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RESUMO

ZOCCHE, Fernando. Staphylococcus aureus enterotoxigénicos: PCR para
deteccdo em queijo Minas Frescal e caracterizagdo d 0 agrupamento egc em
isolados obtidos em alimentos de origem animal. 2008. 102f. Tese (Doutorado).
Programa de Pdés-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

Staphylococcus aureus €, entre as bactérias do género, a espécie mais relacionada a
casos e/ou surtos de intoxicacdo alimentar, devido a capacidade de produzir até 22
diferentes enterotoxinas (EE). O microrganismo pode ser encontrado facilmente em
alimentos de origem animal, principalmente leite e derivados, razdo pela qual estes
alimentos estdo intimamente relacionados com o0s casos e surtos da doenca. A
deteccdo tradicional de S. aureus em alimentos é laboriosa, exige o uso de varios
meios de cultura, além de equipamentos e mao de obra especializada. A introducdo da
PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em diagnostico microbiano veio potencializar
métodos de andlise baseados em seqiéncias de acidos nucléicos, estabelecendo uma
alternativa viavel aos métodos tradicionais de cultura e testes imunoldgicos utilizados
para a deteccdo e caracterizacdo de S. aureus enterotoxigénicos. Dessa forma, este
trabalho teve como objetivos padronizar uma técnica para extracdo de DNA de S.
aureus enterotoxigénicos diretamente de queijo Minas Frescal artificialmente
contaminado; amplificar, por PCR, 0s genes sea, seb, sec, sed, see, seg, sei, selj, selm
e selo, tendo como molde o DNA de S. aureus extraido diretamente de queijo Minas
Frescal artificialmente contaminado; e, detectar, por PCR, 0os genes do agrupamento
egc (segq, sei, selm, seln e selo), tendo como molde o DNA de S. aureus isolados de
diferentes produtos de origem animal. Para a padronizacdo da extracdo do DNA de S.
aureus em queijo Minas Frescal artificialmente contaminado, foram adaptados dois
meétodos ja descritos na literatura, os quais foram denominados métodos A e B. O
método A foi baseado na remocdo de componentes da matriz alimentar, tais como
gordura e proteinas, através de solventes organicos, enquanto o método B, baseou-se
na utilizacdo de centrifugagdo e proteinase K para remogédo da gordura e proteinas,
respectivamente. Apés extracdo do DNA pelos dois métodos, realizou-se PCR para
amplificar fragmentos de genes de EE. Com o DNA obtido pelo método A, foi possivel
amplificar fragmentos dos genes sea, codificador da enterotoxina estafilocécica A
(EEA), seb (EEB), sec (EEC), sed (EED), see (EEE), sei (EEI) e selj (EEIJ), quando S.
aureus encontrava-se numa concentracdo =10°UFC.g™ de queijo. J& com o DNA obtido
a partir do método B foi possivel amplificar fragmentos dos genes sea (EEA), sed
(EED), sei (EEI) e selj (EEIJ) em concentracdes de até 10°UFC.g" de queijo e dos
genes seb (EEB), sec (EEC), see (EEE) e seg (EEG) em concentracdes =10°UFC.g™.
S. aureus produz EE suficiente para causar intoxicacdo alimentar estafilococica
somente quando atinge concentracdo celular de, aproximadamente, 10°UFC.g* de
alimento, ou seja, com o DNA obtido pelo método B foi possivel detectar S. aureus
enterotoxigénicos em queijo Minas Frescal artificialmente contaminado antes desse
microrganismo alcancar niveis potencialmente perigosos para a saude humana. O
método B foi mais eficiente que o método A, possibilitando amplificacdo de genes de



EE em concentracdes de S. aureus de até 10°UFC.g™* de queijo. Apés a padronizacao,
o método B foi utilizado para extracdo de DNA de S. aureus em queijo Minas Frescal
artificialmente contaminado, objetivando-se detectar, por PCR, dez genes de EE com
sensibilidade adequada para avaliar a conformidade do produto em relacéo a legislacao
brasileira. Desenvolveu-se, entdo, PCR especifica para amplificacdo dos genes sea,
seb, sec, sed, see, seg, sei, selj, selm e selo, as quais apresentaram sensibilidade
>10°UFC de S. aureus por grama de queijo. Com a extracdo de DNA e a PCR proposta
neste estudo € possivel detectar S. aureus enterotoxigénico em queijo Minas Frescal
artificialmente contaminado antes desse microrganismo alcancar niveis capazes de
causar a doenca, aléem de permitir verificar se o produto atende aos parametros
microbiologicos legais para esse microrganismo. Visando-se avaliar a presenca de
genes pertencentes ao agrupamento egc (seg, sei, selm, seln e selo) em S. aureus
isolados em diferentes alimentos de origem animal e relacionar sua presenca com a
origem das cepas, extrairam-se o DNA de 41 cepas de S. aureus, sendo 14 oriundas de
carcaca de frango, 14 de leite cru, 8 de embutidos carneos e 5 de queijo. Apés,
realizou-se PCR para amplificacdo de um fragmento do agrupamento egc, de 3375pb e
amplificaram-se, individualmente, fragmentos dos genes pertencentes ao agrupamento.
O perfil enterotoxigénico das cepas de S. aureus variou de acordo com a sua origem,
sendo elevada a prevaléncia de cepas isoladas em carcacas de frangos que possuiam
todos os genes do agrupamento e reduzida naquelas oriundas dos demais alimentos.
Ha presenca de genes do agrupamento egc em cepas de S. aureus isoladas em
alimentos de origem animal, entretanto, diferentes gendtipos puderam ser observados
em funcdo da fonte de isolamento. Em cepas isoladas de frangos a presenca do
agrupamento egc completo € elevada.

Palavras-chave: enterotoxinas estafilococicas, queijo minas frescal, alimentos de origem
animal, deteccéo, PCR, cluster egc.



ABSTRACT

ZOCCHE, Fernando. Staphylococcus aureus enterotoxigénicos: PCR para
deteccdo em queijo Minas Frescal e caracterizagdo d 0 agrupamento egc em
isolados obtidos em alimentos de origem animal. 2008. 102f. Tese (Doutorado).
Programa de Pdés-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

Staphylococcus aureus is among the bacteria of the genus, species more related to
cases and/or outbreaks of food poisoning due to the capacity to produce up to 22
different enterotoxins (EE). The microorganism can be easily found in foods of animal
origin, mainly milk and derivatives, which is why these foods are closely related to the
cases and outbreaks of disease. The traditional detection of the S. aureus in food is
laborious, requires the use of various means of cultivation, in addition to equipment and
use of specialized workforce. The introduction of the PCR (polymerase chain reaction) in
the diagnosis came enhance microbiological methods of analysis based on sequences
of nucleic acids, establishing a viable alternative to traditional methods of cultivation and
immunology tests used for the detection and characterization of enterotoxigenics S.
aureus. Thus, this study aimed to standardize a technique for to extract DNA from
enterotoxigenic S. aureus directly from artifically contaminated Minas Frescal cheese;
amplify, by PCR, the sea, seb, sec, sed, see, seg, sei, selj, selm and selo
staphylococcal enterotoxins genes, with S. aureus DNA extracted directly from artifically
contaminated Minas Frescal cheese; and detect, by PCR, the genes of the egc cluster
(seg, sei, selm, seln and selo), with the S. aureus DNA isolated from various animal
products. In order, it has adapted two methods described in the literature for DNA
extraction from S. aureus in Minas Frescal cheese, called them of method A and method
B. The method A is based on the removal of matrix components of the food, as well as
lipids and proteins through organics solvents, whereas the method B is based on using
of centrifugation and proteinase K for removal of lipids and protein, respectively. After
the DNA extraction by the two methods, PCR was achieved to amplify fragments of the
staphylococcal enterotoxins genes. With the DNA obtained by method A was possible to
amplify fragments of the sea gene, staphylococcal enterotoxin A encoder (SEA), seb
(SEB), sec (SEC), sed (SED), see (SEE), sei (SEl) and selj (SEIJ), when S. aureus was
in a concentration =210° CFU.g™* of cheese. On the other hand, with the DNA obtained by
method B was possible to amplify fragments of sea gene (SEA), sed (SED), sei (SEI)
and selj (SEIJ) in concentration up to 10> UFC.g™ of cheese and seb gene (SEB), sec
(SEC), see (SEE) and seg (SEG) in concentration 210° CFU.g™. S. aureus produces EE
enough to causing staphylococcal food poisoning only when it reaches cell
concentration of approximately 10°> CFU.g™ of food, that is with the DNA obtained by
method B has been possible to detect enterotoxigenic S. aureus in artifically
contaminated Minas Frescal cheese before this microorganism reaches levels
potentially dangerous for the human health. The method B was more efficient than the
method A, enabling amplification of the EE genes in concentration of S. aureus up to
10°CFU.g* of cheese. After the standardization, the method B was used to extract DNA
from S. aureus directly of artifically contaminated Minas Frescal cheese, aiming to
detect, by PCR, ten genes of EE with appropriate sensitivity to evaluate the compliance
of the product in relation to Brazilian legislation. The PCR reactions were specific to sea,



seb, sec, sed, see, seg, sei, selj, selm and selo genes showing sensitivity 210?> CFU of
S. aureus per gram of cheese. With the DNA extraction and PCR purposed in this study
it is possible to detect enterotoxigenic S. aureus in artifically contaminated Minas Frescal
cheese before this microorganism reach levels capable to cause the illness, beside to
allow verify if the product fill in the legal microbiological parameters for this
microorganism. In the other hand, to evaluate the presence of genes belonging to the
egc cluster (seg, sei, selm, seln and selo) in S. aureus from different foods of animal
origin and relate their presence on the origin of the strains, it is extracted the DNA of 41
of S. aureus strains, being 14 from chicken carcasses, 14 of raw milk, 8 of sausages and
5 of cheese. We made for PCR amplification a fragment (3375pb) of the egc cluster, and
fragments of genes belonging to the cluster was amplified individually. The
enterotoxigenic profile of S. aureus strains varied according to their origin, and was high
the prevalence of strains isolated from chickens carcasses that had all the genes in the
cluster. The strains from the other food, the prevalence of cluster was reduced. There
presence of genes in the egc cluster in S. aureus strains isolated from foods of animal
origin, however, different genotypes were observed depending on the source of
isolation. In strains isolated from chickens, the presence of the complete egc cluster is
high.

Keywords: staphylococcal enterotoxins, Minas Frescal cheese, foods of animal origin,
detection, PCR, egc cluster.
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1 Introdugéo

O género Staphylococcus € formado, atualmente, por 41 espécies. Destas,
Staphylococcus aureus € a mais relacionada a casos e a surtos de intoxicagdo
alimentar devido a capacidade de grande parte de suas cepas produzirem
enterotoxinas (EE). Na literatura sdo descritos inidmeros surtos de intoxicacdo alimentar
causados pela ingestdo de alimentos contendo EE pré-formadas. Em funcdo do risco a
saude publica que a presenca de S. aureus representa em alimentos, estabeleceu-se,
em diversos paises, a obrigatoriedade de sua pesquisa e enumerag¢ao, como parte das
acOes de fiscalizacdo sanitéaria de 6rgdos governamentais.

S. aureus pode produzir até 22 enterotoxinas, sendo considerado, por esse
motivo, um potencial agente biologico capaz de causar enfermidades alimentares em
humanos. Além disso, as EE podem ser produzidas em grandes quantidades e séo
relativamente estaveis a inativacdo fisica e quimica, sendo que uma pequena
guantidade (<1ug) ja € suficiente para causar os sintomas clinicos de intoxicacao
alimentar estafilococica. Merecem destaque as EE classicas, denominadas EEA, EEB,
EEC, EED e EEE por serem responsaveis por até 95% dos casos e surtos de
intoxicagcao alimentar, e as EE codificadas pelos genes pertencentes ao agrupamento
egc, as quais sao denominadas EEG, EEI, EEIM, EEIN e EEIO, por serem emergentes
e cujo relacionamento com cepas de S. aureus isoladas de alimentos de origem animal
e participacdo em casos e surtos de intoxicagcdo alimentar tem aumentado nos ultimos
anos.

Alimentos de origem animal sdo descritos como potenciais veiculos de S.

aureus e EE. Leite e derivados lacteos sdo alimentos de alta aceitabilidade e consumo
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e estado intimamente relacionados a surtos devido, principalmente, ao fato de S. aureus
ser um dos principais agentes da mastite bovina. Deve-se ressaltar que, mesmo apos o
leite ter sido processado termicamente, é possivel que o queijo produzido a partir desse
leite possua EE numa quantidade suficiente para causar um surto de intoxicacao
alimentar. Além disso, o microrganismo pode ter facil acesso ao alimento apds o
processamento devido a praticas inadequadas de manipulacdo e armazenamento.

Os meétodos tradicionais utilizados para o diagnostico de S. aureus em queijo
sdo demorados, exigem a utilizacdo de diversos meios de cultura, longos periodos de
incubacdo da bactéria, além de equipamentos e mao-de-obra especializada. Além
disso, estes métodos permitem apenas o isolamento e identificagdo do microrganismo,
sendo necesséarios testes imunolégicos adicionais para a caracterizacdo da
enterotoxigenicidade do patdgeno. Nesse contexto, faz-se necessario um meétodo de
diagndstico de S. aureus enterotoxigénicos que seja confiavel, rapido, simples e
sensivel para a avaliacdo da seguranca de queijos, especialmente o queijo Minas
Frescal.

A introducdo da PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em diagnéstico
microbiano veio potencializar métodos de analise baseados em sequéncias de acidos
nucléicos, estabelecendo uma alternativa viavel aos métodos tradicionais de cultura e
testes imunoldgicos utilizados para a deteccdo e caracterizacdo de S. aureus
enterotoxigénicos. Embora esta técnica apresente algumas desvantagens, tais como
equipamentos e insumos de alto custo, necessidade de mao de obra especializada e a
presenca de inibidores da reacao oriundos de alimentos, apresenta, por outro lado,
diversas vantagens em relagdo aos métodos convencionais, como maior poder de
tipificacdo e discriminacdo, maior rapidez, bom limite de deteccdo, maior seletividade,
especificidade e potencial para automacéo, para sua adequada execucao, é necessario
um DNA de qualidade, sem a presenca de possiveis agentes que possam interferir na
reacao.
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2 Objetivos

Padronizar uma técnica para extracdo de DNA de S. aureus enterotoxigénicos

diretamente de queijo Minas Frescal.

Amplificar, por PCR, 0s genes sea, seb, sec, sed, see, seqg, sei, selj, selm e
selo, tendo como molde o DNA de S. aureus extraido diretamente de queijo Minas

Frescal.

Detectar, por PCR, os genes do agrupamento egc (seg, sei, selm, seln e selo),
tendo como molde o DNA de S. aureus isolados de diferentes produtos de origem
animal (carcaca de frango, embutidos carneos, queijo tipo col6nia e Minas Frescal e

leite cru).
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3 Revisao de literatura

3.1 Staphylococcus spp. e Staphylococcus aureus

Os microrganismos do género Staphylococcus pertencem a familia
Micrococcaceae, apresentam forma de coco e tendem a formar agrupamentos
semelhantes a cachos de uva. Sdo Gram positivos, possuindo didmetro variando entre
0,5 e 1,5um, imoveis e ndo formam esporos. Possuem metabolismo fermentativo e
respiratorio, neste ultimo, vindo a produzir catalase (VARNAN e EVANS, 1991; KLOOS
e BANNERMAN, 1999).

Staphylococcus spp. possui uma distribuicdo ubiquitaria, sendo seu reservatoério
primario a pele e membranas mucosas, especialmente a regido naso-faringea de
mamiferos e aves (ATANASSOVA, MEINDL e RING, 2001). Atualmente, o género é
composto por 41 espécies e 24 subespécies (EUZEBY, 2008), sendo que algumas s&o
freqiuentemente associadas a uma ampla variedade de infeccbes de carater
oportunista, tanto em seres humanos como em animais (TRABULSI, TEIXEIRA e
BUERIS, 2004). Dentre estas espécies, destaca-se Staphylococcus aureus como a
mais envolvida em doencas em seres humanos (KONEMAN et al., 2001).

S. aureus sao bactérias mesofilas, apresentando temperatura de crescimento
na faixa de 7°C a 47,8°C, no entanto, as enterotoxinas estafilocécicas sdo produzidas
entre 10°C e 46°C, com um 6timo entre 40°C e 45°C, sendo que 0s extremos de
temperatura estdo na dependéncia dos demais parametros que devem encontrar-se em
condicOes Gtimas. As bactérias deste género sao tolerantes a concentracdes de 10% a
20% de NaCl e a nitratos, o que torna os alimentos curados veiculos potenciais para as

mesmas. Em relacédo ao pH, S. aureus cresce na faixa de 4 a 9,8, com um 6timo entre 6
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e 7. Em relacdo a atividade de agua, o valor minimo necessario para o microrganismo
se desenvolver é 0,86, embora sob condi¢cbes ideais, esta bactéria jA tenha se
desenvolvido em atividade de 4gua de 0,83 (FRANCO e LANDGRAF, 2002).

Staphylococcus aureus € uma das trés espécies de cocos Gram positivos que
sao patogénicas para o homem. Estima-se que 25% da populagdo humana sejam
carreadores permanentes deste microrganismo, sendo os fatores mais comuns que
predispbe o hospedeiro a essa infeccdo, as injarias de pele e mucosas, infec¢des virais,
anormalidades metabdlicas, como por exemplo, diabetes, e condi¢cdes miscelaneas,
como ma nutricdo e idade avancada. Uma vez instalado em seu hospedeiro, pode
causar uma enorme variedade de sintomas clinicos, afetando a pele, pulmdes, coracao,
sistema nervoso central, o0ssos e articulacbes, corrente sangiinea e trato
gastrointestinal (BACHERT, GEVAERT e VAN CAUWENBERGE, 2002).

Muitos fatores de viruléncia contribuem para o potencial patogénico de S.
aureus. Algumas linhagens podem vir a formar uma capsula de natureza
polissacaridica, contribuindo para impedir a fagocitose do microrganismo por células de
defesa. Podem produzir e secretar a proteina A, a qual tem alta afinidade pela regido Fc
das moléculas de IgG, dificultando a acdo do sistema imunoldgico. Produzem, além
disso, uma série de enzimas, como a catalase, responsavel pela degradacdo do
peréxido de hidrogénio, e a coagulase, responsavel pela formacdo de fibrina, que
confere resisténcia a opsonizacao e fagocitose (KONEMAN et al., 2001). Além disso, S.
aureus produz uma seérie de toxinas, as quais tém sido atribuida uma importante
participacdo na patogenia das doencas causadas por este microrganismo. Entre as
toxinas produzidas, destacam-se as enterotoxinas, a esfoliatina, toxina da sindrome do
choque toxico (TSST), hemolisinas e leucocidinas (TRABULSI, TEIXEIRA e BUERIS,
2004).

Staphylococcus aureus pode causar varios tipos de intoxicagdes, seja durante
um processo infeccioso, como por exemplo a sindrome da pele escaldada, ou néo,
como nos casos da intoxicacdo alimentar e sindrome do choque toxico. A intoxicacao
alimentar é provocada pela ingestao de toxinas formadas no alimento contaminado pelo
microrganismo. Essas toxinas sdo denominadas enterotoxinas estafilocOcicas
(BACHERT, GEVAERT e VAN CAUWENBERGE, 2002).
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3.2 Enterotoxinas Estafilococicas

Enterotoxinas estafilocdcicas (EE) sdo proteinas secretadas com massa
molecular variando entre 25.000 a 30.000 daltons, sollveis em agua e em solucdes
salinas, que apresentam estrutura primaria, estrutura molecular e atividades
farmacoldgicas semelhantes entre si, possuindo, entretanto, propriedades imunoldgicas
distintas (LEBEAU et al., 1994; NOVAK, 1999; BALABAN e RASOOLY, 2000).

A medida que foram sendo descobertas, as EE foram seqiiencialmente
denominadas com as letras do alfabeto, sendo descritas e purificadas, até 0 momento,
dez EE: EEA, EEB, EEC,, EEC,, EEC3, EED, EEE, EEG, EEH e EEI. Inicialmente, as
EE foram divididas em 5 tipos sorologicos (EEA até EEE), as chamadas EE classicas.
Atualmente, estudos baseados na similaridade genética existente entre as classicas e
as novas EE tém reportado outros tipos (FITZGERALD et al., 2001; JARRAUD et al.,
2001; ORWIN et al., 2002; OMOE et al., 2003; LETERTRE et al., 2003c; THOMAS et
al., 2006). Como exemplo, Abe et al. (2000) apud Bachert, Gevaert e Van Cauwenberge
(2002), usando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), identificaram uma
variante da EEG, a EEGv, produzida por isolados clinicos de Staphylococcus aureus.
Corroborando este estudo, Blaiotta et al. (2004), relataram variantes genéticas dos
genes codificadores das EEG (EEGv) e EEI (EElv) em uma cepa de Staphylococcus
aureus.

Em funcéo do crescente relato de novas EE, e buscando uma padronizacdo da
nomenclatura, o Comité Internacional para Nomenclatura de Superantigenos
Estafilocécicos (INCSS) recomendou que apenas superantigenos estafilocdcicos que
induzam emese em macacos sejam designados Enterotoxinas Estafilococicas,
enguanto que as recentes enterotoxinas descritas, cujas propriedades eméticas ainda
ndo estdo totalmente esclarecidas, sejam designadas apenas como “similares”, ou pelo

uln

termo original em inglés, “like”, acrescentando-se a sua sigla a letra “I”, até a elucidagao
do exato mecanismo celular e molecular envolvido em sua patogénese (LINA et al.,
2004).

Na Tabela 1 sdo apresentadas as EE e as EEI descritas na literatura.
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Tabela 1: Enterotoxinas produzidas por Staphylococcus aureus.

ENTEROTOXINA SIGLA REFERENCIA

A EEA CASMAN, (1960)

B EEB BERGDOLL, SURGALLA e DACK, (1959)
c1 EEC, BERGDOLL, BORJA e AVENA, (1965)
c2 EEC, AVENA e BERGDOLL, (1967)
c3 EECs REISER et al., (1984)

D EED CASMAN et al., (1967)

E EEE BERGDOLL et al., (1971)

G EEG MUNSON et al., (1998)

H EEH SU e WONG, (1995)

| EEI MUNSON et al., (1998)

J EelJ ZHANG, IANDOLO e STEWART, (1998)

K EEIK ORWIN et al., 2001

L EEIL FITZGERALD et al., (2001)

M EEIM JARRAUD et al., (2001)

N EEIN JARRAUD et al., (2001)

o) EEIO JARRAUD et al., (2001)

P EEIP KURODA et al., 2001
Q EEIQ ORWIN et al., (2002)

R EEIR OMOE et al., (2003)

U EEIU LETERTRE et al., (2003c)
u2 EEIU2 THOMAS et al., (2006)

v EEIV THOMAS et al., (2006)

Em 1981, Bergdoll et al. identificaram uma toxina produzida por Staphylococcus
aureus, causadora de sindrome do choque toxico, a qual, pela ordem de descobrimento
portaria a sigla “EEF”. No entanto, essa toxina foi renomeada com a sigla TSST-1
devido a auséncia de atividade emética em macacos (SU e WONG, 1997; FUEYO,
MENDOZA e MARTIN, 2005), o que, conforme descrito acima, € uma evidéncia
absolutamente necessaria para a caracterizagcéo da enterotoxina.

Entre as bactérias pertencentes ao género Staphylococcus, S. aureus é a
espécie mais envolvida com intoxicacdo alimentar estafilococica e, por muitos anos, foi
a uUnica relacionada com producdo de EE, porém, sabe-se que S. hyicus e S.
intermedius também podem produzir EE em niveis suficientes para causar intoxicacao
alimentar (LANCETTE e BENNETT, 2001; BECKER et al., 2001, LAMPRELL et al.,
2004). Com o intuito de padronizar a nomenclatura das EE produzidas por S. hyicus e

S. intermedius, o INCSS recomenda que a sigla da EE sinalize a espécie bacteriana
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produtora: por exemplo, uma variante molecular de EEC, produzida por S. intermedius,
deve ser designada como “E(int)EC” (LINA et al., 2004).

Diferentes hipdteses tém sido reportadas visando esclarecer a variagdo nos
tipos de enterotoxinas produzidas por Staphylococcus. Entre essas, destacam-se as de
Rosec et al. (1997), os quais afirmam que os distintos tipos de enterotoxinas produzidas
por isolados de S. aureus sao reflexo da origem geografica do microrganismo. Cenci-
Goga et al. (2003), da mesma forma, afirmam que essas diferencas podem ser reflexo
da diversidade dos isolados de S. aureus e de suas origens. Balaban e Rasooly (2000)
e Chen et al. (2001), sugerem que a heterogeneidade das toxinas produzidas deve-se a
uma selecdo genética, promovendo modificagdo das sequéncias de seus aminoacidos,
causando imunosupressao no hospedeiro, facilitando a sobrevivéncia de S. aureus. Por
isso, 0 INCSS recomenda uma designacdo apropriada para variantes Unicas de EE
encontradas em determinado hospedeiro: por exemplo, uma variante molecular de EEC
expressada exclusivamente por linhagens de Staphylococcus isoladas de bovinos, deve
ser designada “EEC4-bov” (LINA et al., 2004).

As EE possuem uma estreita identidade genética entre si, sendo sua relacdo
filogenética estimada pela analise da seqiéncia de nucleotideos de seus respectivos
genes. A sequéncia nucleotidica divergente, bem como diferencas nas sequéncias de
aminodacidos, permitiu dividi-las, de maneira hierarquica, em dois grandes grupos. O
primeiro grupo é formado por EEA, EED e EEE, as quais apresentam similaridade de
sequéncia na sua cadeia de aminoacidos variando entre 51 e 81%. O segundo grupo
compreende EEB e os subtipos de EEC, com uma sequéncia similar de 42 a 67%. EEIJ,
assim como EEI e EEH foram caracterizadas mais recentemente, e tém uma
similaridade com as outras enterotoxinas variando entre 52 e 66% e 31 e 38%,
respectivamente (BALABAN e RASOOLY, 2000). Estudos mais recentes sobre o
genoma de Staphylococcus aureus enterotoxigénico demonstraram uma alta
similaridade entre EEIU e EEB (54%), EEIU e EEC (52%), EEIU e EEG (40%)
(LETERTRE et al., 2003c) e entre EEIR e EEG (OMOE et al., 2003).

O alto grau de similaridade entre as EE pode ser melhor observado na Tabela
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Tabela 2: Porcentagem de similaridade entre as seqUéncias de aminoacidos em
diferentes EE* e EEI**

EE EEA EEB EEC, EED EEE EEG EEH EEI EEJ EEIK EEIL EEIM EEIN EEIO

EEA 100 33 30 50 83 27 37 39 64 39 37 35 39 37

EEB 100 68 35 32 43 33 31 33 32 36 29 32 36
EEC, 100 31 29 41 27 26 30 29 29 26 29 33
EED 100 52 27 35 33 51 38 39 41 38 39
EEE 100 27 35 35 63 39 37 37 39 37
EEG 100 34 28 29 31 30 28 31 30
EEH 100 33 35 38 34 38 34 31
EEI 100 34 31 31 31 31 57
EEN 100 38 42 38 42 33
EEIK 100 42 28 - -
EEIL 100 31 - -
EEIM 100 28 31
EEIN 100 42
EEIO 100

Fonte: Adaptado de JARRAUD et al. (2001);
* Enterotoxina Estafilococica;
** Enterotoxina Estafilocdcica like.

Uma das formas de organizacao dos genes das enterotoxinas estafilocécicas é
denominada ilha de patogenicidade (SaPl), que sédo classificadas como elementos
genéticos acessorios que possuem tamanho entre 15 e 20 kb, e que ocupam posi¢coes
especificas no cromossomo de cepas toxigénicas. Inicialmente foram descritas cinco
ilhas de patogenicidade em S. aureus: SaPl 1, SaPl 2, SaPl 3, SaPl 4 e SaPlbov
(NOVICK, SCHLIEVERT e RUZIN, 2001), as quais portavam genes para fatores de
viruléncia do microrganismo. Sabe-se, por exemplo, que SaPIl 1 possui 0s genes das
EEIK e EEIL, SaPIl 3 o gene das EEB, EEIK e EEIQ (YARWOOD et al., 2002) e SaPl 4 o
gene da EEC EEIK, EEIL e EEIM (NOVICK, 2003). Em um estudo conduzido por
Fitzgerald et al. (2001), uma analise genético-molecular permitiu a identificacdo de uma
ilha de patogenicidade em Staphylococcus aureus isolados de bovinos, denominada
SaPlbov, onde se encontravam os genes codificadores de TSST, EEC-bov e EEIL.

Os genes codificadores de EE, assim como outros que codificam fatores de
viruléncia de Staphylococcus, também podem estar dispostos em elementos genéticos
moveis, tais quais os plasmideos, os bacteriofagos e o0s elementos genéticos
transponiveis (NOVICK et al., 2001; YARWOOD et al., 2002). Sabe-se que EEA e EED,
por exemplo, as duas enterotoxinas com a maior freqiéncia de envolvimento em
intoxicacdo alimentar estafilococica, sdo codificadas por genes localizados em
bacteri6fago (BETLEY e MEKALANOS (1985) apud NOVICK, 2003) e plasmideo
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(BAYLES e IANDOLO (1989) apud NOVICK, 2003; ZHANG, IANDOLO e STEWART,
1998), respectivamente. A presenca de genes para fatores de viruléncia em elementos
genéticos moveis numa cepa de Staphylococcus aureus, como, por exemplo, algum
gene que codifique resisténcia a um antibiético ou uma enterotoxina, implica em sua
possivel mobilidade de uma molécula de DNA para outra, ou de uma bactéria para
outra, num processo conhecido como transferéncia horizontal de genes, conferindo
uma vantagem seletiva e evolutiva ao microrganismo receptor (FERREIRA, 2001;
YARWOOD et al., 2002).

Em virtude da grande similaridade existente entre os genes codificadores das
EE, supde-se que grande parte desses genes apresente algum nivel de “parentesco”
com outras sequéncias de EE dentro do mesmo genoma. Estas sequéncias
estreitamente relacionadas poderiam ser produtos da duplicacdo de genes ancestrais
(JARRAUD et al., 2001) que, posteriormente, divergiram entre si, em niveis variados,
pela ocorréncia de mutacdes acumuladas ao longo da evolugdo. Uma série de genes,
descendentes de um gene ancestral comum, é chamada familia de genes (FERREIRA,
2001). A organizacao dos diferentes membros de uma determinada familia de genes
dentro do genoma é variavel e, quando agrupados numa mesma regido, formam os
chamados agrupamentos de genes, ou, no termo em inglés, clusters. Um dos
agrupamentos presentes no genoma de S. aureus € denominado egc ou enterotoxin
gene cluster, uma organizacdo genética sob a forma de operon e que codifica a
producédo de cinco enterotoxinas: EEG, EEI, EEIM, EEIN e EEIO (JARRAUD et al.,
2001, KURODA et al., 2001), além de dois pseudogenes, denominados ¢gentl e gent2,
ambos sem fungéo bioldgica definida. Embora os genes do agrupamento egc sejam
regulados pelo mesmo regulador, o0 mRNA policistronico gerado pode ser traduzido
individualmente para cada gene e em niveis distintos. O agrupamento egc esta

esquematicamente representado na Figura 1.
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Figura 1: Representacdo esquematica do agrupamento egc mostrando os genes selo,

selm, sei, gentl, gent2, seln e seg. (numero de acesso no GenBank — AF285760).
Fonte: JARRAUD et al., (2001); NCBI (2008).

Essa organizacdo genética foi confirmada posteriormente com o
sequenciamento do genoma de Staphylococcus aureus (KURODA et al., 2001).

O agrupamento egc é descrito por alguns autores (JARRAUD et al., 2001;
THOMAS et al., 2006) como “berc¢o” das EE, onde, a partir de eventos de recombinacéo
genética, poderia ser formado um novo gene codificador de um superantigeno
estafilocécico capaz de causar intoxicacdo alimentar. Comprovando essa hipotese,
Letertre et al. (2003c), identificaram um gene variante no agrupamento egc,
denominado selu, que foi formado a partir da recombinacdo genética entre gentl e
pent2, e que codifica EEIU. Posteriormente, Thomas et al. (2006) identificaram dois
novos genes codificadores de EE, o primeiro denominado selu2, originado a partir da
recombinagao de ¢@entl e gent2, e o segundo denominado selv, originado a partir de
eventos de recombinagdo genética entre os genes codificadores de selm e sei. Embora
ambos os genes selu e selu2 tenham sido formados a partir dos mesmos genes (gentl
e @ent2) e tenham uma sequéncia de nucleotideos bastante similar, diferem
significativamente a ponto de produzirem proteinas diferentes e com atividade
superantigénica.

Uma caracteristica interessante do agrupamento egc é o alto nivel de
polimorfismo genético que este agrupamento pode apresentar (LETERTRE et al.,
2003c; BLAIOTTA et al., 2004; BLAIOTTA et al., 2006; THOMAS et al., 2006), sendo
encontrado diversas variantes em distintas linhagens de S. aureus. Thomas et al.

(2006), por exemplo, analisaram 666 cepas clinicas de S. aureus e encontraram apenas
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uma que ndo apresentava o gene sei, na qual observaram que havia dois tipos de
sequUéncia de insercdo posicionados na regido cromossdmica onde deveria estar
localizado o gene sei. Esses autores sugerem que esse fenbmeno € causado quando
parte do agrupamento egc € exportado ou inserido no cromossomo de cepas
intermediarias de S. aureus, e que, durante a transposi¢do, pode ter ocorrido a
integracao total ou parcial de um gene adjacente.

As EE sdo descritas como proteinas acessérias, ou seja, ndo sao utilizadas
para o crescimento e multiplicagdo do microrganismo. Além disso, sdo denominadas
superantigenos por possuirem atividade superantigénica, ou seja, possuem a
capacidade de estimular os linfocitos T auxiliares de forma néo especifica através da
molécula do complexo principal de histocompatibilidade da classe Il (MHC Il) das
células apresentadoras de antigenos (Figura 2). Dessa forma, essa unido ocorre de
uma maneira indiscriminada e em grande abundancia, podendo originar uma variedade
de sintomas, como febre, nauseas, vOmitos e até mesmo choque (TRABULSI,

TEIXEIRA e BUERIS, 2004).

Célula T auxiliar

Cadeia B do receptor
dacélulaT

CDh4

MHC classe Il

Célula apresentadora de antigenos

FIGURA 2: Representacdo da ativacdo ndo especifica de células T através de

enterotoxinas estafilococicas.
FONTE: Adaptado de LOIR, BARON e GAUTIER, (2003).

Sabe-se que a quantidade de EE requerida para ativacdo de células T € muito
menor que a requerida para uma resposta de um antigeno convencional, no entanto, a
guantidade de interleucina produzida € significativamente maior numa resposta a EE.

Embora nduseas e vomitos exibidos em intoxicacdo alimentar estafilocOcica sejam
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atribuidos a grande quantidade de interleucina liberada como consequiéncia da elevada
ativacdo de células T, o completo mecanismo molecular que induz a emese ndo esta
totalmente elucidado. Sabe-se, no entanto, que a severidade da intoxicagdo alimentar
estafilococica depende da enterotoxina envolvida assim como da quantidade de EE
ingerida com o alimento (BETLEY e HARRIS, 1994; BALABAN e RASOOLY, 2000;
PROFT e FRASER, 2003). Como exemplo, pode ser citada a intoxicacdo causada pela
EEB, onde menores quantidades desta toxina exibem sintomas mais severos do que a
causada pela EEA.

A via de absorcdo da EE esta também relacionada com a severidade da
doenca. Estima-se que, via gastrointestinal, € necessario uma quantidade de 0,375ug
de enterotoxina por quilo corpGreo para causar sintomatologia classica de intoxicacao
alimentar em humanos (FRANCO e LANDGRAF, 2002). Ulrich et al. (1997), afirmam
gue, em humanos, quando as EE s&do administradas por via intra-nasal, a dose
aproximada de 0,0004ug por quilo corporeo, seria suficiente para gerar sintomas como
febre, mialgia, dispnéia, nauseas, anorexia e vOmitos. Estes mesmos autores
estimaram que a dose letal em humanos, quando a EE é administrada por via inalatoria,
seria apenas 0,02ug por quilo corporeo. O potencial da doenca causada por EE,
principalmente EEB, quando administrada por via intra-nasal, foi extensivamente
estudada nos Estados Unidos na década de 1960, sendo cogitada, na época, como um
potencial agente bioldgico a ser utilizado em programas bélicos (ULRICH et al., 1997).

Embora uma mesma cepa de S. aureus possa albergar diversos genes de EE,
a secrecao destas proteinas € cepa-especifica e varia de acordo com os fatores
intrinsecos e extrinsecos do substrato em que microrganismo esteja inserido. Como
exemplos, podem ser citados meios de cultura contendo glicose ou NaCl, os quais, em
determinadas concentragdes, reprimem a transcricdo do RNA que conduz a informacao
para codificacdo de EEA e EEC e de EEB e EEC, respectivamente (WESELL, 2000).
Com relacdo a outros fatores, Su e Wong (1998), verificaram que, em condi¢bes de
laboratério, S. aureus produz grandes quantidades de EEH quando incubado em
condicbes aerbbicas e sob um pH 7,0, no entanto, quando incubado em pH 6,5 e/ou

7,5, as quantidades de EEH detectadas foram significativamente menores.
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As EE podem ser produzidas por S. aureus durante a multiplicacao inicial na
fase exponencial (fase log) do microrganismo e/ou durante, e até mesmo, no fim da
fase exponencial e inicio da fase estacionaria, contudo, estima-se que sejam
necessarias entre 10° e 10° unidades formadoras de col6nias (UFC) da bactéria por
grama de alimento para que a toxina seja formada em niveis capazes de provocar
intoxicacdo alimentar (FRANCO e LANDGRAF, 2002). Em alimentos, merece destaque
o trabalho de AKKAYA e SANCAK (2007), os quais inocularam, individualmente, 10°
UFC de S. aureus produtores de EEA, EEB, EEC e EED, por mililitro de leite
pasteurizado, que posteriormente foi utilizado para fabricacdo de um queijo tipico da
Turquia. Estes autores verificaram que, ja durante a formagdo do coagulo, houve um
acréscimo de 2log na quantidade de S. aureus presentes e que foi possivel detectar
EEA. Ja EEC somente foi detectada no décimo quinto dia ap0s a cura do queijo,
quando a populagédo de S. aureus encontrava-se em 6log. Nesse experimento, até o
nonagésimo dia apos a cura do queijo, EEB e EED ndo foram detectadas. Com esses
resultados € possivel sugerir que a sintese e secre¢do de EE ndo € uma consequéncia
inevitavel do crescimento de S. aureus, podendo o microrganismo se multiplicar sem
gue ocorra a sintese de EE.

Nos ultimos anos a concentragdo minima de S. aureus capaz de produzir
enterotoxinas em quantidade suficiente para causar doenca vem sendo relacionada a
sistemas de regulacdao génica. Holloway (2006) relata que essa regulacdo génica €&
dependente da densidade populacional bacteriana, através da producao e liberacdo no
meio externo de pequenas moléculas, chamadas de “auto-indutores”, em um fenémeno
denominado de quorum sensing, o que também foi descrito por Winzer e Williams
(2001), os quais citam que a relacdo entre patdégenos e hospedeiros € fortemente
afetada pela populagdo bacteriana presente. Segundo Holloway (2006), muitas
moléculas diferentes ja foram descritas como auto-indutores. Alguns dos principais
exemplos séo (i) as acil-homoserina-lactonas (AHLs), moléculas também chamadas de
“auto-indutor 17; (i) moléculas agrupadas sob o nome de “auto-indutor 2”, de estrutura
geral ainda desconhecida, sabendo-se apenas que ndo sdo AHLs (em alguns casos
observou-se ser um agucar com uma molécula de boro no centro); e (iii) pequenos

peptideos modificados. Bactérias Gram-negativas como Pseudomonas aeruginosa,
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usam varias versdes de moléculas AHL, por outro lado, em bactérias Gram-positivas,
como Staphylococcus aureus, as moléculas auto-indutoras seriam peptideos.

O sistema de sinalizacdo através de auto-indutores baseia-se na sua ligacao a
moléculas sensoras presentes na superficie ou no interior das bactérias. Essas
moléculas sensoras, chamadas em geral de “proteinas R”, atuam como reguladores
transcricionais, ou seja, regulam a expressdo de genes especificos, direta ou
indiretamente. Cada uma dessas proteinas R responde a um auto-indutor especifico e,
em geral, s6 é ativada quando estimulada por essa molécula. Auto-indutores
inespecificos, embora capazes de se ligar as proteinas R, ndo provocam ativacao ou
provocam uma ativacdo mais fraca (WINZER e WILLIAMS, 2001; HOLLOWAY, 2006).
Esses mesmos autores citam que, entre as caracteristicas reguladas por quorum
sensing, a expressdo de enzimas e antibiéticos em Erwinia carotovora, a produgédo de
pigmento em Chromobacterium violaceum e de luminescéncia em Vibrio harveyi e
Vibrio fischeri, a producédo de fatores de viruléncia em Pseudomonas aeruginosa, a
capacidade de receber DNA de outras bactérias em Bacillus subtilis, a conjugacao
(transferéncia de genes entre duas bactérias) em Agrobacterium tumefaciens e
Enterococcus faecalis, e a expressao de toxinas em Staphylococcus aureus. A respeito
disso, Motta et al. (2001) relatam que algumas enterotoxinas estafilococicas (EEB, EEC,
EED) tém sua sintese regulada através de um mecanismo de quorum sensing onde
peptideos atuam na ativacdo de um gene regulador acessorio (gene agr), enquanto
outras (EEA), sédo independentes deste sistema, o que pode explicar os elevados
indices de intoxicacdo alimentar estafilococica geradas por EEA. Estes fatos sugerem
que estratégias alternativas, baseadas no controle de sistemas quorum sensing, podem
ser utilizadas como substituintes aos antibidticos, no caso de medicamentos, e de
tratamentos térmicos para o controle de patdégenos, como os Staphylococcus coagulase
positiva e suas enterotoxinas, em alimentos.

Duas das caracteristicas mais importantes das EE s&o: primeiro, a resisténcia a
inativagcdo por proteases gastrintestinais, bem como a acéo da pepsina, 0 que explica
sua capacidade de permanecer ativa apos a ingestdo, e a manuten¢ao de sua atividade
em certos alimentos; e, segundo, sua termoestabilidade, extremamente importante em

termos de seguranga de alimentos, uma vez que elas permanecerao ativas no alimento
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mesmo apOs seu processamento térmico (BALABAN e RASOOLY, 2000;
ATANASSOVA, MEINDL e RING, 2001; SORIANO et al., 2002; BENNETT, 2005),

como no caso de leite pasteurizado e leite tratado por ultra alta temperatura (UHT).

3.3 Intoxicacdo Alimentar EstafilocOcica

Intoxicacdo alimentar estafilococica € uma doenca de origem alimentar,
caracterizada por um curto periodo de incubacéo, geralmente 2 a 6 horas, resultado da
ingestdo de enterotoxinas estafilococicas pré-formadas no alimento (BALABAN e
RASOOLY, 2000).

Para a intoxicacdo alimentar estafilococica acontecer, quatro fatores
relacionados ao alimento devem ser considerados: 1) estar contaminado com
estafilococos produtores de EE; 2) apresentar condicbes intrinsecas para a
multiplicagdo do microrganismo; 3) estar acondicionado a uma temperatura e por um
periodo adequados a multiplicacdo bacteriana até niveis capazes de produzir EE em
guantidade suficiente para causar doenca;, e 4) ser consumido (NEWSOME e
STEWART, 2006).

Staphylococcus aureus €, no género Staphylococcus, a espécie mais
relacionada a intoxicagdo alimentar estafilococica, no entanto, ndo € o microrganismo
em si o causador da doenga e, sim, suas toxinas (NOVICK, 2003). Intoxicag&o alimentar
estafilococica tem um grande impacto na saude publica. Estima-se que, a cada ano,
nos Estados Unidos, ocorram mais de 185.000 casos dessa doenga, causando cerca
de 1.700 hospitalizacbes (MEAD et al., 1999), com custos médicos e perda em
produtividade estimada na ordem de 1,5 bilhdo de délares (CENCI-GOGA et al., 2003).
Na Franca, durante os anos de 1999 e 2000, o numero de casos e surtos de doencas
alimentares causadas por Staphylococcus aureus ocupou a segunda posi¢do, sendo
superado apenas por Salmonella spp. (LOIR, BARON e GAUTIER, 2003). No Brasil,
poucas Unidades de Federacdo possuem um sistema de monitoramento
epidemioldgico de doencas transmitidas por alimentos. Merece destaque o Estado do
Parana, onde, no periodo compreendido entre os anos de 1978 e 2000, a intoxicacdo

alimentar estafilocécica ocupou o primeiro lugar no ranking de doencas transmitidas por
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alimentos, com 492 surtos (41,2% no total) (AMSON et al., 2006). No entanto, 0s casos
e surtos desta doenca ainda sdo subestimados por varias razdes, entre as quais se
destacam: a doenca apresenta um carater autolimitante e raramente leva as pessoas
envolvidas a procurarem auxilio médico; ser confundida com outros tipos de intoxicacao
alimentar que possuem sintomas semelhantes, como, por exemplo, a causada pela
toxina emética de Bacillus cereus; inadequada coleta de amostras e analise laboratorial
(BENNETT, 1986 apud NEWSOME e STEWART, 2006).

Staphylococcus aureus pode produzir uma ou mais EE simultaneamente
(LETERTRE et al., 2003a; LETERTRE et al., 2003b; PINTO, CHENOLL e AZNAR,
2005; VILLARD et al., 2005; SILVA, CARMO e SILVA, 2005; OMOE et al., 2005;
ZSCHOCK et al., 2005; SMYTH et al., 2006). Embora S. aureus possa produzir uma
grande variedade de enterotoxinas, apenas EEA, EEB, EEC,, EEC,, EEC3;, EED, EEE,
EEG, EEH e EEI foram envolvidas em casos e surtos de intoxicacdo alimentar (PROFT
e FRASER, 2003), sendo 95% dos surtos causados por EEA, EEB, EEC, EED e EEE
(LETERTRE et al., 2003a). No entanto, este indice pode ndo se dever a alta incidéncia
dessas EE classicas e, sim, a subnotificacdo de outras EE, em funcéo da limitacdo dos
meétodos diagnésticos comerciais que ndo detectam a presenca destes novos agentes
em alimentos.

Devido a alta similaridade genética entre as enterotoxinas, e o possivel
envolvimento de novas EE em intoxicacdo alimentar, muitas pesquisas tém sido
conduzidas buscando a deteccdo de novos genes de enterotoxinas estafilocécicas.
Essas investigacfes ocorrem, na maioria das vezes, em cepas de origem clinica, que
estiveram envolvidas em doencas de humanos, ou em cepas de referéncia,
pertencentes a colecdes bacterianas de referéncia, entre elas, American Type Culture
Collection (ATCC) e Food Researche Institute (FRI). Como exemplo, pode ser citado o
estudo de Becker et al. (2004), os quais detectaram genes codificadores das EEIM,
EEIN e EEIO em S. aureus isolados de amostras clinicas; o estudo de Chen, Chiou e
Tsen (2004), os quais encontraram genes codificadores de EEG, EEH e EEIlI em S.
aureus isolados de humanos e que nao apresentaram genes para as EE classicas; e 0

estudo de Omoe et al. (2005) que padronizaram uma técnica molecular para
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genotipagem de S. aureus isolados de surtos e de humanos sadios, encontrando 49
isolados que portavam apenas os genes de EEI.

Por outro lado, os estudos com cepas oriundas de alimentos sédo ainda bastante
incipientes, limitando-se, na sua maioria, as EE classicas (EEA-EEE). Com relacdo a
cepas isoladas de alimentos de origem animal, merece destaque o trabalho de Bania et
al. (2006), os quais relataram uma alta incidéncia dos genes das EEIP, EEIL e EEIK em
genomas de S. aureus isolados de derivados carneos.

A pesquisa de S. aureus enterotoxigénicos em animais é de extrema relevancia
uma vez que quando esses animais sdo destinados a alimentacdo humana, durante o
processo de abate, ha possibilidade de contaminac&o da carne através do contato com
pele, pélos, penas, conteldo gastrointestinal ou fezes dos animais abatidos. Nesse
aspecto, Zschock et al. (2005) detectaram a presenca de genes codificadores de EEG,
EEH, EEI e EEIJ em S. aureus isolados em bovinos e ressaltam sua importancia para
estudos epidemiolégicos futuros, com o possivel envolvimento destas enterotoxinas em
casos e surtos de intoxicacdo alimentar. Smyth et al. (2005) e Hwang et al. (2007),
isolaram S. aureus em carcacas de frango e verificaram que uma alta porcentagem das
cepas isoladas portava os cinco genes do agrupamento egc.

Smyth et al. (2006), pesquisando S. aureus enterotoxigénicos em refrigeradores
domésticos na Irlanda, encontraram os genes de EEG, EEI, EEIM, EEIN e EEIO em
99% das linhagens toxigénicas por eles isoladas, e afirmam que essa alta frequéncia
indica que refrigeradores domésticos contaminados com S. aureus sado potencialmente
capazes de veicular esse patdégeno para os alimentos.

Os sintomas classicos da intoxicacdo alimentar estafilocOcica sdo nauseas,
vomitos, cdibras abdominais geralmente muito dolorosas, diarréia e sudorese. Podem
ocorrer, ainda, dores de cabeca, calafrios, queda de presséo arterial e, em rarissimas
vezes, febre, quando a quantidade de toxina ingerida é grande (FRANCO e
LANDGRAF, 2002). Varnan e Evans (1991) citam que criancas, idosos e pessoas
enfermas sdo mais susceptiveis a intoxicacdo estafilocOcica, ainda que faixa etaria e
doenca pré-existente ndo sejam fatores predisponentes a esta doenca.

Apés a ingestdo, as EE apresentam acdo emética, através de estimulo do

sistema nervoso central, onde se encontra o centro do vOmito, provocando o
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retroperistaltismo. A acgdo diarréica ocorre através de um mecanismo que nao esta
totalmente elucidado, mas parece estar relacionado ao sistema secretor de sédio e
cloro em nivel intestinal, provocando desequilibrio hidro-eletrolitico (FRANCO e
LANDGRAF, 2002).

Os sintomas observados pela ingestéo de alimentos contendo EE variam com o
grau de susceptibilidade do individuo, com a concentracdo de EE presente no alimento
e com a quantidade de alimento ingerido (FRANCO e LANDGRAF, 2002). De acordo
com Evenson et al. (1988), a dose minima de EEA requerida para causar doenca em
criancas em idade escolar é de aproximadamente 144+50 ng, conforme observado num
surto ocorrido nos Estados Unidos, apos a ingestdo de leite achocolatado. No entanto,
Franco e Landgraf (2002) descrevem que 0,375 pg de enterotoxina por quilo corpéreo
seja suficiente para causar a sintomatologia em humanos.

Entre as EE classicas, EEA é responsavel por mais de 75% dos surtos,
seguida, em ordem decrescente de frequéncia, por EED, EEC e EEB (VERNOZY-
ROZAND et al., 2004). De uma maneira geral, o gene da EEA € o mais prevalente em
isolados de Staphylococcus aureus, no entanto, novas evidéncias sugerem que essa
prevaléncia pode variar entre distintos paises como, por exemplo, na Coréia, em um
estudo conduzido por Kwon et al. (2004), o gene da EEI foi o mais prevalente, seguido
pelos genes da EEA e EEH.

Varios casos e surtos ja foram reportados na literatura. Como exemplos podem-
se citar um grande surto no Japéao, ocorrido no ano de 2000, no qual adoeceram,
aproximadamente, 14.000 pessoas, com 180 hospitalizacées (WHO, 2004). Martin et al.
(2004) descreveram trés surtos de intoxicacdo alimentar na Espanha, envolvendo
enterotoxinas A, C, G, H e |. Chen, Chiou e Tsen (2004) relataram surtos de intoxicacao
alimentar em Taiwan e isolaram S. aureus produtores das enterotoxinas G, H e I.
Jorgensen et al. (2005), apés um surto de intoxicacdo alimentar estafilocécica na
Noruega, encontraram EEH em um puré de batatas preparado com leite cru.

No Brasil, existem diversos relatos de intoxicacdo alimentar estafilococica:
Karino et al. (1985), na cidade de Paranavai, PR, relataram um surto de intoxicacéo
alimentar ocasionado por S. aureus cujo alimento veiculador das EE foi um bolo de

casamento; na cidade de Ouro Preto, MG, Sabione, Hirooka e Souza (1988),
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detectaram S. aureus produtores de EEA, EEB, EED e EEE em queijo tipo Minas,
ocasionando um surto em uma familia de quatro pessoas; no ano de 1994, um surto foi
diagnosticado por Pereira et al., no sudeste do Brasil, onde 12 pessoas foram
acometidas de vbmito e diarréia apés consumirem um bolo recheado, servido em uma
festa de aniverséario; Barreto e Costa (1998), descreveram um surto de intoxicacao
estafilococica em Belo Horizonte, MG, causado pelo consumo de ambrosia, queijo ndo
processado e saladas; no Estado de Minas Gerais dois surtos foram diagnosticados por
Carmo et al. (2002): um deles envolvendo queijo Minas frescal, no qual foi encontrado
EEA, EEB e EEC e, no outro, envolvendo leite cru, no qual foram encontradas EEC e
EED. Veras et al. (2003), investigaram surtos de toxinfec¢do alimentar envolvendo leite
e produtos derivados no estado de Minas Gerais, e constataram que 0S principais
agentes causadores foram Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase
negativa enterotoxigénicos, e que as principais toxinas envolvidas nos surtos foram
EEA, EEB e EEC. Rodrigues et al. (2004), na cidade de Pelotas, RS, encontraram EEA
em sanduiche de galinha apdés um surto no qual adoeceram 56 pessoas. Como no
Brasil ndo ha obrigatoriedade de notificacdo da doenca, € possivel afirmar que o pais
apresenta indices subestimados de intoxicacdo alimentar estafilococica. O carater
autolimitante da doenga, com uma sintomatologia branda e de curta duragao, faz com
gue os casos e surtos desse tipo de intoxicacdo raramente levem as pessoas
envolvidas a procurarem auxilio médico, de forma que o indice de hospitalizacao, e
consequente notificacdo, seja relativamente baixo.

O isolamento e determinacdo da enterotoxigenicidade da cepa de
Staphylococcus isolada em alimentos indicam o potencial para a producdo de
enterotoxinas. Além disso, a presenca do microrganismo em altos niveis pode indicar
uso inadequado do binbmio tempo-temperatura no processamento e/ou
armazenamento dos alimentos, condicdo em que S. aureus pode desenvolver-se até
niveis suficientes para produzir enterotoxina em concentragdo capaz de causar doenga
(BENNETT, 2005). Ja a determinagdo do tipo de EE é um fator importante na
investigacdo epidemioldgica de casos e surtos da doenca (LANCETTE e BENNETT,
2001), e sua identificagdo nos alimentos pode indicar a possivel fonte de contaminacao
(NAJERA-SANCHEZ et al., 2003), tendo em vista que foi demonstrado que EEA e EEB
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sdo associadas com contaminagdo de origem humana, através de manipuladores de
alimentos, e que EEC e EED sao associadas com contaminacdo a partir de animais,
geralmente bovinos e suinos (HIROOKA et al., 1988; NAJERA-SANCHEZ et al., 2003;
CENCI-GOGA et al., 2003).

Lancette e Bennett (2001) afirmam que o significado da presenca de
Staphylococcus aureus em alimentos deve ser interpretado com cautela, pois uma
grande quantidade de microrganismos nao € suficiente para incriminar o alimento como
causador de intoxicacdo alimentar, assim como sua auséncia ou presenca em
pequenas contagens nao indica que o alimento ndo representa perigo do ponto de vista
de seguranca de alimentos. O potencial risco de intoxicagdo alimentar estafilocécica
somente pode ser determinado apdés a confirmagdo da enterotoxigenicidade do
microrganismo isolado e/ou ap0s a demonstracdo da presenca de enterotoxinas no
alimento. No entanto, a legislacdo brasileira, estabelecida pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéaria (ANVISA) do Ministério da Saude (MS), através da RDC N° 12, de 2
de Janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), determina limites maximos para presenca de
estafilococos coagulase positiva em alimentos, considerando os alimentos com altas
contagens do microrganismo como improprios para 0 consumo e potencialmente
capazes de causar enfermidade. Por outro lado, a pesquisa de EE em alimentos néo é
estabelecida pela legislacdo, entretanto, para avaliar um potencial risco da ocorréncia
de intoxicacdo alimentar, utiliza-se a pesquisa da enzima coagulase, um teste
bioquimico utilizado como marcador de enterotoxigenicidade (VARNAN e EVANS,
1991; LAMPRELL et al., 2004). Cepas de Staphylococcus que ndo produzem coagulase
sdo denominadas “Estafilococos coagulase negativa’”, e tem uma significativa
participacdo em infeccbes humanas, particularmente em ambiente hospitalar, em
pacientes com defesas organicas comprometidas ou portadores de corpos estranhos,
tais como préteses, catéteres e enxertos sintéticos. A deteccdo de genes de EE bem
como o envolvimento de Estafilococos coagulase negativa em surtos e casos de
intoxicacdo alimentar € bastante reduzido em relacdo aos casos envolvendo
Estafilococos coagulase positiva, entretanto, alguns deles sé&o descritos na literatura
(CARMO et al., 2002). Segundo Jay (2002), a producdo de enterotoxinas geralmente

esta relacionada com cepas de estafilococos que produzem as enzimas coagulase e
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termonuclease, embora algumas cepas que n&o produzem coagulase e/ou
termonuclease possam produzir enterotoxinas. Lancette e Bennett (2001) afirmam que
existe uma instabilidade fisiologica demonstrada por algumas espécies do género
Staphylococcus em funcdo de fatores genéticos e ambientais, e que estes fatores

podem afetar a producao dessas enzimas e das EE.

3.4 Queijo Minas Frescal

Alimentos, tanto de origem animal quanto vegetal, podem ser veiculos de S.
aureus e de suas enterotoxinas (ATANASSOVA, MEINDL e RING, 2001; LANCETTE e
BENNETT, 2001; FRANCO e LANDGRAF, 2002), no entanto, leite e derivados lacteos,
como leite cru, leite pasteurizado, leite tratado por ultra alta temperatura (UHT) e
gueijos, sao os alimentos mais envolvidos em casos e/ou surtos de intoxicacao
alimentar estafilocécica (CENCI-GOGA et al., 2003; FUEYO, MENDOZA e MARTIN,
2005). Considerando que os derivados lacteos sdo os principais alimentos veiculadores
de patégenos, em especial S. aureus, e o importante papel representado pelo leite na
alimentacdo humana, LISITA (2005) caracteriza o leite produzido no Brasil como de
gualidade insatisfatéria e afirma que este € um problema crénico, de dificil solugdo, uma
vez que fatores de ordem social, econdbmica e cultural estdo envolvidos em sua
producdo. A respeito disso, ressalta-se que um leite de m& qualidade, associado as
péssimas condi¢des de fabricacdo de queijos, notadamente os artesanais, e a falta ou
ineficiéncia do sistema de refrigeracdo ao longo da cadeia produtiva, agravam a
situacdo e criam condi¢des de contaminacéo e desenvolvimento de microrganismos em
diferentes pontos na cadeia produtiva de queijos.

O queijo Minas Frescal € um alimento de grande aceitacdo, muito apreciado e
consumido no Brasil. Segundo o Regulamento Técnico Para Fixacdo de ldentidade e
Qualidade do Queijo Minas Frescal (BRASIL, 1997), entende-se por queijo Minas
Frescal, o queijo fresco, obtido pela coagulacdo enzimatica do leite com coalho e/ou
outras enzimas coagulantes apropriadas, e que estd pronto para 0 consumo pouco
tempo apos sua preparacéo. E classificado como semi gordo, com contetido de gordura
entre 25% e 44,9%, de umidade =55% (BRASIL, 1997; BRASIL, 2004), ndo maturado,
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gue deve ser consumido em até 35 dias ap6s sua fabricacdo, sendo, portanto, um
alimento altamente perecivel. O leite, ap6s a pasteurizacdo, ndo apresenta uma
microbiota dominante, ou seja, se 0 queijo que € preparado com esse leite ndo é
manipulado com Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), S. aureus pode contaminar o
alimento, onde, entdo, pode encontrar um ambiente favoravel para sua multiplicacdo.
De acordo com os padrdes microbioldgicos vigentes (Resolucdo da Diretoria Colegiada
12, ANVISA, BRASIL, 2001), o queijo Minas Frescal elaborado por coagulacdo
enzimatica e sem acao de bactérias laticas, deve apresentar, no maximo, para amostra
representativa, 500 UFC (unidades formadoras de col6nias) de Estafilococos coagulase
positiva por grama de alimento. Embora a legislacdo nacional tolere um limite de
Estafilococos coagulase positiva nesse tipo de queijo, ndo € incomum encontrar na
literatura, relatos de trabalhos com esse alimento, em que o produto encontrava-se em
desacordo com o padrao legal vigente (FREITAS, 2005; ALMEIDA, 2006).
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COMPARACAO ENTRE DOIS METODOS PARA EXTRACAO DE DNA DE
Staphylococcus aureus EM QUEIJO MINAS FRESCAL

ZOCCHE, Fernandp BASTOS Caroline PeixofpFRANCA, Rodrigo Correa
SILVA, Wladimir Padilha d&

RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar dois métodwa extracdo de DNA dStaphylococcus
aureus artificialmente inoculado em queijo Minas Fresanfirmando a qualidade do DNA
extraido através de PCR para os genes de enterasosstafilococicas (EE). Para tanto, adaptou-
se dois métodos descritos na literatura, denomorasdie método A e método B. O método A é
baseado na remocg&o de componentes da matriz adim&s como gordura e proteinas, atraves
de solventes orgéanicos, enquanto o método B, basei@a utilizacdo de centrifugacdo e
proteinase K para remocao da gordura e proteieggectivamente. Apos extracdo do DNA pelos
dois métodos, realizou-se PCR para amplificar feaxgos de genes de EE. Com o DNA obtido
pelo método A, foi possivel amplificar fragmentass dyeneseg codificador da enterotoxina
estafilocécica A(EEA), seb(EEB), sec(EEC), sed(EED), see(EEE), sei (EEI) e selj (EEIJ),
quandoS. aureusencontrava-se numa concentra¢id’UFC.g" de queijo. J& com o DNA
obtido a partir do método B foi possivel amplifieagmentos dos genssa(EEA), sed(EED),

sei (EEI) eselj (EEIJ) em concentracdes de atéUlC.g" de queijo e dos genssb(EEB), sec
(EEC), see(EEE) eseg(EEG) em concentracbed0C*UFC.g". S. aureusproduz EE suficiente
para causar intoxicacdo alimentar estafilococicaesde quando atinge concentracao celular de,

aproximadamente, 20FC.g"* de alimento, ou seja, com o DNA obtido pelo mét@®idoi
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possivel detectaé®. aureusenterotoxigénicos em queijo Minas Frescal anteselenicrorganismo
alcancar niveis potencialmente perigosos para @esadmana. O método B foi mais eficiente
gue o método A, possibilitando amplificacdo de gete EE em concentracdes $leaureusle
até 16UFC.g* de queijo.

PALAVRAS-CHAVE: PCR, enterotoxinas estafilocdcicamentos.

SUMMARY

Comparison between two methods foBtaphylococcus aureus DNA extraction in Minas
Frescal Cheese

The aim of this study was to compare two methodsDINA extraction fromStaphylococcus
aureusin artificially contamined Minas Frescal Cheesenfoeming the quality of the DNA
extracted by PCR for staphylococcal enterotoxinege(EE). In order, it has adapted two
methods described in the literature, called thermethod A and method B. The method A is
based on the removal of matrix components of tlogl fas well as lipids and proteins through
organics solvents, whereas the method B is baseriag of centrifugation and proteinase K for
removal of lipids and protein, respectively. Aftae DNA extraction by the two methods, PCR
was achieved to amplify fragments of the EE geldith the DNA obtained by method A was
possible to amplify fragments of tlseagene, staphylococcal enterotoxin A encoder (SE&b,
(SEB), sec (SEC), sed (SED), see (SEE), sei (SEI) andselj (SEIJ), whenS. aureuswas in a
concentration>10° UFC.g" of cheese. On the other hand, with the DNA obtaimgdnethod B
was possible to amplify fragments s¢agene (SEA)sed(SED), sei (SEI) andselj (SEIJ) in
concentration up to fQFC.g" of cheese and tteebgene (SEB)sec(SEC),see(SEE) andseg
(SEG) in concentratior10® UFC.g". S. aureusproduces EE enough to causing staphylococcal
food poisoning only when it reaches cell conceittrabf approximately 10UFC.g" of food,
that is with the DNA obtained by method B has bpessible to detect enterotoxigeicaureus

in Minas Frescal Cheese before this microorganesachres levels potentially dangerous for the
human health. The method B was more efficient thathod A, enabling amplification of the EE
genes in concentration 8f aureusup to 16 UFC.g* of cheese.

Keywords: PCR, staphylococcal enterotoxinas, food.
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1. INTRODUCAO

O génerdStaphylococcué formado por 41 espécies e 24 subespécies (EUZEBOB).
Entre as bactérias desse génetaplylococcusureusé a mais relacionada a casos e a surtos de
intoxicacdo alimentar devido a sua capacidade ddugir enterotoxinas (EE) (CHEMt al,
2004; SILVAet al, 2005; NEMAet al, 2007).S. aureug um dos principais agentes da mastite
bovina (ZSCHOCKet al, 2005), dessa forma, freqiientemente contaminate dederivados
lacteos, os quais sdo os alimentos mais envolddosasos e/ou surtos de intoxicacdo alimentar
estafilocécica (CENCI-GOGAt al, 2003; FUEYQet al, 2005; KEROUANTON, et al., 2007).

Dentre os derivados lacteos de maior risco paraiessxicacdo, destaca-se o queijo do
Minas Frescal, que € um alimento tradicional, mapoeciado e consumido no Brasil (PERRY,
2004). Por ser semi-gordo e de muito alta umidades caracteristicas podem favorecer a
multiplicacdo deS. aureuscom consequente producéo de EE.

A avaliacdo da presenca 8taphylococcusm queijo € usualmente realizada através de
semeadura em meios de cultura seletivo-diferensieguida de testes adicionais, tais como
coagulase, catalase e termonuclease (LANCETTE &MIENTI, 2001). No entanto, os métodos
convencionais nédo diferencia®. aureusde outras espécies d&taphylococcusapazes de
produzir EE, séo laboriosos e exigem elevado temegessario para o diagndstico.

A identificacdo de microrganismos patogénicos emaitos sofreu significativos
avancos nos ultimos anos com o desenvolvimenta@cgcas moleculares de diagndstico, as
guais surgiram como alternativa aquelas tradiciopate usadas para isolamento e identificacédo
microbiana em alimentos. Na Ultima década, divenrsdmlhos reportaram o uso da amplificacdo
in vitro do DNA pela reacdo em cadeia da polimerase (P@Ry, deteccdo de patégenos, como
S. aureusem alimentos (BLAIOTTAet al, 2004, CHENet al, 2004, KWONZet al, 2004).
Através dessa técnica é possivel a obtencdo diéadkssirapidos, especificos e sensiveis, quando
comparados com aqueles produzidos com métodoscitamdimente utilizados para a
diferenciacdo e identificacdo desse microrganismo, entanto, a eficiéncia das técnicas
moleculares estéd intimamente relacionada com adaqui da extracdo de acidos nucléicos.
Lipidios, proteinas e outros componentes preserdesiatriz alimentar podem desfavorecer a
amplificacdo do DNA, comprometendo a PCR (CREMON&Sil, 2006).
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Diversas técnicas foram descritas na literaturaetolgindo extrair DNA de
microrganismos diretamente em leite e derivadosARKR et al, 1996; TAMARAPU et al,
2001; MEIRI-BENDEK et al, 2002; RAMESHet al, 2002; NAKAYAMA et al, 2006;
BONAITI et al, 2006; CREMONESEt al, 2006; PARAYREet al, 2007), as quais utilizam,
geralmente, uma etapa de lise celular através dienag, e/ou uma quebra mecéanica da parede
celular microbiana associada a solventes orgameos remocdo de gorduras e proteinas. No
entanto, essas técnicas exigem multiplos reageretspas para separacao e purificacdo do DNA,
assim como, em alguns casos, a utilizacdo de egeiptas especializados, o que inviabiliza o
emprego em larga escala. Além disso, alguns autepestam o uso de “kits” para purificacao de
DNA apés a lise celular, aumentando significativateeos custos da anélise (LETERTREAI,
2003; NAKAYAMA et al, 2006).

O objetivo deste estudo foi comparar dois métodoa pxtracdo de DNA d&. aureus
diretamente de queijo Minas Frescal experimentaien@oculados, comprovando a qualidade do
DNA extraido por PCR para amplificacéo de fragmewi® genes de EE.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cepas bacterianas

As cepas de referéncia utilizadas para a inoculdgd@amostras de queijo estao listadas

na Tabela 1.

TABELA 1: Cepas de referéncia utilizadas na padagio das extracoes de DNA e

PCR, com os respectivos genes avaliados.

Cepas Genes de enterotoxinas Referéncia

S. aureus-RI* S6 sea, seb PARAYRE et al. (2007)

. . KWON et al. (2004)
*
S. aureus-RI* 361 sec, sed, seg, sei, selj OMOE et al. (2005)

S. aureus-RI* 326 see NAKAYAMA et al. (2006)

* FRI — Food Research Institute
As cepas foram inoculadas individualmente em catdosdo de Cérebro e Coracao

(BHI - Acumedi&) e incubadas & 37°C por 18-24 horas. A determindgéconcentracdo celular
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presente em BHI foi realizada por semeagwar plateem agar Padrdo para Contagem (PCA -
Acumedi&). Apés, 1mL de cada cultivo d& aureusem BHI foi repassado para 0 mesmo tubo
de ensaio, totalizando 3mL. A concentracdo celtdarajustada com solucéo salina 0,85%

realizando-se diluicdes decimais seriadas, atéemo#o de 10a 16 UFC mL™.
2.2 Contaminacéao artificial do queijo Minas Frescal

A matriz alimentar utilizada neste estudo foi adgai no comércio local de Pelotas, RS,
e submetida a avaliacao tradicionalStaphylococcus aureysANCETTE & BENNETT, 2001)
para confirmar a auséncia de células viaveis dessrganismo. Apos, aliquotas de queijo
(10g) foram inoculadas com 10mL de solucao salj8&% contendo um “mix” das cepas padréo
deS. aureugTabela 1), em concentracdes variando entfee 0¥ UFC mL*, obtendo-se assim,

um queijo contaminado com concentracées bacteriarando entre 10 1¢ UFC g,
2.3 Extracdo do DNA

Para extracdo do DNA d8. aureusdiretamente do alimento foram utilizados dois

métodos:

2.3.1 Método A

Utilizou-se o procedimento descrito por TAMARARID al. (2001), com modificagdes.
Inicialmente, 10g do queijo artificialmente contaado foram homogeneizadas com 45mL de
uma solucédo de citrato de sédio 2% e 10mL desszxd@wlforam utilizados como unidade
analitica. A essa unidade analitica, adicionouraé @de etanol absoluto, 2mL de hidroxido de
amonia e 2mL de éter de petroleo, com posteriordgemeizacdo. Centrifugou-se, entdo, a
mistura & 12000 >g durante 10 minutos. Descartou-se 0 sobrenadamesseispendeu-se o
“pellet” em 30QL de tampé&o Tris-EDTA (pH 7,8). A esse volume amhou-se 100L de
lisostafina (10Qg.mL*, Sigm&) e incubou-se em banho-maria & 37°C durante 4Gtasncom
vigorosa homogeneizacdo em vortex. Para auxiligeacelular, adicionou-se b0 de dodecil

sulfato de sodio (SDS) 20% e incubou-se em banhoangn ebulicdo durante 5 minutos.
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Adicionou-se, entdo, 3@0Q de uma solucéo fenol:cloroformio:alcool isoandli25:24:1) com
suave homogeneizacdo por inversdo do tubo. Aposifogacdo a 16100 >y durante 13
minutos, o sobrenadante foi transferido para unorialso e o DNA foi precipitado com 800
de etanol absoluto gelado, permanecendo no tuBB°& -por, no minimo, 2 horas. Centrifugou-
se a mistura a 16100gxdurante 40 minutos a 4°C, descartou-se o sobretggdavou-se pellet
com etanol 70% e, apos centrifugacdo a 1616@ar 3 minutos a 4°C, ressuspendeu-peltet
de DNA em 3QL de agua ultrapura estéril.

A integridade e a quantidade de DNA extraido foesmtimadas por eletroforese em gel
de agarose corado com brometo de etideo em cordpacagn o padrdo de massa molecular
DNAMHindlll (Invitrogen®).

2.3.2 Método B

Adaptaram-se os protocolos propostos por TAMARA®RWI. (2001) e por PARAYRE
et al. (2007). Inicialmente, 10g do queijo artificialmentontaminado foram homogeneizados
com 45mL de uma solugéo de citrato de sédio 2%mel 1@essa diluicdo foram utilizados como
unidade analitica. Apés agquecimento a 50°C por ib@tos, centrifugou-se a unidade analitica a
10000 xg durante 10 minutos em temperatura ambiente e, apd@dirada do sobrenadante,
ressuspendeu-sepelletem 40@L de tampéao de lise contendo 50mM de tris-HCI adiatlo de
10mM de EDTA e 5% de SDS. A este contetdo adicies®UO@L de lisostafina (108g.mL™,
Sigm&) e 2QiL de proteinase K (20mg.rif). com posterior incubagdo em banho-maria & 37°C
durante 1 hora. Apés, adicionou-se igual voluméedel:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1)
e homogeneizou-se o conteldo suavemente por imvdoséubo. Posteriormente, centrifugou-se
a 16100 xg durante 13 minutos, transferiu-se o sobrenadaari@ pm novo tubo, e o DNA foi
precipitado com 8QdL de etanol absoluto gelado, permanecendo a -20?Cnp minimo, 2
horas. Apos, centrifugou-se a 1610Q gurante 40 minutos a 4°C, descartou-se 0 sobreteada
lavou-se goelletcom etanol 70% e, apos nova centrifugacdo dukgt80 xg por 3 minutos a
4°C, ressuspendeu-s@elletde DNA em 3QL de agua ultra pura estéril.

A integridade e a quantidade de DNA extraido foemtimadas por eletroforese em gel
de agarose corado com brometo de etideo em cordpacagn o padrdo de massa molecular
DNAMHindlll (Invitrogen®).
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Os dois métodos testados foram repetidos pelo mEhae®zes, utilizando-se amostras

de queijos diferentes e extracdes em dias difesente

2.4 Oligonucleotideos iniciadores

Para a deteccdo dos genes das enterotoxinas fditados os oligonucleotideos

iniciadores descritos na Tabela 2.

TABELA 2: Oligonucleotideos iniciadores utilizadpara a amplificacdo de fragmentos

dos genes de enterotoxinas estafilococicas.

Ndmero  Posicéo no Fragmento
Descricao Sequéncia¥ 3 & estimado Referéncia
de acesso gene (ob)

Universal forward primer TGTATGTATGGAGGTGTAAC - - - ilha(‘g&%t)
Second universal forward primer TACATGTATGGAGGTGCCAC - - ] szgg (?At,)al'
Reverse primer for sea TTGAACACTGTCCTTGAGC ~ M18970  691-673 304 K"‘(’gg Oejf)a'-

. Sharmeet

Reverse primer for seb ATAGTGACGAGTAAGGTA M11118 825- 808 165 al. (2000)
Reverse primer for sec TTGTAAGGTGGACTTCTATC ~ X05815  904- 885 379 K"ggc‘ﬁ)a"
Reverse primer for sed GGCTTTAGTGTCTAATGT M28521  2003-1086 422 K"‘(’ggc’f;)a'-
Reverse primer for see GCCAAACCTGTCTGAG M21319  600-585 213 ‘:lh"’(‘gg"(%t)
Reverse primer for seg AAGTCATTGTCTATTGTCG ~ AF064773  642- 624 93 K"ggc‘i}r)a'-
Reverse primer for sei GCAGTCCATGTCCTGTATAA  AF064774  787-768 334 K"ggc’i{)a'-
Reverse primer for selj AGTTCACCTGACTTCAACG  AF053140 1828- 1809 531 K"gg(ﬁ)a"

SEC1 GACATAAAAGCTAGGAATTT  apgogazs  676-695 Najera-
257 Sanchezt
SEC2 AAATCGGATTAACATTATCCA 6 912-932 al. (2003)

1 — NUmero de acesso do gene no GenBank (NCBI,)2008

2.5 Reacdo em cadeia da polimerase

Inicialmente, estabeleceram-se as melhores corgigilma a PCR, testando-se

temperaturas de anelamento variando entre 44°@f&a todos o0s oligonucleotideos iniadores

e todas as concentracdes de DNA obtidas.
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Padronizou-se PCR uniplex para cada gene de BB eaea reacdo, foram adicionados
dois primers forward com oligonucleotideos iniciadores reversos indigidupara cada gene
avaliado (Tabela 2), segundo estratégia propost&WON et al. (2004). Cada reacdo consistiu
de 10pmol de cada oligonucleotideo iniciador, 0,1rd& dNTP mix, 4mM de cloreto de
magnésio, solucdo tampédo para PCR contendo 1,25enKCdl e 0,5mM de Tris-HCI (pH 8,4),
1,5U deTaqDNA polimerase, e dgua ultra pura esterilizad@litando um volume de @& por
tubo. Quantidades entre 10 e 100ng de DNA extraidon utilizadas como molde para a PCR.

Para o genseg inicialmente, utilizou-se aniversal forward primee oreverse primer
for se¢ no entanto, devido a auséncia de amplificacésedgene em concentracbesSdeureus
inferiores a 1BUFC.g", adotou-se ogrimers SEC1 e 2, os quais foram utilizados numa
concentracao de 10pmol em um mix de reagentes aguabs demais genes alvo.

A amplificacdo dos fragmentos foi realizada em taiclador (MJ Research, PTC —
100, Peltier Thermal Cycler), através de desnafiragicial do DNA a 95°C por 5 minutos,
seguida de 32 ciclos (95°C — 45 segundos, 51°C sedbindos e 72°C — 45 segundos), e de
extensdo final & 72°C por 10 minutos. Para ampliio do fragmento do gesec com o0s
primersSEC1 e 2, utilizou-se desnaturacao inicial do D&N®5°C por 5 minutos, seguida de 32
ciclos (95°C — 1 minuto, 44,5°C — 1 minuto e 72°C minuto), e de extensao final a 72°C por
10 minutos. Os produtos de PCR foram submetiddsteoforese em gel de agarose contendo
brometo de etideo, e visualizados sob iluminacfa-uioleta. O marcador de massa molecular
utilizado foi o 100pb DNA Ladder (BioLaB}s

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo objetivou-se comparar, através deifamapéo por PCR, a qualidade do
DNA deS. aureusextraido diretamente de queijo Minas Frescal dots métodos diferentes. Foi
possivel extrair DNA diretamente de queijo, atradés métodos A e B, a partir de concentracao
de inoculacdo de TOFC.g". Os produtos das extracdes obtidos através dasio®A e B estédo

apresentados na Figura 1.
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R

100 10° 100 10 1@ 100 1o’ I 9O

método B
FIGURA 1: Eletroforese em gel de agarose 1%, de DNA exird&S. aureusartificialmente inoculado em queijo
Minas Frescal. Colunas 1 a 5: DNA extraido utildasse o método A e com concentracdeS daureusrariando de
10°UFC.g" a 16UFC.g" de queijo. Colunas 6 a 9: DNA extraido utilizan@oesmétodo B e com concentracdes de
S. aureusariando de WFC.g" a 16UFC.g" de queijo. Coluna M — Marcador de massa moleddiiA/Hindlll
(INVITROGEN®).

Diversos trabalhos reportam diferentes estratqugaa extracdo de DNA gendmico de
patogenos bacterianos em produtos lacteos (TAMARAPHI, 2001; RAMESHet al, 2002;
BONAITI et al, 2006; CREMONESEt al, 2006; PARAYREet al, 2007). Neste estudo, em
ambos os métodos de extracdo, se utilizou lisostgiara auxiliar no rompimento da parede
celular de S. aureus estratégia semelhante & adotada por TAMARA&Ual. (2001) e
PARAYRE et al. (2007), os quais descrevem o uso de enzimas tdfsws e lisozima,
respectivamente) para lise celular de bactériasmGpasitivas presentes em lacteos. Um
protocolo diferente foi reportado por BONATEt al. (2006), os quais usaram esferas metalicas
para rompimento mecéanico da parede celular, obteaddéem, um DNA de qualidade adequada
para PCR.

Neste estudo, empregou-se hidréxido de amonio nodo e proteinase K no método
B para a degradacao da proteina do queijo, estiatégmelhantes as reportadas por RAMESH
al. (2002) e por PARAYREt al. (2007), os quais utilizaram uréia para a dissaugEproteinas
do leite e proteinase K na digestéo de proteinagidgo, respectivamente.

TAMARAPU et al. (2001), assim como RAMESEt al. (2002), utilizaram éter como
solvente para dissolver a gordura de derivadosdacte obtiveram DNA adequado para
amplificacdo de fragmentos do genec de S. aureus NAKAYAMA et al. (2006) também
descreveram o uso de solventes orgéanicos parag@&atde DNA deé5. aureusem leite e, através
da PCR padronizada por esses autores, foi possivaificar fragmentos de genes de EESde
aureusem concentracdes de até’dBC.mL* de leite. Neste estudo, quando se utilizou éter

como solvente organico (método A) obteve-se bagxeibilidade na PCR, pois, embora tenha
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sido possivel extrair DNA em concentracdes celalarteriores a IWFC.g* de queijo (Fig. 1),
nao houve amplificacdo dos genes de EE abaixo tissse
As amplificacbes de fragmentos de genes de EFEzariio-se DNA deS. aureus

extraido através do método A, podem ser visualgadd-igura 2.

500pb

FIGURA 2: Eletroforese em gel de agarose 1,5% de prod@ed3QR realizada com o DNA & aureusobtido a
partir do método A, numa concentracéo d¥JHL.g", utilizando 51°C como temperatura de anelameniwideers
Colunas 1 e 9 — marcador de massa molecular Ladifepb (BIOLABS). Coluna 2: fragmento deea(304pb);
Coluna 3: fragmento dseb (165pb); Coluna 4: fragmento dec (379pb); Coluna 5: fragmento ded (422pb);
Coluna 6: fragmento deee(213pb); Coluna 7: fragmento dei(334pb); Coluna 8: fragmento delj (531pb).

A ndo amplificac@o de fragmentos de genes de Hizautilo-se o DNA extraido através
do método A, quandS. aureusencontrava-se em concentracdes inferiores®dRAO.g*, pode
estar relacionada a residuos de solvente que pddenpermanecido apos a extracdo e
prejudicaram a reacao.

BONAITI et al. (2006) reportam que existe forte adesd®@daureusnos componentes
do queijo, o que diminui a eficiéncia da recupevasd DNA bacteriano, havendo perda do acido
nucléico ao longo da extracdo, o que pode exphchrixa sensibilidade da PCR quando se
utilizou DNA de S. aureusextraido pelo método A. Além disso, durante o @domento de
extragdo, podem permanecer junto ao DNA, substirgui@ diminuem a eficiéncia da PCR
(NAKANO et al, 2004; CREMONESEt al, 2006). Dessa forma, inibidores residuais da matri
alimentar, tais como ions Gaproteinases, gordura e proteinas do queijo padeimpedido o
acesso da polimerase ao DNASleaureusdiminuindo a sensibilidade da reacéo.

Com o DNA obtido pelo método B foi possivel amphii fragmentos dos genssa
sed sei e selj quandoS. aureusestava presente numa concentrag@6’UFC.g" de queijo,

enquanto fragmentos dos gersl) seg seee seg sé foram amplificados quandd. aureus
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encontrava-se numa concentracl@UFC.g". Dessa forma, comparando os dois métodos de
extracdo, o uso de centrifugacédo para remocao rgo e de proteinase K para a remocéao de
proteinas, permitiu a obtencdo de DNA mais adegpad®duso na PCR proposta. Os produtos de

PCR obtidos a partir do DNA extraido pelo métodpd8em ser visualizados na Figura 3.

(selj) 531pt 600pb

100pb

3
FIGURA 3: Eletroforese em gel de agarose 1% de produtd3GR realizada com DNA obtido pelo método B,
utilizando 51°C como temperatura de anelament@rideers 3A — Coluna M — marcador de massa molecular
Ladder 100pb (BIOLAB®); Coluna 1: fragmento dgelj (531pb) obtido a partir de DNA d&. aureusem queijo
Minas Frescal inoculado com“LFC.g". Coluna 2: fragmento dgelj (531pb) obtido a partir de DNA d& aureus
em queijo Minas Frescal inoculado confUBC.g". Coluna 3: fragmento dselj (531pb) obtido a partir de DNA de
S. aureuem queijo Minas Frescal inoculado confuBC.g". 3B - Eletroforese de produtos de PCR realizada co
DNA de S. aureusobtido pelo método B, em queijo inoculado corAiURC.g", utilizando 51°C como temperatura
de anelamento derimers Coluna 4: fragmento deea(304pb); Coluna 5: fragmento ded (422pb); Coluna 6:
fragmento desei(334pb); Coluna 7: fragmento delj (531pb); Coluna M* — marcador de massa molecugatder
100 pb (INVITROGEN).

Outro aspecto que deve ser ressaltado com relag@lesempenho dos dois métodos
testados € que com o DNA extraido pelo método A foagossivel amplificar o genseg
diferente do método B, no qual houve amplificacéseseé gene quand® aureusencontrava-se
numa concentrac&el CUFC.g" de queijo.

E possivel observar na Figura 3A que quanto menconaentracdo de DNA d8.
aureus mais intensa foi a presenca e amplificacdo dgnfemtos inespecificos, o que pode ser
atribuido a uma maior competicdo pelos reagentesfadorecendo a amplificacdo de fragmentos
de genes de EE. Ressalta-se que os fragmentogdffesps somente foram gerados nas reacfes
propostas para amplificacdo deee selj, e que a presenca desses fragmentos nao prejualicou
amplificacao e visualizacéo dos produtos esperados.

Com relagdo a amplificacbes ndo especificas, HWAN@I. (2007) relatam que a
obtencdo deprimers adequados para amplificar fragmentos de genes Ee cBm alta
especificidade e sem reacdes cruzadas, ndo € vefea fécil, devido a alta similaridade genética

existente entre esses genes (JARRA&I[I, 2001). Neste estudo, a estratégia de utilizagdo d
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dois primers forward, associados corprimers reversos individuais para cada EE, associado a
pequena disponibilidade de DNA empregada na PCR gaplificacdo deseee selj, pode ter
favorecido a ocorréncia desses fragmentos inespes;ifo que também foi relatado por KWON
et al. (2004), os quais, utilizando o mesmaiversal primer forward deste estudo, também
observaram um fragmento inespecifico durante aificagiéo do genseh(EEH) deS. aureus
Ainda com relacdo agwimers quando se utilizouniversal forward primee reverse primer for
secpara amplificar o gengeG obteve-se sucesso apenas quando se empregou olida pelo
método A e quand®. aureusencontrava-se numa concentracd®®UFC.g* (Figura 2). Por
outro lado, o uso dogrimers SEC1 e 2 permitiu amplificar fragmento do gene ajuandoS.
aureus encontrava-se numa concentra¢d’UFC.g* de queijo, utilizando-se DNA extraido
pelo método B.

TAMARAPU et al. (2001), amplificaram fragmento do gemécde S. aureus partir de
DNA extraido diretamente de queijo cheddar numaceoimacdo microbiana de 10UFC.g
Entretanto, considerando o limite de deteccdo obtidm o DNA extraido pelo método B
(10°UFC.g% e queS. aureussomente produz EE suficientes para causar intgkécalimentar
estafilocécica quando alcanca concentracdes cetulde, aproximadamente, UFC.G", os
resultados deste estudo demonstram que com o DNAidx pelo método B, baseado em
centrifugacdo e proteinase K para remocao da goreyroteinas, respectivamente, é possivel
diagnosticarS. aureuspotencialmente enterotoxigénicos em queijo Minass¢al abaixo do
limite estabelecido pela legislacdo nacional pata alimento (5 x TWFC.G") e antes desse
microrganismo alcancar niveis celulares capazespmeluzir toxinas nos alimentos em

guantidade suficiente para causar a doenca em losman
4. CONCLUSAO
O método B de extracdo de DNA 8Seaureudiretamente em queijo Minas Frescal foi

mais eficiente que método A, permitindo amplificagde genes de EE em concentracdes

microbianas de até I0FC.g" de queijo.
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5 ARTIGO 2: PCR para Deteccédo de Staphylococcus aureus Enterotoxigénicos em

Queijo Minas Frescal
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PCR PARA DETECCAO DE Staphylococcus aureus ENTEROTOXIGENICOS EM
QUEIJO MINAS FRESCAL

PCR para deteccéao & aureuem queijo
Fernando ZOCCHEe Wladimir Padilha da SILVA
RESUMO

Staphylococcus aureus um microrganismo patogénico freqientemente éramn em leite e
derivados lacteos. Sua identificacdo e a determale sua enterotoxigenicidade indicam o
potencial para producdo de enterotoxinas (EE),uassgapos pré-formadas e ingeridas com o
alimento podem causar intoxicagéo alimentar. Estitet os métodos tradicionais de isolamento
e identificacdo, aléem de demorados, apenas infetentoxigenicidade. O objetivo deste estudo
foi padronizar PCR para amplificacdo de genes deulZzando DNA deS. aureusextraido
diretamente de queijo Minas Frescal artificialmetsntaminado para diagndéstico rapido,
sensivel e especifico desse microrganismo. Reagpexificas para os gerses seh se¢ sed

see seg =i, selj, selme selg apresentaram sensibilidag@0’UFC deS. aureuspor grama de
gueijo. Obteve-se amplificacdo com DNA extraidet@dimente do queijo, sem necessidade de
enriguecimento prévio da amostra, diminuindo o tertgial de analise. Com a PCR proposta
neste estudo é possivel dete@aaureusenterotoxigénico em queijo Minas Frescal quande es

microrganismo encontra-se em baixas concentragelsues.
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PCR FOR ENTEROTOXIGENIC Staphylococcus aureus DETECTION IN MINAS
FRESCAL CHEESE

SUMMARY

Staphylococcus aureus a pathogenic microorganism frequently foundmilk and dairy
products.ts identification and determination of their emtixigenicity indicate the potential for
enterotoxinas (EE) production, which, after prefed@and ingested with the food can cause food
poisoning.However, the traditional methods of isolation agentification besides to spend much
time, it have just been infer their toxigenicityh& aim of this study was to standardize a PCR for
amplification of EE genes using DNA &. aureusextracted directly of artificially contamined
Minas Frescal Cheese for fast sensitive and spedifignosis that microorganisrReactions
were specific forseg seh seG sed see seg i, sel, selmandselogenes, showing sensitivity
>10°UFC of S. aureusper gram of cheese. There was amplification wikhDextracted directly
from the cheese, without the need for prior enriehtvof the sample, reducing the total time of
analysis. With the PCR protocol purposed we cameasigthat is possible to detect toxige8ic

aureusin Minas Frescal Cheese when this microorganismahes in low cell concentrations.
KEYWORDS: contamination, food, enterotoxins, patlaig bacteria.
1. INTRODUCAO

O génerdStaphylococcué formado por 41 espécies e 24 subespécies (EUZEBS).
Entre as bactérias desse gén8taphylococcuaureusé a mais relacionada a casos e a surtos de
intoxicacdo alimentar devido a capacidade de grapdde de suas cepas produzirem
enterotoxinas (EE) (CHEN, CHIOU e TSEN, 2004; SILMBARMO e SILVA, 2005), as quais,
apos pré-formadas e ingeridas com o alimento, podausar sintomas tais como nauseas,
vomitos, dores abdominais e diarréia (MEHROTRA, WAN JOHNSON, 2000; JORGENSEN
et al., 2005).

Até o momento, ja foram descritas e purificadaE? das quais, dez estdo envolvidas
com intoxicacdo alimentar (EEA, EEB, EECEEG, EEG, EED, EEE, EEG, EEH e EEI).
Embora as EE classicas (EEA & EEE) sejam respdespue 95% dos surtos (VERNOZY-
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ROZAND et al., 2004), novas evidéncias sugeremegsa prevaléncia pode variar. Na Noruega,
por exemplo, um estudo conduzido por JORGENSEN!I.ef2805) demonstrou um surto de
intoxicacao alimentar estafilocécica por EEH.

A intoxicacdo alimentar estafilocécica causada petpestdo de derivados lacteos é
comum, sendo frequentemente reportada (EVENSON, 4988; CARMO et al., 2002). Um dos
fatores responsaveis é o facil acess@daureusao leite, uma vez que esse microrganismo € o
agente mais comum de mastite bovina (CENCI-GOGAI.et2003; ZSCHOCK et al., 2005).
Embora os tratamentos térmicos comumente utilizadoes sanitizar/conservar o leite, assegurem
a destruicdo das células vegetativas, ndo sddesuéis para inativar as EE, as quais, portanto,
poderdo causar intoxicacdo alimentar. Aléem disSo,aureuspode ser veiculado ao leite
pasteurizado, ou ao queijo, através de contamina@ameio de praticas deficientes de higiene e
manipulacdo e, uma vez presente nesses alimeots sp multiplicar e produzir EE.

O queijo Minas Frescal € um alimento tradicionaljtmapreciado e bastante consumido
no Brasil (PERRY, 2004). Por ser um queijo semidgoe de muitcalta umidade (PERRY,
2004), suas caracteristicas podem favorecer a picditdo deS. aureus com conseqlente
producdo de EE. A pesquisa tradicional de estafidos nesse alimento € usualmente realizada
através de meétodos convencionais, baseados em dimmeam meios de cultura seletivo-
diferencial, seguida de testes adicionais, tais ccarpagulase, catalase e termonuclease
(LANCETTE e BENNETT, 2001). No entanto, a realizagdesses testes a partir das cepas
isoladas de alimentos, além de nao diferenSiaaureusde outras espécies de estafilococos
capazes de produzir EE e de ndo identificar cepteyatoxigénicas, torna laboriosa a pratica
laboratorial, estendendo o tempo necessério pdiagodstico (SILVA e GANDRA, 2004).

Diversos trabalhos reportaram o uso da amplificagaotro do DNA pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), para detec¢ido de pai®gkretamente em alimentos (BONAITI,
PARAYRE e IRLINGER, 2006; CREMONESI et al., 2006AMDRA, 2006; PARAYRE et al.,
2007). Parés. aureusa deteccédo e a genotipagem de genes de EE pam sglizados como
marcadores genéticos, tém sido realizadas por exaPCR, multiplex-PCR e, mais
recentemente, através de sistemas de PCR em teaap(SHARMA, REES e DODD, 2000;
TAMARAPU, McKILLIP e DRAKE, 2001; NAJERA-SANCHEZ eal., 2003; KWON et al.,
2004). Embora essas técnicas moleculares de dizgmgeermitam a obtencdo de resultados

rapidos, especificos e sensiveis, quando compaeafiedas tradicionalmente utilizadas para a
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deteccdo d&. aureuse de EE, sua eficacia € dependente de um proceidinde extracdo que
permita a recuperacdo de um DNA puro, 0 que nenpiepossivel, principalmente quando se
avaliam alimentos ricos em gordura e proteina, cpone@xemplo, 0s queijos.

Considerando o potencial de diagnostico rapidopedtco da PCR, a importancia da
determinacédo d8&. aureusenterotoxigénicos diretamente em alimentos cortwr falevante na
avaliacdo epidemioldgica de casos e surtos deigatg&o alimentar estafilocécica, bem como a
importancia da deteccdo precoce dessas cepas m@ntds, objetivou-se extrair DNA d&
aureus diretamente de queijo Minas Frescal e desenvalwea PCR para amplificacdo de

fragmentos de genes de EE.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cepas bacterianas

As cepas de referéncia utilizadas para a padrdinzdags reacod3CR estdo listadas na

Tabela 1.

TABELA 1: Cepas de referéncia utilizadas nas PQ@R) os respectivos genes avaliados.

Cepas Genes de enterotoxinas Referéncia
S. aureusRI*S6 sea, seb LETERTRE et al., 2003
_ _ KWON et al., 2004; OMOE et
S. aureus=RI*361 sec, sed, seg, sei, selj, selm, selo
al.,2005; HWANG et al., 2007
S. aureus-RI*326 see NAKAYAMA et al., 2006

* FRI — Food Research Institute

As cepas foram inoculadas individualmente em catdosdo de Cérebro e Coracao
(BHI - Acumedi&) e incubadas & 37°C por 18-24 horas. A determinda&concentracéo celular
presente em BHI foi realizada por semeaghoar plateem agar Padrdo para Contagem (PCA -
Acumedi&). Apés, 1mL de cada cultivo d& aureusem BHI foi repassado para 0 mesmo tubo
de ensaio, totalizando 3mL. A concentracdo celtdarajustada com solucéo salina 0,85%

realizando-se diluicdes decimais seriadas, atéemo#o de 10a 1¢ UFC mL™.
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2.2 Contaminacdo artificial do queijo Minas Frescal

A matriz alimentar utilizada neste estudo foi adgai no comércio local de Pelotas, RS,
e submetida a avaliacao tradicionalStaphylococcus aure(sANCETTE & BENNETT, 2001)
para confirmar a auséncia de células viaveis degsmrganismo. Apos, aliquotas de queijo
(10g) foram inoculadas com 10mL de solucao salj8&% contendo um “mix” das cepas padréo
deS. aureugTabela 1), em concentracdes variando entfe ¥ UFC mL*, obtendo-se assim,

um queijo contaminado com concentracées bacteriarando entre 10e 1¢ UFC g,

2.3 Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA & aureuautilizou-se o método descrito por TAMARAPU,
McKILLIP e DRAKE, (2001), com modificacfes, adicenmdo-se algumas etapas propostas por
PARAYRE et al.,, (2007). Inicialmente, 10g do quegotificialmente contaminado foram
homogeneizadas com 45mL de uma solucdo de citet®ddio 2%, de onde foram utilizados
10mL como unidade analitica. Apds aquecimento & 58r 10 minutos, centrifugou-se a
unidade analitica a 10.000gxpor 10 minutos em temperatura ambiente e, ap@irada do
sobrenadante, suspendeu-s@eadlet em 40@QL de tampéo de lise contendo Tris-HClI 50mM
adicionado de EDTA 10mM e SDS 5%. A esse contelgticiamou-se 100L de lisostafina
(100ug mL?, Sigm&) e 2QuL de proteinase K (20mg nif) com posterior incubacdo em banho-
maria a 37°C durante 1 hora. Posteriormente, auhakse igual volume de
fenol:cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1) e hogeneizou-se suavemente por inversao do
tubo. Apds centrifugacdo a 1610@ xurante 13 minutos, o sobrenadante foi transfgrata um
novo tubo e o DNA foi precipitado com 8d0de etanol absoluto gelado, permanecendo a -20°C
por, no minimo, 2 horas. Decorrido esse periodutrifegou-se a mistura a 1610@pdurante 40
minutos a 4°C, descartou-se 0 sobrenadante, la/ooi-pellet com etanol 70% e, apds
centrifugacdo a 16100 g por 3 minutos a 4°C, ressuspendeu-geltet de DNA em 3QL de
agua ultra pura estéril.

A integridade, qualidade e a quantidade de DNAaédtr foram determinadas por
eletroforese em gel de agarose, em comparacdo compadordo de massa molecular
DNAMHindIII.
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A amplificacdo de fragmentos dos genes das entenat® foi realizada com os

oligonucleotideos iniciadores descritos na Tabela 2

TABELA 2: Oligonucleotideos iniciadores utilizadoa amplificacdo de fragmentos dos genes

de enterotoxinas estafilococicas.

Descricdo/gene . . NUmero de Fragmentos .
Sequéncia 52 3’ Posicéo no gene estimados Referéncia
alvo acessb (ob)
ESAlkea ACGATCAATTTTTACAGC 203 — 222 M18970 c44 ROSEC e
ESA2kea TGCATGTTTTCAGAGTTAATC 726 — 746 GIGAUD, 2002
ESB1lkeb GAATGATATTAATTCGCATC 621 — 640 M11118 416 ROSEC e
ESB2keb TCTTTGTCGTAAGATAAACTTC 1015 — 1036 GIGAUD, 2002
SEC1bec GACATAAAAGCTAGGAATTT 676 — 695 NAJERA-
SEC2bec AAATCGGATTAACATTATCCA 912 — 932 X05815 257 SAaI\IIC;O%é et
SED1ked CAAATATATTGATATAATGA 4-23
SED2bed AGTAAAAAAGAGTAATGCAA 314 - 333 M28521 330 Este estudo
o e TGTATGTATGGAGGTGTAAC 388 — 407
Reverse primer for M21319 213 SHARMA,
aoe/sen GCCAAACCTGTCTGAG 600 — 585 REES e
Universal primer DODD, 2000
Forara forseljjselj  TGTATGTATGGAGGTGTAAC 1298 — 1317 05140 -
e eelleel | AGTTCACCTGACTTCAACG 18281809 DSV
SEG1keg TGCTATCGACACACTACAACC  *4758 — 4778 204
SEG2beg CCAGATTCAAATGCAGAACC  *5461 — 5442 MCLAUCHLIN
SEllkei GACAACAAAACTGTCGAAACTG  *2087 — 2108 630 et al., 2000
SEl2kei CCATATTCTTTGCCTTTACCAG  *2716 — 2695
SEIMl/selm  CCAATTGAAGACCACCAAAG  *1544 — 1563 ~F285760 517
SEIM2/selm CTTGTCCTGTTCCAGTATCA  *2060 — 2042 BLAIOTTA et
SEIO1kelo AGTCAAGTGTAGACCCTATT *494 — 513 534 al., 2004
SEIO2kelo TATGCTCCGAATGAGAATGA  *1027 — 1008

" nimero de acesso @enBank* posicdo naenterotoxin gene cluster.

2.5 Reacdo em cadeia da polimerase

Inicialmente, estabeleceram-se as melhores cordigisga as PCR, testando-se

temperaturas de anelamento entre 44°C e 55°C pdos Ds oligonucleotideos iniciadores e

todas as concentracdes de DNA obtidas.
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Padronizou-se PCR uniplex para cada gene de E&r& amplificacdo dos fragmentos
desea, seb, seesed cada reacao consistiu de 10pmol de cada um dmsatleotideos ESAL e
2, ESB1 e 2, SEC1 e 2 e SED1 e 2, solucédo tamp@o R@R contendo 1,25mM de KCI| e
0,5mM de Tris-HCI (pH 8,4), 5mM de cloreto de magjog218uM de dNTPs mix, 1,5U daq
DNA polimerase, 10 a 100ng de DNA e agua ultra mstarilizada totalizando 40uL de volume
final.

A amplificacdo de fragmentos dos gersege selj, foi realizada em reagdes uniplex
contendo 20pmol dos oligonucleotideos (10pmolltaversal Forward Primere 10pmol do
Reverse Primer for seau Reverse Primer for s¢)jsolucdo tampao para PCR com 1,25mM de
KCl e 0,5mM de Tris-HCI (pH 8,4), 4mM de cloreto aegnésio, 100uM de dNTPs mix, 1,5U
de Taq DNA polimerase, e agua ultra pura esterilizad&litando 2HL por tubo. Foram
utilizadas quantidades entre 10 e 100ng de DNA.

Os fragmentos dos gensesg sei selme selg foram amplificados em reac¢des uniplex
consistindo de 10pmol de cada um dos oligonucleotidsolucdo tampé&o para PCR contendo
1,25mM de KCI e 0,5mM de Tris-HCI (pH 8,4), 2,5mM dloreto de magnésio, 180uM de
dNTPs mix, 1U deTaq DNA polimerase, e agua ultra pura esterilizadtglitando 2hL por
tubo. Quantidades entre 10 e 100ng de DNA foralizadias como molde na PCR.

A amplificacdo dos fragmentos alvo foi realizadatermociclador MJ Research, PTC
— 10Q Peltier Thermal Cycler No programa paraea seh sece sed utilizou-se desnaturacdo
inicial do DNA a 95°C por 5 min, seguida de 32@#(95°C — 1 min, 44,5°C —1 mine 72°C -1
min), e de extensdo final a 72°C por 10 min. Raee selj utilizou-se desnaturacao inicial do
DNA a 95°C por 5 min, seguida de 32 ciclos (95°@5-seg, 51°C — 45 seg e 72°C — 45 seg), e
de extensao final a 72°C por 10 min. Pseg sei selme seloa desnaturacao inicial do DNA foi
realizada a 95°C por 3 min, seguida de 30 cicl&68(3- 10 seg e 55°C — 75 seq), e de extensdo
final a 72°C por 7 min.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletrofaesgel de agarose 1%, contendo
brometo de etideo, e visualizados sob iluminacfa-uioleta. O marcador de massa molecular
utilizado foi 0 100 pb DNA Ladder (BioLaB Invitroger?).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo objetivou-se desenvolver PCR paraifemapfio de fragmentos dos genes
seg seh seq sed see seg sej, selj, selme selg codificadores de enterotoxinas 8eaureusa
partir de DNA extraido diretamente de queijo Mira®scal, que permitam detectar esse
microrganismo de forma especifica, sensivel e &pid

Para a calibracdo da PCR foi necessario testaredifss temperaturas de anelamento,
das quais, 44,5°C mostrou-se a mais adequadarpatdieacao deseg seh secesed 51°C para
seee selj, e 55°C paraeg sei selme selo. Salienta-se que, mesmo nas temperaturas ideais de
anelamento, ocorreu amplificacdo de fragmentospawficos, no entanto, sua presenca nao
interferiu na visualizagdo dos produtos de ampld@o esperados, como pode ser visualizado na
Figura 1. Alimentos frescais, tal como o queijo BlinFrescal, caracterizam-se por possuir
elevada microbiota intrinseca, cujo DNA pode terofacido a amplificacdo de fragmentos
inespecificos. Além disso, ha alta similaridadeégiea entre os genes das EE (JARRAUD et al.,
2001), o que, segundo KWON et al. (2004), poddifacb anelamento inespecifico dasmers
Forward.

M 1 2 3

selj=531pb

500pb

FIGURA 1: Eletroforese em gel de agarose 1% de produtd3Cl realizada com DNA d8. aureusColuna 1:
fragmento deselj (531pb) obtido a partir de DNA & aureuem Queijo Minas Frescal inoculado comfuBC.g".
Coluna 2: fragmento deelj (531pb) obtido a partir de DNA d& aureusem Queijo Minas Frescal inoculado com
10°UFC.g". Coluna 3: fragmento deelj (531pb) obtido a partir de DNA d®. aureusem Queijo Minas Frescal
inoculado com 1WFC.g". Coluna M — marcador de massa molecltadder100pb (BIOLABS).

Foi possivel detectar, de forma especifica, os gse8 seh seg sed seg seqg sei selj,
selme selode S. aureusa partir do DNA extraido diretamente do queijo dirFrescal, cujos

produtos de amplificacdo podem ser visualizaddsigiara 2.
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selj

600pb

SEeE€

100pb

FIGURA 2: Eletroforese em gel de agarose 1%, de produtd3GiR realizada com DNA d8. aureusextraido
diretamente de Queijo Minas Frescal inoculado cOMJECG" — Coluna M: Marcador de massa moleculadder
100pb (Invitrogen®); Coluna 1: fragmento dea (544pb); Coluna 2: fragmento deeb (416pb); Coluna 3:
fragmento desec(257pb); Coluna 4: fragmento ded (330pb); Coluna 5: fragmento dee(213pb); Coluna 6:
fragmento deseg (704pb); Coluna 7: fragmento dei (630pb); Coluna 8: fragmento delj (531pb); Coluna 9:
fragmento deselm(517pb); Coluna 10: fragmento delo(534b).

Poucos trabalhos descrevem técnicas molecularagEgnostico desse microrganismo
diretamente em queijos, podendo-se citar, como phsmos realizados com queijo cheddar
(TAMARAPU, McKILLIP e DRAKE, 2001), queijo Livarot(BONAITI, PARAYRE e
IRLINGER, 2006) e queijo Emmental (PARAYRE et &007). Com queijo Minas Frescal, um
produto tipico do Brasil, ndo ha relato na literatum dos principais motivos para o baixo
numero de trabalhos que obtém éxito no diagndsdireto de patdgenos bacterianos em queijos,
€ que esse alimento € rico em gorduras, proteioasr@s componentes que podem interferir na
PCR. Nesse aspecto, TAMARAPU, McKILLIP e DRAKE (400 relatam que, durante o
processo de extracdo do DNA & aureusem queijo, € necessaria a eliminacdo da maior
guantidade possivel de residuos da matriz alimemar possam interferir na PCR, e que
utilizaram para esse fim, solventes organicos péiminacdo da gordura do queijo, diferente
deste estudo, onde a remocé&o do conteudo lipidiaabfida por centrifugacdo. NAKANO et al.
(2004) e CREMONESI et al. (2006), também citam does C&% proteinases, gordura e
proteinas do queijo podem reduzir consideravelmargensibilidade da reacédo por dificultar o
acesso da DNA polimerase ao DNA alvo, o que ndeVaenciado neste estudo, uma vez que
foi possivel amplificar fragmentos de todos os gateEE testados.

Um aspecto que deve ser ressaltado nos resultbtideono presente estudo € que néao
houve necessidade de enriquecimento prévio da eare/siu de purificacdo da unidade analitica,

0 que aumentaria significativamente o tempo pareorclusdo da andlise. Alguns autores
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(TAMARAPU, McKILLIP e DRAKE, 2001; RAMESH et al., @2; NAKANO et al., 2004,
BONAITI, PARAYRE e IRLINGER, 2006; CREMONESI et al2006; GANDRA, 2006;
HWANG et al., 2007) que utilizaram PCR para diagicosdeS. aureudiretamente em leite e
derivados lacteos demonstram a necessidade ddspas @nteriormente a extracdo do DNA,
enquanto outros (BONAITI, PARAYRE e IRLINGER, 200@)jatam que além do aumento do
tempo necessario a conclusado da andlise, houvéstéoo na quantidade de DNA recuperado e
na sensibilidade da PCR.

A identificacdo de EE em alimentos é realizadaabmsente, por técnicas imunoldgicas
(VERNOZY-ROZAND et al., 2004). Todos ddts baseados em reacdes imunoenzimaticas
disponiveis no mercado para deteccdo de EE tém abwonoas enterotoxinas classicas (EEA,
EEB, EEC, EED e EEE) e, embora essas sejam asoraismente envolvidas em casos e surtos
de intoxicagdo alimentar estafilocOcica, todas Esapresentam propriedades farmacoldgicas
semelhantes, ou seja, sdo capazes de causar a (BeAGOTTA et al., 2004; JARRAUD et al.,
2001; JORGENSEN et al.,, 2005). Dessa forma, tésnwaltadas a deteccdo de outras
enterotoxinas e de seus genes, como proposto essi@o (genes das EEIJ, EEIM e EEIO),
apresentam relevancia, uma vez que podem seradézem investigacdes epidemiologicas, de
forma a rastrear a verdadeira incidéncia de cada&#&oenca, bem como servir de marcadores
genético-moleculares para cepas enterotoxigéng8s @ureuem alimentos.

Na rotina laboratorial, a deteccdo de cepasSdaureusem queijo Minas Frescal,
envolve isolamento em meios seletivo-diferencisgéguido de testes bioquimicos (CARMO et
al., 2002; CENCI-GOGA et al., 2003; NAJERA-SANCHEF al., 2003), entretanto, apesar de
apresentar especificidade e sensibilidade satiddaté demorada, de alto custo e necessita
consideravel médo de obra (SILVA e GANDRA, 2004).sB® forma, ha demanda pelo
desenvolvimento de técnicas mais rapidas, espas;jffporém, com sensibilidade suficiente para
identificar se o produto apresenta-se em confordeidaom a legislacdo. Neste estudo, a PCR
proposta foi capaz de identificar amostras de qudipas Frescal artificialmente contaminadas
nas quaiss. aureugortadores dos genseg seh seg sed see seg sej selj, selme seloestavam
presentes em concentracdd€’ unidades formadoras de coldnias por grama de q(i8f€ g
1), conforme pode ser visualizado na Figura 2.

O resultado obtido é importante, tendo em vista@limite de deteccéo obtido atende

ao parametro maximo estipulado pela legislacaaleras(BRASIL, 2001), que estabelece 5 x
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10°UFC ¢*, para estafilococos coagulase positiva em queijta®Frescal. Além disso, outro
aspecto que deve ser levado em consideracdo, éayaeS. aureusprovocar intoxicacao
alimentar ha necessidade de uma concentracéo rcedjlaproximadamente, LlOFC g/mL* de
alimento, portanto, pelo menos 3log superior adtdirde deteccédo obtido com a PCR proposta
neste estudo.

4. CONCLUSAO

Através da PCR desenvolvida foi possivel amplificargeneseg seh sec sed see
seg sej selj, selme seloquandoS. aureusestava presente em concentracde&UFC g* de

gueijo Minas Frescal.
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6 ARTIGO 3: Deteccdo de Genes do Agrupamento egc em Staphylococcus aureus
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DETECCAO DE GENES DO AGRUPAMENT®gcEM Staphylococcus auredSOLADOS
DE ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL

AgrupamentaegcemsS. aureussolados em alimentos

Fernando ZoccHeCaroline Peixoto Bastbs Wladimir Padilha da SilVa

RESUMO

O objetivo deste estudo foi detectar, através d®,Pgenes codificadores de enterotoxinas
estafilocécicas, pertencentes ao agrupamentduster egqgenesseg sej, selm selneselg em

S. aureussolados em diferentes alimentos de origem anengdlacionarsua presenca com a
origem das cepas. Isolaram-se 41 cepaS. gaireussendo 14 oriundas de carcacga de frango, 14
de leite cru, 8 de embutidos carneos e 5 de quegalizou-se PCR para amplificagcdo de um
fragmento do agrupamentegc (egc parcial), de 3375 pares de base, e amplificaram-se
individualmente, fragmentos dos genes pertencexdesgrupamento. O perfil enterotoxigénico
das cepas d8. aureussariou de acordo com a sua origem, sendo elevadavaléncia de cepas
isoladas em carcacas de frangos que possuiam tmdgenes do agrupamento. Nas cepas
oriundas dos demais alimentos, a prevaléncia dgagrento foi reduzida. Ha presenca de genes
do agrupamentegcem cepas d8. aureussoladas em alimentos de origem animal, entretanto
diferentes gendtipos puderam ser observados enéiduda fonte de isolamento. Em cepas
isoladas de frangos a presenca do agrupanegimtompleto € elevada.

Palavras-chave: agrupamento de genes, enterotestaflocdcicas, contaminacao, produtos de
origem animal, PCR.
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SUMMARY

The objective of this study was to detect, throlR@BR, staphylococcal enterotoxins genes
belonging to egc clustesé€g sei selm selnandselg in S. aureudsolated from different foods

of animal origin and relate their presence on thgiro of the strains. Forty on8. aureusstrains
was obtained, 14 from chicken carcasses, 14 frommmik, 8 from sausages and 5 of cheese. We
made for PCR, amplification a fragment (3375pb)tte# egc cluster, and fragments of genes
belonging to the cluster was amplified individualljhe enterotoxigenic profile db. aureus
strains varied according to their origin, and waghhthe prevalence of strains isolated from
chickens carcasses that had all the genes in tistecl The strains from the other food, the
prevalence of cluster was reduced. There presdmgenes in the egc cluster $1 aureusstrains
isolated from foods of animal origin, however, ditfnt genotypes were observed depending on
the source of isolation. In strains isolated framckens, the presence of the complete egc cluster
is high.

Keywords: egc cluster, staphylococcal enterotoxdnstamination, foods of animal origin, PCR.

1. INTRODUCAO

O génerdStaphylococcué formado por 41 espécies e 24 subespécies (EUZEEOR).
Entre as bactérias desse gén8taphylococcuaureusé a mais relacionada a casos e a surtos de
intoxicacao alimentar devido a sua capacidade ddugir enterotoxinas (EE) (CENCI-GOGA et
al., 2003, JORGENSEN et al., 2005). Vinte e duagé&figaram descritas e dez foram envolvidas
com intoxicacdo alimentar (EEA, EEB, EEEEG, EEG, EED, EEE, EEG, EEH e EEI)
(FRANCO e LANDGRAF, 2002; JORGENSEN et al., 200Bjnbora a maioria dos casos e
surtos de intoxicacdo alimentar estafilocécica sdjibuida as EE classicas (EEA a EEE)
(LETERTRE et al., 2003a), o recente avanco dos aoétde diagndstico permitiu a identificagdo
de casos de intoxicacao alimentar envolvendo EEB & EEI, indicando que a importancia das
“novas” EE pode estar sendo subestimada (MARTI&.e2004; CHEN, CHIOU e TSEN, 2004;
JORGENSEN et al., 2005; IKEDA et al., 2005).
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Em S. aureusdiversos genes codificadores de fatores de vicidéestdo presentes em
elementos genéticos méveis, tais como ilhas degpaicidade (SaPl), profagos e plasmideos
(NOVICK, 2003). Dentre as 4 ilhas de patogenicidddscritas en$. aureus SaPI3 merece
destaque por reunir um agrupamento de genes deddiBminadcenterotoxingene cluster ou
cluster eg¢ o qual agrupa os genes codificadores de E49,(EEI (se)), EEIM (seln), EEIN
(seln e EEIO éelg, além de dois pseudogenesritl e pentd ainda sem funcéo bioldgica
determinada (JARRAUD et al., 2001; van BELKUM et @D06). Esse agrupamento € descrito
por alguns autores (JARRAUD et al., 2001; THOMASlet2006) como “ber¢o” das EE, onde,
a partir de eventos de recombinacdo genética, osker formado um novo gene codificador de
um superantigeno estafilococico capaz de causaxigagdo alimentar. Além disso, a
possibilidade de ocorrer transferéncia horizonalggénes de EE do agrupamemtgc entre
distintas cepas d&. aureusambém pode favorecer a evolugéo da bactériaeenieiar o sucesso
desse patogeno.

Alimentos preparados com produtos de origem ang@alos mais envolvidos em casos
e/ou surtos de intoxicagdo alimentar estafilocOQICENCI-GOGA et al., 2003; FUEYO,
MENDOZA e MARTIN, 2005, RIZICKOVA et al., 2008), portanto, a pesquisa Sleaureus
nesses alimentos e a avaliacdo de seu potenciapreduzir enterotoxinas, sao fatores
extremamente importantes na investigacdo epidegiaao dessa doenca (LANCETTE e
BENNETT, 2001). Assim sendo, o objetivo deste estfal detectar, através da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), genes pertencentag@maaentcegcem S. aureudsolados em

diferentes alimentos de origem animal e relacisoarpresenca com a origem das cepas.

2. MATERIAL E METODOS

O isolamento e a identificacdo dos isoladosSdeaureusnos alimentos (carcacgas de
frango, embutidos carneos, leite cru, e queijoO@al e Minas Frescal) foram realizados de
acordo com LANCETTE e BENNETT (2001). Dos 41 isolgdl4 foram oriundos de carcaca de
frango, 14 de leite cru, 8 de embutidos carneosle gueijo.

As cepas de referéncia utilizadas for&maureud~RI361 e€S. aureus=RI1472, as quais,

de acordo com OMOE et al. (2005), séo portadoragydoes alvo deste estudo.
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2.1. Extragéo de DNA

A extracdo de DNA gendmico d&. aureusfoi realizada de acordo com o protocolo
descrito por MATTHEWS et al. (1997), com modificagd Inicialmente, transferiu-se uma
alcada de uma cultura & aureusem agar Triptona Soja (TSA - Acumet)iancubada a 37°C
por 24 horas para 100uL de tampéo Tris-EDTA (10mfi4 base e 5mM EDTA, pH 7,8) de
forma a obter a turbidez 1,0 da escala de MacFarlarise do peptideoglicano celular ocorreu
pela adicdo de 100pL de lisostafina (1@@nL*, Sigm&) e incubacéo a 37°C em banho-maria
por 45 minutos. Para completar a lise celular,iadau-se 20pL de tampéo Tris-EDTA (50mM
Tris base e 20mM de EDTA, pH 7,8) contendo 20% ddedil sulfato de sodio (SDS)
(Pharmacig) e 3uL de proteinase K (20mg.mLInvitrogerf), e incubou-se em banho-maria a
37°C por 1 hora. A seguir, adicionou-se 200uL decso NaCl 5M e agitou-se manualmente por
15 segundos. Separou-se 0 material intracelulavédrde centrifugacdo a 10.00@ por 15
minutos a 4°C e transferiu-se o sobrenadante paranavo microtubo. Adicionou-se fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) para a libedo e separacdo de proteinas e, apos,
centrifugou-se a 10.000 g por 15 minutos, transferindo-se o sobrenadanta pam novo
microtubo. A precipitacdo do DNA foi realizada c&0p L de alcool etilico absoluto gelado, e
manutencdo em —20°C por, no minimo, 2 horas. Apbsealizada nova centrifugacéo a 10.000
X g por 15 minutos a 4°C, ressuspendendo-geliet com 30uL de agua ultrapura estéril. A
gualidade e a quantidade de DNA extraido forammestas por eletroforese em gel de agarose

1%, comparando-se com o padréo de massa moled\iai/Blindlll (Invitrogen®).

2.2. Oligonucleotideos iniciadores e condicbes@R P

Os oligonucleotideos utilizados para amplificac@s fagmentos dos genssg sej

selm selneseloe para amplificacéo parcial do agrupamesgoestéo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Oligonucleotideos iniciadores utilizadasdetec¢édo de genes do agrupamegtem
S. aureussolados de alimentos na cidade de Pelotas, RS.

Oligonucleotideo A POsIi¢a0 n« Fragmentos .
Sequéncia 5> 3’ agrupamento . Referéncia
gene alvo « estimados (pb)
seg 1sec TGCTATCGACACACTACAACC 4758-477¢ 204
seg 2**ise¢ CCAGATTCAAATGCAGAACC 5461544: McLauchlin
sei 1**/se GACAACAAAACTGTCGAAACTG | 20&7-210¢ 630 et al. (2000)
sei 2se CCATATTCTTTGCCTTTACCAC 2716€-269¢
selm Liselm CCAATTGAAGACCACCAAAG 154£-156: 517
selm 2iselm CTTGTCCTGTTCCAGTATC/ 206(-204z
seln Liseln ATTGTTCTACATAGCTGCAA 381¢&-3831 682 BLAIOTTA
seln 2/seln TTGAAAAAACTCTGCTCCCA 449¢-448( et al. (2004)
selo Liselo AGTCAAGTGTAGACCCTATT 494-51% 534
selo 2iselo TATGCTCCGAATGAGAATGA 1027-100¢

*original accession number AF285760 (JARRAUD et al. 2001); **sei 1 e segligonucleotideos utilizados para
amplificag&o parcial degc correspondente a 3375pb.

2.3. Amplificacdo parcial do agrupamergc

Utilizou-se um conjunto de oligonucleotideos (set $eg 2, Tabela 1) para amplificar
um fragmento de 3375 pares de base (pb) o quali iaslsequéncias nucleotidicas completas dos
genessei gentl gent2 sen,610 nucleotideos deeg e 47 nucleotideos pertencentes ao gene
selm utilizando-se uma PCR proposta por BLAIOTTA et @004), com adaptacdes. As
condicbes de reacado consistiram de 12pmol de gaddos oligonucleotideos, 0,18mM de dNTP
mix, 0,125mM de cloreto de magnésio, solucédo tangeta PCR contendo 2,5mM de KCI e
1,0mM de Tris-HCI (pH 8,4), 2,5U d&ag DNA polimerase, e agua ultra pura esterilizada,
totalizando 5QL por tubo. Quantidades entre 10 e 100ng de DNAnoutilizadas como molde
para a PCR. A amplificacdo do fragmento alvo faliE|ada em termocicladoMJ Research,
PTC — 100, Peltier Thermal Cyc)empela desnaturacéo inicial do DNA a 95°C por 3utos,
seguido de 30 ciclos (95°C — 10 segundos, 72°G miutos), e de extensao final a 72°C por 7
minutos. Os produtos de PCR foram submetidos so@e¢se em gel de agarose 1% contendo
brometo de etideo, e visualizados sob iluminacfa-uioleta. O marcador de massa molecular
utilizado foi o DNA/HindlIl (Invitrogen®).
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2.4. Analise de restricdo do agrupamesgoparcial (3375pb)

Os produtos de PCR obtidos com os oligonucleotideb’ e seg 2 a partir do DNA de
S. aureusFRI361 eS. aureusFRI472 foram purificados pdBFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (Amersham Biosciences) e digeridos cBeoRI e Hindlll. Apos a digestdo, os
fragmentos foram submetidos a eletroforese em gehghrose 1 % e comparados com 0O
marcador de massa molecular GeneRuler 1kb DAidderplus (Fermentas®)

2.5 Amplificacdo dos genegg sei selm selne selo

A amplificacdo de fragmentos dos geseg sej selm selne selofoi realizada por PCR
uniplex, adaptadas de BLAIOTTA et al. (2004), e postas por 10pmol de cada um dos
oligonucleotideos descritos na Tabela 1, 0,025mMdN&P mix, 0,0625mM de cloreto de
magnésio, solucdo tampéo para PCR contendo 1,25enKCd e 0,5mM de Tris-HCI (pH 8,4),
1U de Taqg DNA polimerase, e agua ultra pura esterilizaddalitando 2fL por tubo.
Quantidades entre 10 e 100ng de DNA foram utiligaxemo molde para a PCR.

A amplificacdo dos fragmentos alvo foi realizadatermociclador MJ Research, PTC
— 100, Peltier Thermal Cyclgrdesnaturando-se o DNA a 95°C por 3 minutos, idegde 30
ciclos (95°C — 10 segundos, 55°C — 75 segundadg, eéxtensao final & 72°C por 7 minutos. Os
produtos de PCR foram submetidos a eletroforesgedrde agarose 1,2% contendo brometo de
etideo, e visualizados sob iluminacéo ultra-viol&anarcador de massa molecular utilizado foi
0 100pb DNA Ladder (Invitrogéh.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca do agrupamerggce sua relacdo com a patogenicidadesdaureusgem
sido descrita em cepas isoladas de fontes clifikEBRRY et al., 2005; BLAIOTTA et al., 2006;
van BELKUM et al., 2006), entretanto, com cepatasgas em alimentos, o numero de trabalhos
€ bastante reduzido, portanto, objetivou-se avalipresenca desse agrupamentoSeraureus

isolados em alimentos de origem animal e verifseaha correlagcdo com a fonte de isolamento.
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Os oligonucleotideos iniciadores sei 1 e seg 2nioeapecificos para o fragmento de
3375 pb do agrupamentgg o que pode ser comprovado através da digestaprddstos de
PCR comEcadRI e Hindlll, obtendo-se fragmentos de 1654pb, 1085pb e I63@pnforme
descrito por JARRAUD et al. (2001) e BLAIOTTA et §004). Os fragmentos gerados com a
PCR e ap6s a digestdo podem ser observados na Higur
1 2 3 4 5

. 5000pb
3375p 3000pb
1654p 1500pb
1085p

636p

500pb

FIGURA 1: Eletroforese em gel de agarose 1%, de produtosGR Ralizada com DNA d&. aureuse
oligonucleotideos iniciadores sei 1 e seg Zoluna 1: fragmento do agrupamertc (3375pb) obtido a partir de
DNA deS. aureud=RI361; Coluna 2: fragmento do agrupamesge (3375pb) obtido a partir de DNA & aureus
FRI472; Coluna 3: Fragmento do agrupameega obtido a partir de DNA d&. aureusFRI361, digerido com
EcadRl e Hindlll; Coluna 4: Fragmento do agrupamerdgcobtido a partir de DNA d8. aureus=RI472, digerido
comEcoRI eHindlll; Coluna 5: Marcador de massa molecular GeneRikb DNA Ladderplus (Fermentas®).

Da mesma forma, os oligonucleotideos iniciadorelizados para amplificacdo de
fragmentos dos geneseg sei selm seln e selo foram especificos para os respectivos genes,
conforme pode ser observado pelos produtos de PG&#os, mostrados na Figura 2.

1 2 3 4 5 6 7

600pb

100pb

FIGURA 2: Eletroforese em gel de agarose 1% de produtos @erBalizada com DNA d8. aureusRI361 —
Colunas 1 e 7: Marcador de massa molecuéatder 100pb (Invitrogen®); Coluna 2: fragmento seg (704pb);
Coluna 3: fragmento deei (630pb); Coluna 4: fragmento delm(517pb); Coluna 5: fragmento deln (682pb);
Coluna 6: fragmento deelo(534pb).
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Observou-se que o perfil enterotoxigénico das cdp& aureusvariou de acordo com
a sua origem, e houve relagéo entre a presencateenihados genes de EE e a fonte (alimento
de origem animal) de onde a bactéria foi isolada. dtintos gendtipos encontrados nos

diferentes alimentos podem ser visualizados nald@he

TABELA 2: Distribuicdo e porcentagem dos diferenggs6tipos do agrupamenegcem S.
aureusisolados em alimentos de origem animal.

Origem e nmero de cepi
Genétipos carcaca di embutidos qu_eijo tipo col6nia « leite crt Total
frango (n=14) carneos (n=8) | Minas Frescal (n=5) (n=14) (n=41)
n % n % n % n % n %

egd” 5 35,¢ 4 50 3 60 14 10C 26 63,/

egd” 9 64,2 1 12,F - - - - 10 24..
segsdm, | . 1 12,5 2 40 . . 3 7.3
seln selo

seln - - 2 25 - - - - 2 4,¢

* ndo portadores de gene pertencente ao agrupamgaqto
** portadores dseg sei selm seln sela

A heterogeneidade genética observada pode seradavitecessidade da presenca de
determinados genes, 0s quais favoreceriam o0 estapeinto do microrganismo em um
hospedeiro e/ou alimento. Diversos trabalhos comnarh essa hipétese e descrevem um perfil
toxigénico distinto e bastante amplo 8eaureusencontrado em alimentos de origem animal,
como derivados lacteos (BLAIOTTA et al., 2004), enntos carneos (BANIA et al., 2006a) e
derivados de pescado (SIMON e SANJEEV, 2007), edermarsos animais, como bovinos,
caprinos, ovinos, aves, coelhos (SMYTH et al., 200BMERCATI et al., 2006) e suinos
(NITZSCHE, ZWEIFEL e STEPHAN, 2007; HWANG et alQ@).

Observa-se que a presenca do agrupamegteompleto (geneseg, sei, selm, sekn
selg foi elevada (64,2%) nas cepas oriundas de cadmfeango. Essa porcentagem € inferior a
relatada por SMYTHet al (2005), que avaliaram 15 cepasSleaureusoriundas de frango, e
encontraram 86,7% das cepas carreando esses gemesutro lado, HWANG et al. (2007)
caracterizaram molecularmente 87 cepas Sdeaureusisoladas desse mesmo alimento, e
observaram que 36,9% possuiam esse agrupanuemipleto. Embora haja diferenca na
porcentagem de presenca do agrupamento, € intetessasaltar que nos trés estudos todas as
cepas provenientes de frangos possuiam o agrupancemipleto, ndo havendo variantes

genéticas quanto a essa caracteristica, 0 quederdd¢ar a necessidade da presenca simultanea
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dos cinco genes do agrupamento para um adequadbelesimento deS. aureusnaquele
hospedeiro e, consequentemente, para o desenvotaima patogenia.

Dez cepas portavam o0 agrupameatgr completo, entretanto, apenas uma (10%) foi
isolada em embutidos carneos, indice semelhantelatado por BANIA et al. (2006a) que,
analisando 50 cepas d®. aureusisoladas desses alimentos, encontraram 6% com essa
caracteristica. Em um isolado oriundo de embutidis foi possivel amplificar o fragmento do
genesei. Esse resultado € interessante, uma vez que, embagmento do gensegtenha sido
detectado nessa cepa, ha controvérsias na literturelacdo a coexisténcia dos geyeeg sej
haja vista que CHEN, CHIOU e TSEN (2004) relatatpra uma cepa de. aureugpode carrear
0 geneseg sem necessariamente possuir o geee enquanto JARRAUD et al. (2001) e
NITZSCHE, ZWEIFEL e STEPHAN (2007) mostraram quegeses codificadores de EE§&§

e EEI &el) sempre estdo presentes numa mesma cepa.

Em trinta e uma cepas ndao houve amplificacdo dprfemto de 3375pb, utilizado nesse
estudo como marcador do agrupamesgo(egcparcial). E digno de nota que embora trés dessas
cepas (1 proveniente de embutidos carneos e 2al@s) carreassem os gerseg) selm selne
selg e duas (isoladas em embutidos) possuissem apeyaseseln nenhuma carreava 0 gene
sei, 0 que explica a auséncia de amplificacaegioparcial.

Uma hipotese para a presenca de cep& dareusom agrupamentegcincompleto é
o alto nivel de polimorfismo genético que esse p@mento de genes pode apresentar
(LETERTRE et al., 2003b; BLAIOTTA et al., 2004; BIATTA et al., 2006; THOMAS et al.,
2006). THOMAS et al. (2006), por exemplo, analisar66 cepas clinicas d8. aureuse
encontraram apenas uma que nao apresentava sgeme qual havia dois tipos de sequéncia de
insercdo posicionados na regido cromossdmica oaderid estar localizado esse gene. Esses
autores sugerem que esse fendmeno ocorre quanodmaagrupamentegc é exportado ou
inserido no cromossomo de cepas intermediari& dereuse que, durante a transposi¢éo, pode
ter ocorrido a integracao total ou parcial de umegadjacente. Embora essa hipétese ndo tenha
sido testada neste estudo, ha possibilidade dass agge ndo possuiam O gesw, ou que
carreavam apenas 0 geseln serem cepas intermedidrias que participaram datey de
transposicdo de DNA.

E interessante frisar que nas cepas isoladas sactei ndo houve presenca de genes do

agrupamentagc Outro estudo (SANTANA et al., 2006) conduzido Rm Grande do Sul ja
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havia demonstrado a baixa prevaléncia Sleaureusenterotoxigénicos nesse alimento, ao
contrario do evidenciado em outras regides braaiecomo por exemplo, em Pernambuco, onde
STAMFORD et al. (2006), encontraram 77% Sleaureusenterotoxigénicos em leita natura
Esses resultados vém ao encontro de diversos sst(@BNCI-GOGA et al.,, 2003;
LONCAREVIC et al., 2005; NITZSCHE, ZWEIFEL e STEPNA2007) que demonstraram alta
variabilidade genética entre cepasSlaureus que atribuem essa distinta enterotoxigenicidade
a uma necessidade de adaptacdo do microrganiseumlaente e/ou hospedeiro. Por outro lado,
duas cepas isoladas em queijo apresentaram agrojmeegeincompleto, o que faz supor que
essas cepas tenham tido outra origem que naceo Ubita provavel fonte de contaminacéo pode
ter sido os manipuladores de alimentos, uma vezegses produtos sofrem alta manipulagéo
apos a pasteurizacdo do leite, hipétese que podmseborada pelos estudos de BANIA et al.
(2006b) e LAWRYNOWICZ-PACIOREK et al. (2007), osaisl encontraram 0 agrupameegc

emS. aureussolados de fossas nasais de manipuladores derdbm

4. CONCLUSOES

Ha presenca de genes do agrupamegoem S. aureusisolados em alimentos de
origem animal, entretanto, diferentes gendtiposepoder observados em funcdo da fonte de
isolamento. EmS. aureusisolados de frangos a presenca do agrupamegéocompleto é

elevada.
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APENDICE 1: Fotos mostrando o DNA extraido com o mé

padronizacéo do protocolo descrito no artigo 1, pag .39.
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todo A, durante a
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Eletroforese em gel de agarose 1%, de DNA extraido de S. aureus artificialmente
inoculado em queijo Minas Frescal. Coluna 1: Marcador de massa molecular Ladder
100pb (Biolabs®); Colunas 2 & 6: DNA extraido utilizando-se o método A e com
concentracdes de S. aureus variando de 10°UFC.g™ a 10’UFC.g™ de queijo. Coluna 8 —
Marcador de massa molecular DNANHindlll (Invitrogen®).

Eletroforese em gel de agarose 1%, de DNA extraido de S. aureus artificialmente
inoculado em queijo Minas Frescal. Coluna 1 a 5: DNA extraido utilizando-se o método
A e com concentraces de S. aureus variando de 10°UFC.g™" a 10’UFC.g™* de queijo.
Coluna 6 — Marcador de massa molecular DNAMHindlll (Invitrogen®).



APENDICE 2: Fotos mostrando o DNA extraido com o mé

padronizacéo do protocolo descrito no artigo 1, pag . 40.
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todo B, durante a
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A, B e C: Eletroforese em gel de agarose 1%, de DNA extraido de S. aureus
artificialmente inoculado em queijo Minas Frescal. Coluna 1 a 4: DNA extraido
utilizando-se o método B e com concentracdes de S. aureus variando de 10°UFC.g* a
10°UFC.g* de queijo.
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APENDICE 3: Fotos mostrando amplificacdes de fragme ntos dos genes do

agrupamento egc em S. aureus isolados em alimentos de origem animal
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12 345 678 91011

Eletroforese em gel de agarose 1%, mostrando amplificagbes de fragmentos do
agrupamento egc a partir de DNA de S. aureus isolados em carcaca de frango: coluna
1: fragmento do gene seg (704pb); coluna 2: fragmento do gene sei (630pb); coluna 3:
fragmento do gene selm (517pb); coluna 4: fragmento do gene seln (682pb); coluna 5:
fragmento do gene selo (534pb); coluna 6: marcador de massa molecular Ladder 100pb
(Invitrogen®).

1 23 4567 8 9101112

Eletroforese em gel de agarose 1%, mostrando amplificacbes de fragmentos de genes
do agrupamento egc a partir de DNA de S. aureus isolados em queijo Minas Frescal (1
a 7) e embutido carneo (9 a 12): coluna 1: fragmento do gene seg (704pb); coluna 2:
fragmento do gene selm (517pb); coluna 3: fragmento do gene seln (682pb); coluna 5:
fragmento do gene selo (534pb); coluna 5: fragmento do gene selg (704pb); coluna 6:
fragmento do gene selm (517pb); coluna 7: fragmento do gene seln (682pb); coluna 9:
fragmento do gene selg (704pb); coluna 10: fragmento do gene selm (517pb); coluna
11: fragmento do gene seln (682pb); coluna 12: fragmento do gene selo (534pb); coluna
8: marcador de massa molecular Ladder 100pb (Invitrogen®).



