sistema API® — STAPH. Como controle positivo da reacdo foi utilizado a
cepa S. aureus ATCC 25923.
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4.5.2.4. Deteccdo de genes codificadores de enterotoxinas em cepas de Staphylococcus

coagulase positiva e negativa

A pesquisa dos genes (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, sej, sel) codificadores
de enterotoxinas estafilocdcicas foi realizada em 95 cepas de Staphylococcus, entre coagulase
positiva (40) e negativa (55), selecionadas entre aquelas previamente identificadas pelo API®-
STAPH, através da técnica de PCR e Multiplex PCR

Na Multiplex PCR foram empregadas quatro conformacdes (sea+sed), (seb+sel),
(sec+see); (seh+sei), sendo realizada PCR simples para os genes seg e sej. Como controles
positivos da reagdo foram utilizados: S. aureus 95-4776B para sea; S. aureus 91-2415D para
seb; S. aureus ATCC 19095 para sec, seh, sei, seg e sel; S. aureus ATCC 23235 para sed, seg,
sei e sej; S. aureus ATCC 27664 para see.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

As amostras de queijos de Coalho apresentaram elevada populacdo de
Staphylococcus sp. As contagens variaram de 1,3 x 10°UFC/g a 6,6 x 10° UFC/g nos queijos
artesanais e 1,3 x 10'UFC/g a 2,9 x 10' UFC/g nos queijos industriais. Este nivel de
contaminagdo por Staphylococcus sp. é considerado alto e pode favorecer a producdo de
enterotoxinas estafilocdcicas sob condi¢cGes ambientais (pH, temperatura, atividade de agua,
etc.) adequadas. Esta contaminacdo pode ser atribuida a prevaléncia de S. aureus na natureza
e a ndo ado¢do das Boas Préaticas de Fabricacdo desde a obtencdo higiénica do leite até o
produto final.

Elevadas contagens de Staphylococcus sp. também tem sido observada com
frequiéncia em estudos sobre a qualidade microbiologica de queijo de Coalho. Lima (2005)
avaliou amostras de queijo de Coalho comercializadas em Fortaleza-CE e observou a
incidéncia de Staphylococcus sp. em 98,7% das amostras, cujas contagens variaram de 6,0 X
10* a 8,9 x 10" UFC/g. Resultado semelhante foi encontrado por Rapini et al. (2002) que
avaliaram amostras de queijos de Coalho, comercializados nas praias de Salvador e Maceio, e
constataram elevada populacdo de Staphylococcus sp. (4,7 x 10*a 2,0 x 10’UFC/g) em 100%
das amostras.

Entre as 300 amostras de queijos analisadas, foram obtidos 327 isolados
tipicos de Staphylococcus, sendo 145 coagulase negativa e 182 coagulase positiva. Apos
triagem prévia com base em testes bioquimicos convencionais foram selecionados 207
isolados caracteritiscos do género.

Os resultados da identificacdo fenotipica, dos 207 isolados selecionados, pelo
sistema API®-STAPH, podem ser observados na Tabelas 4 e 5.

A caracterizacdo fenotipica (APl — STAPH) possibilitou a identificacdo de 193
isolados (sendo 117 de queijos artesanais e 76 de queijos industriais) distribuidos em 14
espécies de Staphylococcus, sendo trés coagulase positiva e 11 coagulase negativa. Houve
prevaléncia das espécies S. aureus (106/193), S. xylosus (40/193), S. cohnni spp. cohnii
(17/193), S. saprophyticus (6/193), S. epidermidis (4/193), S. hyicus (4/193), S. lentus (4/193),
S. sciuri (4/193), S. cohnii spp. urealyticus (2/193), S. haemolyticus (2/193), S. chromogenes
(2/193), S. lugdunensis (1/193), S. hominis (1/193) e S. intermedius (1/193). Entre essas
espécies, foi constatada alta frequiéncia de S. aureus (100%) nas amostras de queijo de Coalho
artesanais e de S. xylosus (87,5%) e S. cohnii spp cohnii (50%) nas amostras de queijo de
Coalho industriais (Tabela 5).
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Tabela 4. Perfil de espécies de Staphylococcus isoladas em diferentes amostras de queijo de

Coalho artesanal e industrial.

Tipo de Marca Espécies identificadas
Queijo (API-Staph -BioMérieux)
Artesanal A .aureus (5)*; S. xylosus (1); S. saprophyticus (1); S. epidermidis (1);

. chromogenes (1)

B . xylosus (1); S. aureus (8); S. saprophyticus (1);
. cohnii ssp cohnii (3); S. haemolyticus (1)

C . aureus (8); S. hominis (1); S. saprophyticus (1);
. cohnii ssp urealyticus (1)

D . aureus (16); S. xylosus (1); S. lentus (1); S. cohnii ssp cohnii (3);
. saprophyticus (1)

E . aureus (14); S. lugdunensis (1); S. cohnii ssp cohnii (2); S. epidermidis (1)

F . aureus (18); S. hyicus (4); S. lentus (1)

G . aureus (18); S. cohnii ssp cohnii (1); S. xylosus (1)

Industrial H . xylosus (5); S. sciuri (2); S. haemolyticus (1); S. intermedius (1);

| . xylosus (4); S. lentus (1); S. cohnii ssp urealyticus(1)

J . lentus (1); S. sciuri (2); S.cohnii ssp cohnii (2)

L . xylosus (1); S. aureus (1); S. epidermidis (1); S. cohnii ssp cohnii (3)

M . xylosus (17)

N . aureus (8); S. xylosus (2); S. saprophyticus (1)

0] . aureus (10); S. xylosus (4); S. epidermidis (1); S. cohnii ssp cohnii (1);
. saprophyticus (1)

P . xylosus (3); S. cohnii ssp cohnii (2)

*Valores em parénteses indicam a quantidade de cepas identificadas para a espécie.

A alta freqiéncia de S. aureus (100%) nas amostras de queijo de Coalho

artesanais pode ser atribuida a contaminacdo do leite cru, a re-contaminacdo pos-

pasteurizacdo, a condi¢Ges de armazenamento inadequadas e ao manipulador, o qual tem sido

considerado uma importante fonte de disseminacao desta bactéria em alimentos. E importante

salientar que S. aureus tem se destacado como a principal espécie responsavel por casos de
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surtos de intoxicacdo alimentar estafilocécica, devido a possibilidade de producdo de

enterotoxinas estafilocdcicas.

Tabela 5. Frequéncia de espécies de Staphylococcus, identificadas pelo sistema API®-
STAPH, nas amostras de queijo de Coalho artesanal e industrial.

Tipo__de Espécie Frequéncia (%0)
queijo

Artesanal ~ S.aureus 100
S. cohnii spp cohnii; S. saprophyticus; S. xylosus 57
S. epidermidis; S. lentus 28
S. cohnii spp urealyticus; S. hyicus; S. lugdunensis; 1
S. haemolyticus; S. hominis; S chromogenes

Industrial ~S- xylosus 87,5
S. cohnii spp cohnii 50
S. aureus 37,5
S. sciuri; S. lentus; S. epidermidis; S. saprophyticus 25
S. cohnii spp urealyticus; S. haemolyticus;
S. intermedius 12,5

Borges (2006) observou que as espécies de Staphylococcus prevalentes em
amostras de queijo de Coalho foram: S. epidermidis (37,5%), S. xylosus (25%), S. aureus
(18,8%), S. cohnii spp cohnii (6,2%), S. haemolyticus (6,2%) e S. lentus (6,3%). Em outro
estudo, Pinto et al. (2005) avaliaram 131 isolados, obtidos de alimentos comercializados da
Espanha, e constataram em 58% das amostras avaliadas as seguintes espécies: S. aureus (56),
S. hominis (1), S. lentus (1), S. saprophyticus (2), S. warneri (3), S. xylosus (3), S. epidermidis
(3), S. cohnii (1), S. sciuri (4) e S. chromogenes (2). Resultado semelhante foi encontrado por
De Luca et al. (1997) que isolaram 313 cepas de Staphylococcus sp. em 135 amostras de
diferentes tipos de queijos e observaram que as espécies de maior ocorréncia foram S.
epidermidis (45,9%), S. hominis (42,2%), S. xylosus (44,4%) e S. cohnii (37,8%).
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A alta freqliéncia de cepas de Staphylococcus coagulase negativa, tais como S.
xylosus, S. cohnii spp cohnii, S. saprophyticus, S. epidermidis e S. lentus detectada nas
amostras de queijo de Coalho, demonstra a necessidade de uma reavaliacdo dos padrbes
microbioldgicos estabelecidos pela legislacdo brasileira, uma vez que a mesma estabelece, até
0 momento, padrdes apenas para Staphylococcus coagulase positiva em alimentos.

Os resultados da identificacdo genotipica de para espécies de Staphylococcus
coagulase positiva e negativa podem ser observados nas tabelas 6 e 7. O resumo das
informacGes obtidas sobre a pesquisa do gene femA em Staphylococcus spp. encontram-se na
Tabela A.1 e B.1 e nas figuras de 1 a 5, que encontram-se nos apéndices A e B.

De 40 isolados de S. aureus, avaliados pela PCR, verificou-se a amplificacdo do
fragmento de 132pb, especifico para o gene femA, em 95% (38/40) das cepas avaliadas. Esse

resultado evidencia maior especificidade e poder discriminatorio da analise genética.

Tabela 6. Pesquisa do gene femA em S. aureus isolados de queijo de Coalho artesanal e

industrial.
Tipo de Queijo N °de isolados Identificacéo N° de isolados positivos para a
API®-STAPH pesquisa do gene femA
Artesanal 20 S. aureus 18
Industrial 20 S. aureus 20
Total dp cepas 40 38
avaliadas

Em outra pesquisa, Borges (2006) também identificou geneticamente cepas de S.
aureus isoladas de queijo e da linha de producdo de queijo de Coalho e, constatou a
amplificacdo do gene femA em 82,6% (19/23) das cepas avaliadas. Em estudo semelhante,
Zocche et al. (2007) avaliaram cepas de S. aureus isoladas de queijos Minas Frescal e
detectaram a presenca do gene femA em 100% (20/20) das cepas analisadas. Hassan et al.,
(2008) avaliaram trés marcadores moleculares, dentre eles, o femA, para a deteccdo de S.
aureus e observaram nas 45 cepas avaliadas a amplificacdo para o gene.

A presenca do gene femA também foi observada em 16,4% (9/55) das cepas de

Staphylococcus coagulase negativa, isoladas de queijo de Coalho artesanais (Tabela 7). Esse
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resultado indica que o gene femA ndo é um marcador especifico e universal encontrado

somente em S. aureus, mas que € uma regido conservada no género Staphylococcus.

Tabela 7. Pesquisa do gene femA em cepas de Staphylococcus coagulase negativa isoladas de
queijo de Coalho artesanal e industrial.

N° cepas positivas

Tipode — N°de Identificagio API®-STAPH para a pesquisa do
queijo isolados gene femA
S. saprophyticus; S. chromogenes;
Artesanal 25 S. cohnii spp cohnii; S. saprophyticus; 9

S. haemolyticus; S. lugdunensis; S. lentus

S. xylosus; S. epidermidis; S. sciuri;

Industrial 30 S. cohnii spp urealyticus; S. lentus; 0

S. cohnii spp cohnii
Total de

cepas 35 9
avaliadas

Em contraste as pesquisas ja realizadas, em que o gene femA tem sido considerado
especifico e universalmente presente em cepas de S. aureus, 0 mesmo, também, vem sendo
estudado em cepas de Staphylococcus coagulase negativa, pois € uma regido conservada no
género Staphylococcus, e que caracteriza a resisténcia a meticilina das espécies
(VANNUFFEL et al., 1999).

Moussallem et al. (2007) realizaram a pesquisa do gene femA, em isolados
Staphylococcus spp., obtidos de pacientes internados em um hospital do Rio de Janeiro e
observaram a amplificacdo de um fragmento de 132pb do gene em 40% (10/25) das cepas de
Staphylococcus coagulase negativa. Em outro estudo, Veras et al. (2008) avaliaram cepas de
Staphylococcus, isoladas de surtos de intoxicacdo alimentar estafilocdcica e constataram a
presenca do gene femA em 27% (4/15) das cepas coagulase negativa. Enquanto Unal et al.
(1992) ndo detectaram a presenca do gene femA nas cepas de Staphylococcus coagulase
negativa resistentes a meticilina.

Os resultados para a pesquisa de genes codificadores de enterotoxinas

estafilocdcicas em Staphylococcus spp., isolados das amostras de queijos de Coalho artesanal



44

e industrial sdo apresentados na Tabela 8 e 9. O resumo das informacdes obtidas encontra-se
na Tabela C.1, C.2 e nas figuras de 6 a 12 do apéndice C.

A presenca de genes codificadores de enterotoxinas foi observada em 49,5%
(47/95) das cepas avaliadas. Entre as 47 cepas que apresentaram genes codificadores para as
enterotoxinas SEG e SEH, constatou-se a prevaléncia do gene seh em 53,2% (25/47) dos
isolados, sendo nove de queijos artesanais e 16 de queijos industriais. O gene seg foi
detectado em 46,8% (22/47) dos isolados, sendo 11 para cada tipo de queijo. Os genes
codificadores das enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEIl, SEJ e SEL, ndo foram
detectados nos isolados estudados. Esses resultados indicam que a ocorréncia de genes
codificadores de enterotoxinas em Staphylococcus spp, isolados de queijos de Coalho, foi

pouco diversificada.

Tabela 8. Pesquisa de genes codificadores de enterotoxinas estafilococicas em cepas de

Staphylococcus isoladas de amostras de queijo de Coalho artesanal e industrial.

Tipo de Quantidade de Coagulase Genes Amplificados
Queijo cepas
Artesanal 20 + seg (2)
seh (5)
o5 i seg (9)
seh (4)
Industrial 20 + seg (2)
seh (15)
30 i seg (9)
seh (1)
Total d_e cepas 95 47
avaliadas

* Valores entre parénteses indicam a quantidade de cepas que amplificaram um dos genes.

Entre as espécies coagulase negativa com potencial enterotoxigénico que amplificaram
um fragmento para os genes seg e seh podemos destacar: S. cohnii spp. cohnii, S. cohnii
spp. urealyticus, S. chromogenes, S. epidermidis, S. hominis, S. hyicus, S. lentus, S.
lugdunensis, S. saprophyticus e S. xylosus (Tabela 9). A presenca de espécies de

Staphylococcus enterotoxigénicos em amostras de queijo de Coalho, tanto artesanal quanto
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industrial, pode representar um perigo em potencial a salde pela possibilidade de causar

intoxicacdo alimentar estafilocdcica aos consumidores.

Tabela 9. Ocorréncia dos genes seg e seh em Staphylococcus spp. isolados em diferentes

amostras de queijo de Coalho artesanal e industrial.

Tipode Marca Espécies Gene
queijo amplificado
Artesanal A S. chromogenes (1), S. epidermidis (1), S. saprohyticus (1) 3 seh
B S. aureus (1) 1 seg
S. cohnii ssp urealyticus (1), S. hominis (1), S. saprohyticus (1) 3 seh
S. cohnii ssp cohnii (2), S. lentus (1), S. saprophyticus (1),
D S. xylosus (1) > seg
S. aureus (1) 1 seh
e S. cohnii ssp cohnii (1), S. epidermidis (1), S. lugdunensis (1) 3 seg
S. aureus (1) 1 seh
. S. aureus (1), S. hyicus (1) 2 seg
S. aureus (1) 1 seh
Industrial H S. xylosus (4) 4 seg
| S. xylosus (3), S. lentus (2) 5 seg
S. xylosus (1) 1 seh
] S. lentus (1) 1 seg
S. cohnii spp cohnii (1) 1 seh
L S. aureus (2) 1 seg
1 seh
N S. aureus (3) 3 seh
0O S. aureus (10) 10 seh

* Valores em parénteses indicam a quantidade de cepas da espécie que amplificaram um fragmento para o gene.

Rosec e Gigaud (2002) detectaram genes (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei e

sej) codificadores de enterotoxinas estafilococicas em cepas de Staphylococcus provenientes

de alimentos comercializados na Franca e constataram a prevaléncia dos genes seg e seh em

81% (52/155) das cepas. Em outro estudo, Chen et al. (2004) pesquisaram genes (seg, seh e

sei) codificadores de enterotoxinas em cepas de S. aureus, isoladas de alimentos, e

observaram a presenca de um desses genes em 9,3% (13/139) das cepas avaliadas.
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Freitas (2006) pesquisou em cepas Staphylococcus coagulase positiva e negativa,
isolados de queijo de Coalho, comercializados em Pernambuco, genes codificadores de
enterotoxinas estafilocdcicas e detectou a presenca dos seguintes genes tst (1/18), sec (2/18),
sed (2/18), seg (4/18), seh (3/18), sei (4/18) e sej (2/18) em 90% (18/20) das cepas.

Borges (2006) também pesquisou genes (sea a see; sei e sej) codificadores de
enterotoxinas em 32 cepas de Staphylococcus coagulase positiva e negativa, isoladas em uma
linha de producéo de queijo de Coalho e constatou a presenca dos genes sea e sec em 12
cepas. O gene sec foi detectado em 91,7% das cepas positivas (11/12), incluindo cepas
coagulase positiva e negativa, enquanto o gene sea foi constatado em uma cepa coagulase
negativa.

Kérouanton et al. (2007) avaliaram o potencial enterotoxigénico de cepas de S.
aureus associadas a surtos de intoxicagdo alimentar estafilococica na Franga e constataram em
29 cepas a presenca de um ou mais dos genes estudados. Houve a prevaléncia do gene sea
(23/29) e sed (12/29). Em outro estudo, Luz (2008) detectou em cepas de Staphylococcus
aureus, isolados de leite e queijo de Coalho, a presenca dos genes seg, seh, sei e sej em 93,6%
das cepas avaliadas.

Esses resultados indicam que cepas de Staphylococcus enterotoxigénicos
encontradas em alimentos requerem uma maior atencdo por colocar em risco a seguranca
alimentar. Entretanto, a alta frequéncia de genes codificadores de enterotoxinas, provenientes
de cepas de Staphylococcus coagulase positiva e negativa, detectados nas amostras de queijo
de Coalho, representa um risco de causar intoxicacdo alimentar estafilocdcica aos

consumidores.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, foi realizada a identificacdo bioquimica, molecular e avaliagdo do

potencial enterotoxigénico de Staphylococcus, isolados de amostras de queijo de Coalho

artesanais e industriais. Os resultados observados permitiram chegar as seguintes conclusées:

O perfil de espécies de Staphylococcus contaminantes do queijo de Coalho é
representado por espécies coagulase positiva e negativa com destague para S. aureus,
S. xylosus, S. cohnni spp. cohnii, S. saprophyticus, S. epidermidis, S. hyicus, S. lentus,
S. sciuri, S. cohnii spp. urealyticus, S. haemolyticus, S. chromogenes, S. lugdunensis,

S. hominis e S. intermedius.

Em queijo de Coalho artesanal observa-se alta freqiiéncia de Staphylococcus
coagulase positiva, com prevaléncia de S. aureus. Enquanto que, para 0 queijo
industrial, verifica-se maior frequéncia de espécies coagulase negativa, com

predominancia de S. xylosus, S. cohnni spp cohnii.

A identificacdo genotipica (PCR) confirmou 95% das cepas de S. aureus
identificadas por meio de testes bioquimicos, demonstrando maior especificidade e

poder discriminatorio da analise molecular.

As espécies coagulase negativa, S. saprophyticus, S. chromogenes, S. cohnii spp.
cohnni. S. haemolyticus, S. lentus e S. lugdunensis, apresentam o gene femA,

indicando que esse gene € uma regidao conservada no género Staphylococcus.

Os genes seg e seh, codificadores das novas enterotoxinas (SEG e SEH), ocorrem
em espécies de Staphylococcus isolados de queijo de Coalho. O gene seg
predominou em espécies coagulase negativa, tais como: S. cohnni spp. cohnii,
S. cohnni spp. urealyticus, S. chromogenes, S. epidermidis, S. hominis, S. hyicus,
S. lentus, S. lugdunenis, S. saprophyticus e S. xylosus. Enquanto que o gene seh

predominou em S. aureus.

A alta frequéncia de cepas de Staphylococcus coagulase negativa, detectada nas
amostras de queijo de Coalho, sugere a necessidade de uma reavaliacdo dos

padroes microbioldgicos estabelecidos pela legislagdo brasileira para queijos.
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APENDICES
APENDICE A

A.1. Pesquisa do gene femA em S. aureus isolados em amostras de queijos de Coalho

artesanal e industrial.
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Tabela A.1. Pesquisa do gene femA em cepas de S. aureus isoladas em amostras de queijos de

Coalho, artesanal e industrial, através da técnica PCR.

Tipo de Queijo Identificacdo API PCR gene femA
Artesanal S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Negativa
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Negativa
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
Industrial S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
S. aureus Positiva
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150pb

132pb
100pb

Figura A.l. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado
com os primers femA; e femA, para o gene femA em isolados S. aureus. Pogos 1,
2, 3,5, 6, 7, 8 e 10 positivos para S. aureus isolados de queijo de Coalho
artesanal; C'ema: controle positivo (S. aureus ATCC 25923); Bco: controle
negativo da reacdo; M: marcador de peso molecular 50pb (Fermentas).

M BCo Cpn,11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

150pb 132pb

100pb

Figura A.2. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com
os primers femA; e femA, para o gene femA em isolados S. aureus. Pogos 11 a 20
positivos para S. aureus isolados de queijo de Coalho artesanal; C*nma: controle
positivo (S. aureus ATCC 25923); Bco: controle negativo da reacdo; M:
marcador de peso molecular 50pb (Fermentas).



65

M C'ema Bco 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

150 pb 132 pb
—_— . e e s e GD - WD e = =
100 pb
Figura A.3. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR
amplificado com os primers femA; e femA, para o gene femA em isolados
S. aureus. Pocos 21 a 30 positivos para S. aureus isolados de queijo de
Coalho industrial; C'wma: controle positivo (S. aureus ATCC 25923);
Bco: controle negativo da reacdo; M: marcador de peso molecular 50pb
(Fermentas).
M Bco Cema3l 32 33 34 35 36 37 38 39 40
150 pb 132 pb

100 pb >

X
P

Figura A. 4. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com
os primers femA; e femA, para o gene femA em isolados S. aureus. Pogos 31 a 40
positivos para S. aureus isolados de queijo de Coalho industrial; C*ma: controle
positivo (S. aureus ATCC 25923); Bco: controle negativo da reacdo; M:
marcador de peso molecular 50pb (Fermentas).
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APENDICE B

B.1. Pesquisa do gene femA em cepas de Staphylococcus coagulase negativa isoladas em

amostras de queijos de Coalho artesanal e industrial.

Tabela B.1. Pesquisa do gene femA para isolados de Staphylococcus coagulase negativa.

Tipo de queijo Identificacdo API PCR gene femA
Artesanal S. saprophyticus Positiva
S. chromogenes Positiva
S. cohnii spp cohnii Positiva
S. saprophyticus Positiva
S. cohnii spp cohnii Positiva
S. haemolyticus Positiva
S. lugdunensis Positiva
S. cohnii spp cohnii Positiva
S. lentus Positiva

MBCO Clicma i 20300606 2 7 8

Figura B.1. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers
femA; e femA, para o gene femA em isolados de Staphylococcus coagulase negativa. Pogos
de 1 a 9 positivos para o gene femA em Staphylococcus coagulase negativa isolados de
queijo de Coalho artesanal; C'pma: controle positivo (S. aureus ATCC 25923); Bco:
controle negativo da rea¢do; M: marcador de peso molecular 50pb (Fermentas).
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APENDICE C

C.1 Pesquisa de genes codificadores de enterotoxinas estafilocdcicas em Staphylococcus
spp., isolados das amostras de queijos de Coalho artesanal e industrial.

Tabela C.1. Pesquisa de genes codificadores de enterotoxinas estafilocdcicas em amostras de
queijo de Coalho artesanal e industrial.

Tipo de Queijo Espécies Coagulase Gene
seg (2)°
Artesanal S. aureus + seh (5)
S. hyicus; S. saprophyticus; S. lugdunensis;
S. lentus; S. chromogenes; S. epidermidis ; - seg (9)
S. xylosus; S. haemolyticus; S. hominis; seh (4)
S. cohnii ssp cohnii
seg (2)
Industrial S. aureus + seh (15)
S. xylosus; S. sciuri; S. cohnni ssp
urealyticus; S. cohnni ssp cohnii; - seg (%)
seh (1)

S. lentus; S. epidermidis

* Valores entre parénteses expressam a quantidade de cepas das espécies identificadas que amplificaram o gene.

BcoC'sC'y 11 12 13 14 15 16 17418419 20 M

400pb
357pb

Figura C.1. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os
primers seg;/seg, e seh,/seh, para os genes seg e seh, em isolados de Staphylococcus
coagulase positiva obtidos de queijo de Coalho artesanal. Amostras 11, 12, 15, 18 e 19
isolados positivos para seh; amostras 14 e 16 isolados positivos para seg. Bco: controle
negativo da reagdo; C'g: controle positivo para seg (S. aureus ATCC 19095); C*y:
controle positivo para seh (S. aureus ATCC 19095). M é o marcador molecular de 50pb
(Fermentas).



Figura C.2. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers
seiy/sei, e seh;/seh, para os genes sei e seh em isolados de Staphylococcus coagulase negativa
obtidos de queijo de Coalho artesanal. Amostras 2, 8, 9 e 10 isolados positivos para seh. Bco:
controle negativo da reacdo; C*: controle positivo para sei (S. aureus ATCC 19095); C*y:
controle positivo para seh (S. aureus ATCC 19095). M é o marcador molecular de 50pb
(Fermentas)

M BcoC'¢ 11 1213 14 15 16 1718

400 pb

Figura C.3. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers
segi/seg,, para o gene seg em isolados de Staphylococcus coagulase negativa obtidos de
gueijo de Coalho artesanal. Amostras 11 a 18 isolados positivos para seg. Bco: controle
negativo da reagdo; C'g controle positivo para seg (S. aureus ATCC 19095). M é o
marcador molecular de 50pb (Fermentas).
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M Bco C's C'y 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Figura C.4. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers
seg/seg, e sehy/seh, para os genes seg e seh em isolados de Staphylococcus coagulase positiva
obtidos de queijo de Coalho industrial. Amostras 21 a 30 isolados positivos para seh;
amostras 21 e 22, isolados positivos para seg. Bco: controle negativo da reagdo; C'g
controle positivo para seg (S. aureus ATCC 19095; C*y controle positivo para seh (S.
aureus ATCC 19095). M é o marcador molecular de 50pb (Fermentas).
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Figura C.5. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os
primers segi/seg, e sehy/seh, para os genes seg e seh em isolados de Staphylococcus
coagulase positiva obtidos de queijo de Coalho industrial. Amostras 31, 32, 36, 38 e
40 isolados positivos para seh. Bco: controle negativo da reagdo; C’g controle
positivo para seg (S. aureus ATCC 19095; C*y controle positivo para seh (S. aureus
ATCC 19095). M é o marcador molecular de 50pb (Fermentas).
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400pb
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Figura C.6. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado
com os primers segi/seg, para o gene seg em isolados de Staphylococcus
coagulase negativa obtidos de queijo de Coalho industrial. Amostras 1 a 9
isolados positivos para seg. Bco: controle negativo da reagdo; C*s controle
positivo para seg (S. aureus ATCC 19095; C*, controle positivo para seh (S.
aureus ATCC 19095). M é o marcador molecular de 50pb (Fermentas).

400pb

357pb

1R

300pb

Figura C.7. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os
primers seh,/seh, para o gene seh em isolados de Staphylococcus coagulase negativa
obtidos de queijo de Coalho industrial. Amostra 11 positiva para seh. Bco: controle

negativo da reacdo; C*y controle positivo para seh (S. aureus ATCC 19095). M é o
marcador molecular de 50pb (Fermentas).
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Tabela C. 2. Frequéncia dos genes seg e seh em Staphylococcus spp. isolados de queijo de

Coalho artesanal e industrial.

Tipo de Marca Espécies Gene
queijo amplificado
Artesanal A S. aureus, S. chromogenes, S. epidermidis, 0seg
S. saprohyticus, S. xylosus 3 seh
B S. aureus, S. cohnii ssp cohnii, 1 seg
S. haemolyticus, S. saprophyticus, S. xylosus 0 seh
C S. aureus, S. cohnii ssp urealyticus, 0 seg
S. hominis, S. saprophyticus 3 seh
D S. aureus, S. cohnii ssp cohnii, S. lentus, 5 seg
S. saprophyticus, S. xylosus 1 seh
E S. aureus, S. cohnii ssp cohnii, 3 seg
S. epidermidis, S. lugdunensis 1 seh
F S. aureus, S. hyicus, S. lentus 2 seg
1 seh
G S. aureus S. cohnii ssp cohnii, S. xylosus 0 seg
0 seh
Industrial H S. haemolyticus, S. intermedius, S. sciuri, 4 seg
S. xylosus 0 seh
| S. xylosus, S. lentus, S. cohnii spp urealyticus 5 seg
1 seh
J S. cohnii spp cohnii, S. lentus, S. sciuri 1 seg
1 seh
L S. aureus, S. cohnii spp cohnii, S. epidermidis, S. 1 seg
xylosus 1 seh
M S. xylosus 0 seg
0 seh
N S. aureus, S. saprophyticus, S. xylosus 0 seg
3 seh
@) S. aureus, S. cohnii spp cohnii, 0 seg
S. epidermidis, S.saprophyticus, S. xylosus 10 seh
P S. cohnii spp cohnii, S. xylosus 0 seg

0 seh




