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RESUMO

O leite e o0 queijo tém um importante papel nutrnielopara 0 homem e quando consumidos
sem o devido cuidado higiénico-sanitario, podemsaawdoencas devido a presenca de
microrganismos patogénicos, com destaque faaphylococcus aureu®© envolvimento
desta bactéria na epidemiologia das doencas vdaslpor alimentos decorre de sua alta
prevaléncia e do risco de producdo de enterotoxieasoestaveis responsaveis pela
intoxicagdo alimentarS. aureusambém produz outras toxinas de interesse humamo @
toxina-1 da sindrome do choque toxico, responspetd sindrome do choque toxico em
humanos e as toxinas esfoliativas, causadorasndeosie da pele escaldada. Alguns grupos
vém aplicando analises moleculares do gene da lesagyara subdividir 0§. aureus
baseando-se no polimorfismo deste gene. A resistéacteriana a antibidticos é um sério
problema para a Saude Publica, pois bactériagert@s podem ser transmitidas ao homem
através de alimentos contaminados. Este traballeoctemo objetivos isoldB. aureuobtidos

de leite e queijo de coalho da regido Agreste dedP@buco; caracterizar o perfil de
sensibilidade antimicrobiana; pesquisar a preselts genes responsaveis pelas toxinas;
investigar a expressao dos genes toxigénicos $oaureuse correlacionar a tipagem
molecular pelo gene da coagulase com os genesétogas. Os perfis de sensibilidade
demonstraram que a maioria ddsaureudoi sensivel a vancomicina, sulfa + trimetoprim e
enrofloxacina e alguns isolados demonstraram aiidicé de resisténcia aos demais
antibiéticos estudados. A analise do geoanos 94 isolados d8. aureugpermitiu distribui-

los em dois coagulotiposoal= ~750pb ecoa2= ~1000pb sugerindo a disseminacdo de
clones restritos na regiao Agreste de Pernambutoe Bs 88S. aureugositivos pela PCR,
foram encontrados os gendtipsesg seh sei seg+ seh seg+ sei seg+ sej seh+ sej seg+
seh+ sej seg+ sei+ seje seg+ seh+ sei+ se} Estes resultados sugerem a existéncia de uma
variacdo geografica na distribuicdo dhsaureugportadores dos genes toxigénicos. Destes, 20
isolados foram selecionados para analise pela RR-BG transcritos obtidos em 12/20 foram
seg seh sei seg+ seh seg+ sej e seg+ sei + sej coal ecoa2. Os isolados d&. aureus
positivos pela PCR e RT-PCR examinados neste esxpi@ssaram 0S genes responsaveis
pelas enterotoxinas apresentando potencial pasa@n quadros de intoxicacao alimentar.

Palavras-chave: Intoxicacdo Alimentar Estafilocaci€oagulaseStaphylococcus aureus
Resisténcia Bacteriana a Drogas
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ABSTRACT

Milk and cheese have an important role in humanitrart and when consumed without
proper hygienic/sanitary precautions, they can ealisease due to the presence of pathogenic
microorganisms, particularl$gtaphylococcus aureudhe involvement of this bacterium in
the epidemiology of food-borne diseases is due sohigh prevalence and risk of producing
thermostable enterotoxins that are responsibléofmt poisoningS. aureusan produce other
toxins of interest to human health such as toxacklsyndrome toxin-1, responsible for toxic
shock syndrome in humans and the exfoliative toxseusative agents of scalded skin
syndrome. Some have applied molecular analysehefcbagulase gene to subdiviBe
aureusbased on the polymorphism of this gene. Bacteesiktance to antibiotics is a serious
problem for the Public Health Department becausastant bacteria can be transmitted
humans through contaminated foods. The aims ofsthidy were to isolat8. aureusbtained
from milk and “coalho” cheese from the Agresteioagof Pernambuco, characterize the
antimicrobial sensitivity profile, research the g@rce of genes responsible for toxins,
investigate the expression of the toxigenic gemessolates ofS. aureusand correlate
molecular typing by the coagulase gene with thesgmee of toxigenic genes. The
antimicrobial sensitivity profile demonstrated thlaé majority of theS. aureudsolates was
sensitive to vancomycin, sulfa + trimethoprim amado#ioxacin, and some demonstrated a
high level of resistance others antibiotics tesfdte analysis of the gemeain 94 S. aureus
isolates allowed their distribution into two coagypes,coal= ~750 bp andoa2= ~1000 bp,
suggesting the spread of clones restricted to tiredie region of Pernambuco. Among the 88
S. aureussolates positive by PCR, the following genotypese found:seg seh sei seg+
seh seg+ sei seg+ sej seh+ sej seg+ seh+ sej seg+ sei+ sejandseg+ seh+ sei+ sej
These results suggest the existence of a geograjphiation in distribution ofS. aureus
carrying toxigenic genes. Of these, 20 isolatesevsmlected for analysis by RT-PCR. The
transcripts obtained in 12/20 weseg seh sei seg+ seh seg+ sejandseg+ sei+ sej and
coal andcoa. TheS. aureussolates positive by PCR and RT-PCR examined i study
expressed genes responsible for enterotoxins aneshpotential to cause a clinical picture
of food poisoning.

Keywords: Staphylococcal Food Poisoning, Coagul&aphylococcus aureuacterial
Resistance to Drugs
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1 INTRODUCAO

O leite é um dos alimentos mais completos da eafiirde elevado valor nutritivo,
principalmente como fonte de proteina, sais misergordura e vitaminas (LEITEt al,
2002). A producéo leiteira em Pernambuco conssiuinuma das principais atividades
econdmicas, concentrando-se principalmente na ReafpdAgreste Pernambucano, que é
responsavel por grande parte da producéo estahesdtecendo as cidades locais e a Regido
Metropolitana do Recife (IBGE, 2004).

Entre os derivados do leite, no caso da Regiadeéébte, destaca-se o queijo de coalho,
que é produzido com massa semicozida e tradici@ménconsumido fresco ou maturado,
sendo comum o0 emprego de leite cru para seu prefartos relacionados ao consumo de
leite e queijo contaminados com bactérias causadtgaloencas transmitidas por alimentos
foram freqiientemente relatados (IKEDét al, 2005; KEROUANTON et al, 2007;
PEREIRAEet al, 1996).

O Staphylococcus aureuss um dos agentes patogénicos mais comuns, resgsa
por surtos de intoxicacdo alimentar. As peculialetado seu habitat tornam sua presenca
amplamente distribuida na natureza, sendo transmissaos alimentos por manipuladores,
na maioria, portadores assintomaticos, e pelosasjmprincipalmente o gado leiteiro com
mastite (BALABAN; RASOOLY, 2000).

A intoxicacdo alimentar estafilococica € atribuidaingestdo de enterotoxinas
produzidas e liberadas pela bactéria durante sutiplimacio no alimento. E caracterizada
por sintomas gastrointestinais como nausea, érdeses abdominais e diarréia em humanos
(SCHERREREet al, 2004). A enterotoxina € termoestavel, podendmpeecer no alimento
mesmo apds o cozimento, favorecendo a ocorréndigadcacdo (ALCARASet al, 1997).

S. aureugambém produz outras toxinas extracelulares conmxiaa-1 da sindrome
do choque toxico, responsavel pela sindrome doushtaxico em humanos (CARDOS#D
al., 1999) e as toxinas esfoliativas, causadorasrahasie da pele escaldada (ENEROal,
2003).

A anadlise do gene da coagulased] através da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) é aplicada para subdividir amostrasSleaureusbaseada no polimorfismo do gene
coa utilizando iniciadores especificos direcionadosragmentos com diferentes pesos
moleculares (VIEIRA-DA-MOTTA; FOLLY; SAKYIAMA, 200). O desenvolvimento de

! PCR: Polymerase Chain Reaction. Sera utilizadgla o longo do trabalho.
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métodos rapidos, sensiveis e eficazes para a deteegpatdgenos de origem alimentar tem
recebido maior atencdo nos recentes anos devidcr@scimo da consciéncia publica dos
riscos de saude associados com a contaminacaobimidgica de alimentos (RAMESIHt

al., 2002).

A PCR é aplicada como um método para a deteccad@eluss responsaveis pelas
toxinas estafilocécicas. Uma variacdo da PCR, a-RQRplex, permite numa mesma
reacdo, detectar varios genes responsaveis pekisagp contribuindo para o estudo
epidemiolégico destas bactérias e seu envolvimamp doencas de origem alimentar
(BECKER; ROTH; PETERS, 1998; SALASI&t al, 2004).

O isolamento do RNAmM como um método para estudgulagdo transcricional é
usado para tentar estabelecer se 0s genes sadod#&uriaionais no ambiente nativo. A
expressdo das toxinas-alvo, através da detecc@mglggéncia do RNAmM responsavel pela
producdo das mesmas, pode determinar o potengiabtdos microrganismos (DINJU&
al., 1997).

Outro aspecto importante é a presenca de restduastibioticos que pode interferir
diretamente na qualidade do leite e nos processhsstriais, inibindo culturas sensiveis.
Atualmente, tem-se enfatizado a possibilidade delues de antimicrobianos em alimentos
provocarem aumento de resisténcia nas bactériaemies na flora intestinal do homem
(PORTUGAL; BRITO; CASTRO, 2001).

Devido a importancia das toxinas na patogenicidddeS. aureusveiculado por
alimentos como o leite e 0 queijo de coalho, sexiordados aspectos concernentes as
caracteristicas destas bactérias isoladas de migsicia regido Agreste de Pernambuco, seus
principais fatores de patogenicidade, com énfaseriacipais toxinas, além do destaque para

a resisténcia aos antimicrobianos e genotipagegede da coagulase.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Staphylococcus aureus

De acordo com Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriologyl986, a familia
Micrococcaceae € composta por quatro génétastococcusMicrococcus Stomatococcus
Staphylococcyssendo o génerStaphylococcuatualmente dividido em cerca de 42 espécies
registradas no banco de daddsaxonomy Browser(NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2006).

A primeira descricdo de bactérias do géretiaphylococcugdo grego Staphylé =
cacho de uvas, ect6co$ = gréo) foi realizada por Ogston em 1880, quatoel coccusem
formato de cacho de uva, como a causa de um gmaaoero de doencas piogénicas
(BAIRD-PARKER, 1990).

As bactérias do géneftaphylococcusao cocos Gram-positivos encontrados como
organismos comensais ou patdgenos bacterianos éantoumanos como em animais. Sao
imoveis, com diametro variando entre 0,5 aui5 ndo formadoras de esporos podendo
aparecer de forma isolada, em pares, cadeias cowtasm cachos (Figura 1A-B). Séo
formadoras de colbnias pigmentadas, em geral ndmitzdas, catalase e termonuclease
positivas e coagulase positivas ou negativas (RAVIEIO7; ZECCONI; HAHN, 2000). Em
meio de Agar Sangue, alguns isolados produyxé@molise (KONEMANet al, 2001).

Figura 1- Morfologia (A) e caracteristica morfotintorial lpetécnica de coloracdo de Gram (B) de
microrganismaos pertencentes ao géri&ephylococcuspp.
Fonte: Science Photo Library (2007) e Tortora, feuaikCase (2005).
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Somente as espéci8taphylococcus aureus, Staphylococcus delphinph$tacoccus
intermedius, Staphylococcus schleiferi coagularsguns isolados d&taphylococcus hyicus
sdo coagulase positivos. A maioria das espécieStdphylococcu® coagulase negativa
(HOLT et al, 1994).

Diferem das espécies do génedvbicrococcus spp. por serem oxidase-negativa,
fermentarem glicose em anaerobiose, possuirem &eidéico como constituinte de sua
parede celular e DNA com conteudo bastante redudel@C (30 a 39%) (MADIGAN;
MARTINKO; PERKER, 1997; RAVEL, 1997). A parede cllu dos estafilococos €
resistente a lisozima e sensivel a lisostafina,ajua especificamente as pontes cruzadas de
peptidoglicano com pentaglicina (ZYGMUNT; BROWDERAVORMINA, 1967).

Estes microrganismos séo resistentes a condégiesas e podem ser recuperados de
ambientes nao-fisioldgicos meses apods a inoculdt#®A; PLANO, 2004). Um dos
principais patdégenos oportunistas deste gérigr@ureus coloniza uma por¢cdo extensa da
populacdo humana (GILEt al, 2005). O nome desta espécie deriva da coloragdsuds
colonias logo assim que passaram a ser estudadadadas por Rosembach (1884 apud
SILVEIRA FILHO, 2007), que nomeou inicialmen& pyogenes aureupara as colonias
amareladas 8. pyogenes albupara as brancas. Entretanto, ja é sabido qugneeptacdo da
colénia € bastante variavel, considerando-se apenasome Staphylococcus aureus
Rosembach (JUDICIAL COMMISSION, 1958).

O habitat primario dé&. aureusem humanos é a mucosa da nasofaringe onde a
bactéria existe como um membro persistente ouitéaiosda microbiota normal sem causar
guaisquer sintomas (FUEY@t al, 2005) podendo, entretanto ser encontrado regaldan
em outros sitios anatdmicos (BHATIA; ZAHOOR, 20@&is como a pele (NOBLE, 1998) e
transitoriamente a orofaringe (SMITH; JACKSON; BAGZD01) e fezes (ARVOLA:t al,
2006). Portadores assintomaticos sao a principdkfde infeccdo po®. aureus podendo
causar doencas adquiridas tanto no ambiente hiaspitamo na comunidade (FUEY& al,
2005).

S. aureusapresenta temperatura de crescimento na faixa’@ea748,5C (com
temperatura 6tima de 35 a°8j e sdo tolerantes a concentragdes de 10% a 2@%rdeo de
sédio e nitratos (FRAZIER; WESTHOFF, 2000).

E capaz de crescer dentro de uma escala comfaesmtre os valores de pH 4,0 e
9,8, sendo o pH o6timo para crescimento, compreendidire 6,0 e 7,0 (FRANCO;

LANDGRAFF, 2000). Estas caracteristicas possililit§. aureuscrescer numa grande
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variedade de alimentos que requerem manipulacdanturo processamento, incluindo
produtos alimentares fermentados, tais como qu@ifpd OIR; BARON; GAUTIER, 2003).

2.2 Leite

O leite apresenta um valor alimentar inestimaeehutricdo humana (FERREIRO;
SOUZA; HEINECK, 1980) por conter proteinas de afabor biolégico, por sua riqueza em
calcio e fésforo e por conter notaveis quantidatkegitaminas A e B além de exercer uma
influéncia reguladora sobre a flora bacterianaraio tintestinal (VEISSEYRE, 1998).

Devido a sua constituicdo, o leite torna-se umelexite meio de cultura para o
desenvolvimento de microrganismos podendo ser mnsgpel pela transmissdo de
importantes zoonoses ao homem (AMARAL al, 2004). Estes microrganismos podem
contaminar o leite durante ou apds a ordenha eeqdestemente os derivados de leite, 0os
quais podem ainda sofrer contaminacdo durante ggaoento e estocagem, principalmente
nos casos em que ha grande manipulacéo do prad@idT, 1994).

No Brasil, de modo geral, o leite é obtido em rodsdi¢cdes higiénico-sanitarias,
apresentando contagens altas de microrganismostitocamo-se em risco a Saude Publica,
principalmente, quando consumido cru, sem tratam@@rmico (CERQUEIRA, 1997). No
caso da regido Nordeste, observa-se uma elevada daxcrescimento no numero de
agroindustrias que utilizam como matéria-primaite lproduzido pelos pequenos e médios
produtores. Contudo, a qualidade dos laticinioglymimos configura-se muitas vezes como
um dos principais entraves na sua comercializaga&SUet al, 2003).

Nos Estados Unidos, Evesen al. (1988) investigaram um surto de intoxicacao
causado por leite achocolatado ndo sendo isolddoaureus mas foram detectadas
enterotoxinas no produto. Os autores atribuiramresegnca das toxinas no leite ja
pasteurizado a falhas na producédo e resfriamentdeit® cru, antes do processamento
térmico.

Alguns estudos realizados no Brasil tém demonstedtio contaminacéo de leite e
derivados porS. aureus(CARMO et al, 1994; CERQUEIRAet al, 1994; SANTOS;
NOGUEIRA; CUNHA, 1995; SENAet al, 1998; SENA, 2000). Araudjo (1984) ao analisar
100 amostras de leite cru no municipio de Nitew@rificou que 50% apresentaram-se

positivas paraS. aureus sendo que 48% das amostras positivas apresentaratagens
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variando de 19a valores superiores a®10FC/mL. Santos, Genigeorges e Farver (1981) ao
analisarem 78 amostras de leite cru em Minas Geddiservaram que 47% estavam
contaminados por este agente em contagens varinad x 16 a 9,8 x 186 UFC/mL. Os
dados obtidos nos referidos trabalhos indicam @eorpotencial a satde humana associado
ao consumo do leite contaminado goraureus

A garantia da qualidade do leite, principalmenteapavitar veiculagdo de agentes
infecciosos ao homem, se inicia com o atestadotéanida vaca, do ordenhador, das
condicOes sanitarias do ambiente em que as vacazd@nhadas, do equipamento usado na
coleta e transporte do leite. Depende ainda, dasligiies higiénico-sanitarias durante a
producédo, do tratamento térmico, da temperaturarg@zenamento do leite na propriedade,
durante o transporte até a industria, assim comou@ados na rede de distribuicdo e no
consumo (SANTOS; GENIGEORGES; FARVER, 1981).

2.3 Queijo de Coalho

Dentre os produtos derivados do leite, o queijorsiderado um veiculo frequente
de patdgenos de origem alimentar e, em especig€fos frescos artesanais por serem, na
maioria das vezes, elaborados a partir de leiteeanéio sofrerem processo de maturagcédo. A
contaminacgao microbiana desses produtos assunazaesatrelevancia tanto para a industria,
pelas perdas econdmicas, como para a Saude Pupbkda, risco de causar doencas
transmitidas por alimentos (FEITOSAal, 2003).

A obtencé&o higiénica do leite € o primeiro poatitico no processo de fabricacdo
de queijos e de outros derivados, uma vez que a®rmganismos podem ser introduzidos no
produto (LANGE; BRITO, 2003; SCHOLZ, 1997). Destairha, a qualidade do produto final
é influenciada pelas condi¢cbes higiénico-sanitaas que o leite foi obtido, pelo
processamento na industria, pelas condi¢cdes deézsg@iodo ambiente, qualidade da agua e
pelo armazenamento e transporte da matéria-primdo eproduto (INTERNATIONAL
COMMISSION ON MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR RODS, 1997).

A pasteurizagéo do leite tanto para consummaaturacomo para a produgéo de creme
e queijos reduz os riscos de toxinfeccdes alimestaentretanto, falhas durante o
processamento e comercializacdo do queijo podemrdegr a incorporacdo de matérias

estranhas de origem biolégica ou ndo. A contammagi&robiana de queijos de coalho
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assume destacada relevancia em Saude Publica aaomssderar que bactérias
enterotoxigénicas e patogénicas cdtn@ureus Salmonellasdo comumente encontradas em
derivados lacteos (PERE& al, 2001).

Vérios estudos sobre a qualidade microbiologeagdeijo de coalho relataram a
ocorréncia de microrganismos patogénicos e consagermicrorganismos deteriorantes em
nameros que excedem, as vezes, os limites estalwseoela legislacdo (BASTO& al,
2001; FEITOSAet al, 2003; NASSUet al, 2000). Dentre as bactérias patogénicas
detectadas destacavamSeaureusSalmonellae Listeria monocytogeng8ORGESet al.,
2003).

A producdo de queijo de coalho no Brasil € nestd regido Nordeste,
principalmente aos estados da Paraiba, Ceara, Riod& do Norte e Pernambuco, onde o
produto é tradicional e portanto bastante consunfld&iTE JUNIOR et al, 2000). A
producéo rural de queijo de coalho tem participagitsideravel na economia, colocando-se
como extremamente expressiva na formacao de rexdprddutores de leite, principalmente
daqueles que nédo tém acesso as usinas de benefitiaNASSUet al, 2003). Por ser
elaborado, em quantidade consideravel, a partieitle cru e sem os devidos cuidados de
higiene, em pequenas propriedades rurais ou enepagundustrias que ndo adotam as Boas
Praticas de Fabricacdo, o queijo de coalho ndosapt@ seguranca microbiolégica e
padronizacao da qualidade (FEITOS8#al, 2003).

A contaminacdo do queijo de coalho, produzidovénos estados do Nordeste por
S. aureusvariou entre 19e 10 UFC/g (NASSUet al, 2000; PAIVA; CARDONHA, 1999).
Estes valores sdo preocupantes, pois se situamaados limites estabelecidos pelos
Ministérios da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimeatda Saude, cujo maximo permitido é
10° UFC/g (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2001; BRASIL.
M.AP.A., 1996). Concentraces superiores & UBC/g podem propiciar a producédo de
enterotoxinas (FORSYTHE, 2000) e oferecer riscempatl a saude do consumidor.

O queijo de coalho produzido em Pernambuco arédsente tem como
processamento a recepcao do leite integral crniagdo, adicdo do coalho, coagulacéo,
quebra da coalhada, dessoragem parcial, enformageemsagem manual, prensagem

mecanica, salga seca, desenformagem, lavagem diotpr® consumo (MORAIS, 1995).
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2.4 Fatores de Patogenicidade dstaphylococcus aureus

S. aureu® responsavel por um espectro muito difundido tkegdes em humanos
e em diferentes espécies animais (ZSCHGQEI4l, 2005). Constitui 0 mais comum agente
etiologico da mastite bovina contagiosa, com pergle@omicamente relevantes para a
industria leiteira causando reducdo na qualidadeitie direcionando a perda em producao
e uso elevado de drogas e servicos veterinario€KBRVISE; DODD, 1992; BLAIOTTAet
al., 2006; ZECCONIet al, 2006). Produz e secreta 30 ou mais fatores dey@aicidade
especificos que interferem com as defesas do hespedDINGES; ORWIN;
SCHLIEVERT, 2000).

As patologias causadas pBr aureugpodem ser divididas em infec¢cdes e doencas
causadas por toxinas (NOVAK, 1999). As infec¢cOedepo ser localizadas como pustulas,
furdnculos, impetigos, processos mais extensos awegr como infeccdo pos-cirdrgica,
osteomielite, pneumonia, endocardite, meningite, e¢ disseminadas como bacteremia e
septicemia. As doencas causadas por toxinas tarap&msentam importantes manifestacdes
clinicas, como celulite, intoxicacéo alimentardsgme do choque tdxico e sindrome da pele
escaldada (ARBUTHNOTT; COLEMAN; AZEVEDO, 1990; COEBLA et al, 1997).

A patogenicidade d&. aureusé multifatorial, geralmente envolvendo um grande
namero de proteinas extracelulares e outros fatteesruléncia. Algumas destas proteinas,
incluindo citotoxinas e exoenzimas, Sao secretagldsas, incluindo a proteina A e varias
adesinas, fixam-se na parede celular. Juntas, psiésinas capacitam o microrganismo a
escapar das defesas do hospedeiro, aderir as sc@ufaoléculas da matriz intercelular,
invadir ou destruir as células do hospedeiro, @ prgpagar dentro dos tecidos. Sua producéo
€ governada por uma cadeia complexa de funcbedatégas cuja expressao vitro é
temporariamente programada e depende amplamemé&ta diu indiretamente, de sinais
ambientais (VOJTOV; ROSS; NOVICK, 2002).

Apesar do mecanismo de patogenicidade $lo aureus ainda nao estar
completamente esclarecido, sabe-se que suas exagoxsuperantigénicas, como
enterotoxinas (SEs) e toxina-1 da sindrome do ahadxico (TSST-1), parecem ter papel
inicial. Sao consideradas superantigenos, por elstiem uma resposta policlonal
inespecifica de linfocitos T e a liberacdo aumemtde citocinas, causando toxicidade
sistémica e supressdao da resposta imune adapt@i&kBABAN; RASOOLY, 2000;
MARRACK; KAPPLER, 1990).
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Biofilmes s@o agregados de microrganismos embsl@d uma matriz polimérica e
aderidos a uma superficie solida, formando umautestér porosa e altamente hidratada
contendo exopolissacarideos e pequenos canaisiogbpor entre as microcolonias
(LAWRENCE et al, 1991). Este tipo de organizacao € extremamemijeso, por fornecer
protecdo contra adversidades como desidratacamizatédo por bacteridfagos e resisténcia a
antimicrobianos (GILBERT; MCBAIN; RICHARD, 2003).

Na linha de producédo da industria de laticineo$prmacao de biofilmes eleva a
carga microbiana e, muitas vezes, contamina codgeabs os alimentos que ali circulam,
devido ao eventual desprendimento de porgbes aderibsta forma, pode colocar em risco
a saude do consumidor, além de ocasionar prejlilzasceiros a industria, em virtude da
diminuicao da vida de prateleira dos produtos aiticeos (MARSHALL, 1992; ZOTTOLA,
1994).

Alguns tipos de alfa e beta hemolisinas induzeandancas pré-inflamatérias nas
células, inativam o sistema imune por efeito citmto direto, e degradam tecidos (PROJAN;
NOVICK, 1997). A alfa-hemolisina produzida por d#tgocos é muito ativa contra
eritrocitos de algumas espécies animais. Estadoxmesenta acdo necrosante em pequenos
vasos e aparentemente induz a formacao de potessrelo a permeabilidade da membrana
celular. As hemolisinas estafilocOcicas beta, gantkelta apresentam menor toxicidez, mas
seus mecanismos de atuacdo ainda nao foram esbtsrdBUTT et al, 1998; DINGES;
ORWIN; SCHLIEVERT, 2000). Por outro lado, a leuaboa apresenta acdo destrutiva
direcionada a neutréfilos e macrofagos, permitingiee S. aureusescapem ilesos da
fagocitose (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000; MADIGA MARTINKO; PARKER,
1997).

A enzima hialuronidase provoca lise do acidoundiico, que compreende boa
parte da matriz extracelular do tecido conjuntivo facilita a disseminacdo dos
microrganismos através dos tecidos. A enzima cakambém produzida p&. aureus
promove a conversdo do peroxido de hidrogénio enm &g oxigénio. O perdxido de
hidrogénio € gerado pelo organismo como mecanisrise bacteriana (ROSSI; CECCON,;
KREBS, 2005).

A colonizagéo da pele por essa bactéria ocoaeapelmente por sua capacidade de
resistir a altas concentracdes de lipidios, bemocpor produzirem proteinas de superficie
que se ligam a fibronectina, presentes na supedas células do hospedeiro. Estas proteinas

sdo denominadas de proteinas de ligacdo a fibinae& e B, sendo consideradas
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importantes fatores de viruléncia, uma vez que prkam a ligacdo da bactéria as células do
hospedeiro (FLOCKet al, 1990).

Uma proteina de superficie espécie-especificorada a parede celular do.
aureus proteina A estafilocécica (SpA, do ingB&phylococcus protein) Atem a habilidade
de interagir com muitos componentes do hospedeassivelmente desenvolvendo um papel
como fator de viruléncia em infec¢cbes (PALMQVI8iTal, 2002). Esta proteina encontra-se
ancorada covalentemente a parede celular da matw&S. aureus (SCHLEIFER;
KROPPENSTEDT, 1990).

Outra substancia produzida @®r aureusé a coagulase, um fator enzimatico que
causa coagulacdo da fibrina, resultando numa esgdéaioagulo (MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 1997). A producdo da coagulase é um imptetaleterminante fenotipico na
caracterizacado de isolados 8eaureugKIM et al, 2001; MCDONALD; CHAPIN, 1995).
Geralmente esta associada a patogenicidade, apesseu papel como fator de viruléncia
ainda nao estar esclarecido (SIL\&A al, 2005; PRATTENet al, 2001; SUet al, 1999).
Sabe-se que o coagulo produzido por esta enzimdaes® acumulo de fibrina ao redor das
células bacterianas, isolando a area infectadfcellthndo a acdo dos mecanismos de defesas
do hospedeiro (MADIGANet al, 1997).

2.5 Intoxicacdo Alimentar Estafilocécica

Franco e Landgraff (1996) definem as intoxicac@mentares como doencas de
origem alimentar causadas pela ingestdo de alimertatendo toxinas microbianas pré-
elaboradas nestes alimentos. Estas toxinas saazied durante a intensa proliferacédo dos
microrganismos patogénicos presentes nos alimeN&se grupo, enquadram-Se aureus
Clostridium botulinum Bacillus cereus Segundo Baird-Parker (1990), desde 1930 tém-se
demonstrado qu8. aureusdo comuns e largamente difundidos nas intoxicagi®entares.

As exotoxinas sao proteinas ou enzimas produnidasterior de algumas bactérias
Gram-positivas, decorrentes da multiplicacédo e bodiemo dos microrganismos, e liberadas
na corrente sanglinea. Classicamente sédo agrupadass tipos, de acordo com seu modo
de acdo: citotoxinas, que destroem as células dpeldeiro ou afetam suas funcdes;
neurotoxinas, que interferem com a transmissdo aorde impulsos nervosos; e

enterotoxinas, que afetam as células que revestématm gastrointestinal. As endotoxinas
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correspondem & porcao externa da parede celytapdiissacarideos) das bactérias Gram-
negativas, que sao liberadas apés a morte ba@arsiamesmo apoés a lise da parede celular
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2002).

As principais exotoxinas produzidas pelos estaditos sdo as enterotoxinas,
responsaveis pela intoxicacdo alimentar estafiiceooo homem. S&o produzidas [®r
aureus no entanto, outras espécies coagulase posHivantermediuse S. hyicusforam
apontadas como enterotoxigénicas (SENA, 2000), bemo espécies coagulase negativas
(RAPINI et al, 2003).

S. aureusenterotoxigénico € um dos principais patdégenogormsaveis por casos de
intoxicagdo alimentar no mundo inteiro (DINGES; ORWSCHLIEVERT, 2000), sendo
estimado pelo Center for Disease Control and PterefCDC) como causa de 185.000
casos de intoxicacdo alimentar nos Estados Unidemlmente (MEADet al, 1999).
Aproximadamente 1,5 bilh&do de dolares é gasto arardk nos Estados Unidos por causa das
intoxicagdes estafilococicas (SU; WONG, 1997).

Em muitos paises as SEs constituem o segunder@eirb mais comum agente causal
de intoxicacdo alimentar (ATANASSOVA; MEINDL; RIN&001). Casos de intoxicacéo
alimentar e prevaléncia d& aureusem diferentes tipos de alimentos como frutos do, ma
leite e derivados, carne e derivados foram relatguimcipalmente nos paises da América,
Europa e Asia Oriental (JORGENSHN\ al, 2005a; MARTINet al, 2004; SMYTHet al,
2005).

As enterotoxinas produzidas e liberadas pel@ilestocos durante sua multiplicacéo
nos alimentos sao termoestaveis, o que indica qemperatura de cozimento dos alimentos
ndo interfere na atividade biolégica das SEs, pdgando a instalacdo de quadros de
intoxicacdo alimentar no homem (SILVA JUNIOR, 1997)

A gastroenterite estafilococica é causada pejesido de alimentos contendo uma ou
mais enterotoxinas. Estima-se que 100ngug@ 440 eficientes para produzir a doenca em
individuos susceptiveis (BERGDOLL, 1990). Para quomrra a producdo minima de
enterotoxina estafilococica no alimento € necessfuie haja condicbes adequadas de
temperatura e pH para a multiplicacdo dos estafilos, até contagens de®10FC/g de
alimento, além de condicfes climaticas e preseagarth flora competitiva (BRASC#t al,
2005; MOSSEL; GARCIA, 1985). A presenca ou ausédeiaxigénio, sal, aclcar, acidez e a
microflora s@o outros fatores importantes para esa@mento da bactéria no trato
gastrointestinal (BHATIA; ZAHOOR, 2007).
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O diagndstico de intoxicacdo alimentar estafibic®d € geralmente confirmado por
pelo menos um dos seguintes fatores: a recupedacimis de 10S. aureuly de alimento, a
deteccao de SEs no alimento ou o isolament8. @eireusio mesmo fagotipo nos pacientes e
no alimento (BRYAN; GUZEWICH; TODD, 1997). O diagsiiwo conclusivo é baseado
principalmente na demonstracio das SEs no alinffgkEBBROUANTON et al, 2007).

A intoxicagdo alimentar estafilococica pode semnba, moderada ou severa
caracterizando-se por nauseas, vomito, mal-estdebdidade geral, diarréia aguosa nao
sanguinolenta e dor abdominal. Pode ocorrer deaia resultante de significativa perda de
liquido, sudorese e cefaléia, mas ndo se obsdmva édevada (MURRAMt al, 1992). Estes
sintomas geralmente aparecem uma a seis horag apgsstao de enterotoxina produzida no
alimento por determinados isoladosSleaureuse a doenca pode permanecer por 7 a 10 dias
(ASAO et al, 2003; NEMAet al, 2007).

O inicio dos sintomas depende, porém, do grausdeetibilidade e peso do individuo,
concentracdo da enterotoxina no alimento e a gladdi do alimento consumido (BAIRD-
PARKER, 1990), sendo mais graves em criancas, sdespessoas acometidas de doencas
cronicas imunossupressoras (CLIVER, 1994).

A intoxicacdo alimentar estafilocdcica é rarareemgistrada e por essa razao existe
informacdo limitada sobre a prevaléncia de tiposS#@ss, ou seu carater endémico e/ou
epidémico (MARTINet al, 2004). Sua notificacdo ndo € considerada compalsé Brasil e
em diversos paises desconhecendo-se a verdadeidgncia devido a sintomatologia
geralmente branda e de curta duracdo, uma vez pemas grandes surtos chegam ao
conhecimento das autoridades sanitarias (FRAZIERSWHOFF, 2000).

2.6 Enterotoxinas Estafilocécicas (SEp

As enterotoxinas estafilococicas séo proteinam@ulares de baixo peso molecular
(26.900 a 29.600 daltons) pertencentes a famikatakinas pirogénicas (PT) originada de
espécies de estafilococos e estreptococos cujawestrfuncdo e sequéncias de nucleotideos
sdo semelhantes entre si. Também estdo incluidda femilia a toxina da sindrome do

% SEs: Staphylococcal Enterotoxins
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choque toxico (TSST), as toxinas esfoliativas tigosee B e as exotoxinas pirogénicas
estreptocdcicas (SPE).

As enterotoxinas exibem atividade de superanbigestimulando a proliferacao
policlonal de linfécitos T através do complexo fado entre moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade classe Il comoacgo varidvel do receptor de cadeia (&.ou
do linfécito T (TCR VBB e TCR ¥, respectivamente) (MARRACK; KAPPLER, 1990;
MCCORMICK et al, 2003). Aléem disso, as enterotoxinas sdo capaeegstimular a
producdo de citocinas nas concentracdes d€ #010'° molar (JOHNSON; RUSSELL;
PONTZER, 1991).

S&o resistentes a hidrolise pelas enzimas g@stedejunais mantendo sua atividade
no trato digestivo apods ingestdo (LE LOIR; BARONAWGTIER, 2003) e sédo estaveis ao
aguecimento a 106G durante 30 minutos (MURRAY¥t al, 1992), ndo sendo inativadas
totalmente pela coccdo normal, pasteurizacdo eoutatamentos térmicos usuais (JAY,
1994). Isto significa que a atividade biol6gica daterotoxinas permanece inalterada mesmo
apds o processamento térmico dos alimentos (HOLEOK@t al, 2002). Além disso,
alguns isolados d&. aureusproduzem quantidades detectaveis de enterotoxpés 24
horas de incubacdo a’80(PEREIRAet al, 1991).

As SEs sdo nomeadas de acordo com suas atividadiigas como o fator etioldgico
da intoxicacdo alimentar estafilocécica (HWAN& al, 2007). Com base em suas
caracteristicas antigénicas, diferentes enterodsxiestafilocdcicas foram identificadas.
Enquanto SEA, SEB, SEC, SED, SEE (BAYLES; IANDOLQ989; BETLEY;
MEKALANOS, 1988; COUCH; SOLTIS; BETLEY, 1988; JONESKHAN, 1986)
representam tipos classicos, quatro SEs adicid8&&, SEH, SEI e SEJ) foram descritas,
além de seus genes correspondentes (MUNSOA, 1998; RENet al, 1994; ZHANG;
IANDOLO; STEWART, 1998).

O “alfabeto” das enterotoxinas estafilococicasegpandiu pela deteccdo de novos
genes que codificam as enterotoxinas SEK, SEL, SEHMN, SEO, SEP, SEQ, SER, SEU e
SEV (JAURRADet al, 2001; KURODAet al, 2001; LETERTREet al, 2003; OMOEet al,
2003; ORWINet al, 2001). Aléem disso, algumas variantes tambémniorelatadas para
SEC, SEG, SEl e SEU (ABé& al, 2000; LETERTREet al, 2003; OMOEet al, 2002).

Aproximadamente 95% dos casos de intoxicacdo ealian estafilococica séo
causados pelas SEs dos tipos SEA a SEE (CREMOBES, 2005). Os 5% restantes de
intoxicagcdes devem estar associadas com outrasd8isicadas. A incidéncia de casos de

intoxicagcdo alimentar devido a novos tipos de etbainas estafilococicas ja foi relatada na
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Franca (ROSEC; GIGAUD, 2002), Japao (OMéxtal, 2002) e Inglaterra (MCLAUCHLIN
et al, 2000). Apenas trés das enterotoxinas, SEG-3&SImacomo as enterotoxinas SEA-
SEE, tém causado vomito apds administracéo omahfas (KEROUANTONet al, 2007).

2.6.1 Aspectos Genéticos

Os genes que codificam as enterotoxinas ja foraoda&dos, e suas denominacgdes
iniciam com as letrase de enterotoxina estafilococica @nt de enterotoxina, sendo a
primeira forma a mais utilizada na atualidade (FHR et al, 2004).

Os genes que codificam as enterotoxinas sadoacasepor diferentes elementos
genéticos. A associacdo com elementos genéticoseim@mplica numa transferéncia
horizontal dos genes destes superantigenos eotezlds deS. aureuse num importante
papel na evolucdo d& aureusomo um patdégeno (BLAIOTTAt al, 2006).

O gene para SEA€g € composto de 771pb e codifica uma proteina de RDa
(BETLEY; MEKALANOS, 1988; HUANGet al, 1987). SEA é expressa na metade da fase
exponencial do crescimento dos estafilococos (TREMEA BROCKMAN; BETLEY,
1993), sendo a deteccdo do geaaem isolados d&. aureusmportante, pois a SEA é toxica
em baixas concentracbes (EVENS®Nal, 1988). Uma quantidade tdo pequena como 100-
200ng de SEA pode produzir sintomas (ASADal, 2003). Além disso, € a enterotoxina
mais comum envolvida em intoxicacdes alimentargsiida por SED e SEB (BALABAN;
RASOOLY, 2000). O gensebconsiste de 798 nucleotideos e codifica uma pratdé 31,4
KDa (JOHNS JR; KHAN, 1988). O gersebé cromossomal em isolados clinicos Sle
aureus envolvidos em intoxicacdo alimentar, embora se@eado por um plasmidio em
outros isolados bacterianos (SHAFER; IANDOLO, 19%8lALITA; HERTMAN; SAND,
1977). A enterotoxina estafilococica B pode sersmgrada como uma potencial arma
biologica (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000).

A enterotoxina SEC é heterogénea e contém algwawaantes, designadas SEC1,
SEC2, SEC3, SEGiina € SEG.na Estas foram classificadas com base nas diferencas
antigénicas e no hospedeiro animal com o qualedti® associadas (MARR al, 1993). O
genesed contém 801pb e codifica uma proteina de 27,4 KB@HACH; SCHLIEVERT,
1987), o genese? contém 801pb e codificama proteina de 26 KDa (BOHACH,;
SCHLIEVERT, 1989) e o gense@ contém 798pb e codifica uma proteina de 27,4 KDa
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(COUCH; BETLEY, 1989). SEC2 e SEC3 sao os subtigesSECs mais freqientes em
surtos de intoxicacdo alimentar (CHENal, 2001). SEC é a enterotoxina mais comumente
associada com producdo leiteira bovina, ovina greaHIROOKA et al, 1988).

A baixa producdo de SED é significante, pois pogoantidade desta enterotoxina
(100 a 200 ng) pode causar doenca, especialmentecriamcas e idosos (KOKAN;
BERGDOLL, 1987). O gensedfoi localizado no plasmidio da penicilinase de62kb e
codifica uma proteina de 26,3 KDa (BAYLES; IANDOL®989). O gene para SEEe@
codifica uma proteina de 29 KDa (COUCH; SOLTIS; BEY, 1988) que apresenta
homologia com SEA e SED, no entanto, maior homald§iL%) com SEA (BALABAN,;
RASOOLY, 2000).

Jarraucet al. (2001) mostraram que os genes das enterotoxin@seSEE| coexistem
num elemento genético comum, um cluster génicorder@&oxina €gg, com trés outros
genessem, sere seocuja propriedade emética é incerta mas com atieidaiperantigénica
comprovada, e dois pseudogengsntle gent2 Os genesege seicodificam proteinas de
27 KDa (SEG) e 24,9 KDa (SEI), ambas com propriedadesrdifgracado de células T e
acdo emética (MUNSONMNt al, 1998). Estdo presentes &naureusnum mesmo fragmento
de DNA com 3,2 kb, orientados éandem(JAURRAD et al, 1999).

Andlise subseqliente do segmento intergénico segresei em alguns isolados d&
aureusresultou na descoberta do gesse) que codifica para outra enterotoxina homaologa,
SEU. Letertreet al. (2003) descreveram a enterotoxina SEU, que aganemnte surgiu da
fusdo entrepentle gent2 O envolvimento de SEG e SEI em surtos de intgg@icalimentar
ainda nao esta claramente estabelecido (OMICGH, 2002).

SEH € uma enterotoxina com peso molecular de RID@ e ponto isoelétrico de 5,7,
considerado acido, diferentemente das demais S#difidadas, que sdo neutras ou sao
proteinas basicas com pontos isoelétricos variaedd,0 a 8,6 (SU; WONG, 1995). Ren
al. (1994) purificaram SEH de um isolado clinico®leaureusde um paciente com TSS néo
menstrual que foi negativa para TSST-1. Su e Wd®R9q) desenvolveram a técnica de
ELISA para SEH e observaram que uma amostra envolvidantxricacdo alimentar
produziu SEH, demonstrando que esta toxina € cdpazausar intoxicacao alimentar e
sintomas de TSS. O envolvimento de SEH em surtastdeicacéo alimentar estafilocécica
parece bem estabelecido desde que foi recentendetéetada em produtos alimentares
responsdaveis por dois surtos (IKERAal, 2005; JORGENSENMt al, 2005a).

A caracterizacdo do plasmidio comportando o gatlrevelou a presenca de uma

ORF (Open Reading Frame - quadro aberto de leitar@jual codifica a enterotoxina
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estafilococica J (SEJ) de 31,2 KDa. As ORFsdde sejsédo orientadas em direc6es opostas
no plasmidio (plB485) e sdo separadas por 895 otidéems (ZHANG; IANDOLO;
STEWART, 1998). Omoet al (2003) relataram que plasmidios (pIB485) conterglgenes
sede sejtambém incluem o gerser.

A analise da sequéncia de aminoacidos da prot&Rar&velou alta homologia com a
sequéncia SEG e desenvolvimento de atividade deranifigeno. Diferentes estudos
mostraram que isolados & aureusgpodem comportar uma ou mais SEs simultaneamente.
Um isolado deS. aureuscomportando o plasmidio plB485 contendo os gsees seg ser
demonstra que a intoxicacdo alimentar pode serladaysor um fenétipo complexo devido a
presenca de multiplas SEs.

2.7 Toxina-1 da Sindrome do Choque Téxico (TSST)L

A toxina-1 da sindrome do choque toxico (TSST4)S. aureuse codificada pelo
genetst, localizado no cromossomo bacteriano dentro deexiérs genéticos moveis de 15 a
19 kb denominados de ilhas de patogenicidade lestadica (LINDSAY et al, 1998;
RUZIN; LINDSAY; NOVICK, 2001). E provavelmente swusativel & clivagem pela pepsina,
podendo ser menos estavel no intestino em commaEma as SEs (DINGES; ORWIN;
SCHLIEVERT, 2000).

Esta toxina é reconhecida como a principal calsasindrome do choque tdxico
(TSS), que pode ser causada menos freqiientementegmidastoxinas SEA, SEB, SEC ou
SED (primariamente B e C1) (VOJTOV; ROSS; NOVICK02). Também € responsavel
pela sindrome da morte subita infantil e sindromédwasaki (RUUDet al, 2005). Casos
de TSS por isolados d&. aureuspositivos para SEG e SEI também foram documentados
(JARRAUD et al, 1999).

Jarraucet al. (1999) mostraram que 12 isoladosSieaureusobtidos de pacientes com
a sindrome do choque toxico e febre escarlatiradilestcica possuiam apenas 0S gesests
e sei Clinicamente é caracterizada por febre, rachadetdéneas difusas, descamacao,
particularmente dos pés e palmas das maos (FightB),2hipotensdo e envolvimento
multiorganico (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT 2000). Sedo tratada adequada e

3 TSST-1: Toxic Shock Syndrome Toxin-1
4 TSS: Toxic Shock Syndrome
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imediatamente, um choque letal pode se desenvdemtro de 24 horas apos o inicio dos
sintomas (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000; LOWY,9%9).

Pode ser dividida amplamente em casos mensi{erarslvendo infeccao vaginal em
mulheres menstruadas) e casos ndao menstruais.o®i@dio choque toxico menstrual é
geralmente associada ao uso de tampao absorvertenpdes aumentam a concentracao de
oxigénio vaginal, que estimula a producao de TSPDIS. aureugjue normalmente reside
na vagina. Tampdes de alta absorcdo também sexiesbns magnésio, que causam
deplecao de nutriente na vagina e podem estimatatigdes de fase log tardia p&aaureus
residente, induzindo a secre¢éo de TSST-1 (SCHLENHR993).

O inicio de TSS nao-menstrual € comumente redgpada infeccdes oportunistas por
S. aureusa vagina e em outras partes do organismo. Ca@sosenstruais sdo geralmente
associados com cirurgia, infeccao por influenza, ds diafragma e infec¢cdes de pele. A
maioria dos casos menstruais (90%) é causada p8IT-ISe casos ndo menstruais sao
igualmente divididos entre TSST-1 e SEs (BOHAE&HI, 1990). Com o declinio nos casos
relacionados aos tampbes, a proporcdo de casos mmwstruais tem aumentado
significantemente de 9% de casos de TSS entre d9B80 para 41% de casos entre 1987 e
1996 (WILSONet al, 2007).

A TSST-1 é um polipeptideo de 29,1 KDa, com pgemfades bioldgicas comuns a
outras exotoxinas pirogénicas e superantigénicadnpapenas as SEs tém atividade emética.
A proteina madura é uma cadeia polipeptidica conpeso molecular de 22 KDa (DINGES;
ORWIN; SCHLIEVERT 2000). A TSST-1 pode ser capaz esimular a secrecao de
citocinas por mondcitos na auséncia de proliferagilinfocitos T (SCHLIEVERT, 1993).

Para que ocorra a sindrome do choque téxico éses@do que O paciente esteja
infectado poIS. aureugprodutor da toxina-1 da sindrome do choque togicuie esta toxina

consiga atingir a circulacdo sanguinea (HERZER1200

A B

Figura 2A-B - Sinais da sindrome do choque téxico estafilamci
Fonte: Sauer (1991).
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2.8 Toxinas Esfoliativas (ETY

A toxina esfoliativa, produzida pd8. aureus € o principal agente causador da
sindrome estafilocdcica da pele escaldada (3588 doenca de Ritter, e impetigo bolhoso
(BI") (HAYAKAWA et al, 1998; MELISH, 1971), termo utilizado para umdecédo de
doencas bolhosas da pele (LADHAg&tlal, 1999). A doenca afeta primariamente neonatos e
criancas, embora adultos com infec¢ces latentebéiamsejam susceptiveis (LADHANE
al., 2001).

SSSS pode apresentar duas principais formascadinidependendo da idade do
paciente (LADHANI, 1999). O impetigo bolhoso, arfa localizada de SSSS, € a mais
comum e pode ocorrer em qualquer idade. Comecairdeecao de pele por uma linhagem
de S. aureusprodutora de ETs. Ocorrem lesdes bolhosas comdatsipurulento, sinais
locais de inflamacéo e necroseSeaureuspode geralmente ser isolado das lesbes (LISA,
PLANO, 2004).

A forma generalizada de SSSS (doenca de Rifieid aeonatos, criancas e raramente
adultos. Esta condicao pode se iniciar com feledtema, seguida por um sinal positivo de
Nikolsky e progresso para a formacdo de uma grhotfe e esfoliagcdo de areas extensas da
epiderme revelando uma superficie umida e brilhaaie aparéncia semelhante a pele
escaldada (ARBUTHNOTEt al, 1990) (Figura 3A-B).

A mortalidade em criancas € geralmente associadarfeccdes secundarias e outras
complicagcbes originadas da perda da epiderme supea pele ou falha no tratamento
(CRIBIER; PIEMONT; GROSSHANS, 1994; IT& al, 2002).

As duas principais isoformas ET d&. aureus ETA e ETB, biologica e
sorologicamente distintas, sdo primariamente respais pelas manifestacoes de SSSS e Bl
em humanos (WILEY; ROGOLSKY, 1977). Ha diferencaograficas relatadas sobre a
prevaléncia das toxinas particulares que sdo esqgedkISA; PLANO, 2004). Na América do
Norte, Europa e Africa, ETA é a toxina esfoliatipgedominante (ADESIYUN; LENZ;
SCHAAL, 1991; LADHANI, 2001). Em contraste, ETB faelatada sendo mais comum no
Japéo (KONDGCet al, 1975).

® ETs: Exfoliative Toxins
® SSSS: Staphylococcal scalded skin syndrome
" BI: Bullous Impetigo
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A atividade da ETA é estavel, mesmo apods aqueconantO6C por 20 minutos
sendo inativada apenas por aquecimento &Cl680rante 40 minutos. No entanto, ETB e ETC
sdo sensiveis ao aquecimento d&C6por 15 a 30 minutos (SATEt al., 1994). Ladhanet
al. (1999, 2003) tém sugerido que ETB é mais fregimahte isolada do que ETA em
criangas com SSSS generalizada.

Satoet al (1994) descreveram as caracteristicas biologicasrologicas da toxina
esfoliativa ETC a partir de amostra 8eaureudsolada de cavalo com infec¢des cutaneas, a
qual ndo foi associada com doenca em humano (LFBANO, 2004). Yamaguchet al
(2002) identificaram a sequUéncia do gene da toxes#oliativa ETD numa ilha de
patogenicidade de isolados clinicos®leaureusO significado clinico de ETC ou ETD néo
foi estabelecido.

As ETs séo codificadas por elementos genéticos/eimo (NOVICK, 2003)
possibilitando a transferéncia horizontal destésréa de viruléncia (LISA; PLANO, 2004).
O gene que codifica ETA esta localizado no cromosstacteriano dentro de um fago
temperado de 43kIHETA (YAMAGUCHI et al, 2000). ETB é codificada em um plasmidio
de aproximadamente 38kb (LEE al, 1987; YAMAGUCHI et al, 2002). As ETs sao
reguladas peltocusdo gene regulador acessério estafilocéeigo(JI; BEAVIS; NOVICK,
1995; NOVICK, 2003).

As toxinas esfoliativas apresentam os seguintegspem®leculares: ETA 26,9 KDa,
ETB 27,2 KDa (LEEet al, 1987; SATOet al, 1994), ETC 27 KDa (SAT@t al, 1994) e
ETD 27,2 KDa (YAMAGUCHIet al, 2002). Além da toxina esfoliativa estar assacieam
a patogénese de infeccdes de pele estafilococisas produzida pos. aureudssolados de
humanos envolvidos em casos clinicos (€t#l, 2006; MEHROTRA; WANG; JOHNSON,
2000), sua presenca em amostras de leite ja foionsmada (ENDOet al 2003;
HAYAKAWA et al 1998).

Figura 3A-B - Sinais da sindrome estafilocdcica da pele eadald
Fonte: Science Photo Library (2007) e Tortora, feuaiCase (2000).
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2.9 Uso de Antimicrobianos

O termo antibiético provém de duas palavras gretanti” e “bio”, significando
“contrario a vida” e foi introduzido por Waksman €847, para designar a substancia
quimica de origem microbiana capaz de inibir oa@mesnto de microrganismos ou destrui-
los. Os antibioticos em geral sdo compostos carzatds pela alta atividade contra
microrganismos patogénicos, relativamente baixacihiez para seres humanos e outros
animais, e resisténcia a inativagdo por enzimaslualos corporeos (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 1997; YOSHIDA JUNIORt al, 2004).

Os antibidticos podem ser classificados quantoaaasuacido em bacteriostatico, que
causa apenas inibicdo do crescimento microbianoleean 0 microrganismo a morte, ou
bactericida, que destrdi o microrganismo por sarlgalgum alvo celular (KOROLKOVAS;
BUCKHALTER, 1982).

A partir de 1950, quando os antibidticos passaearser amplamente utilizados,
iniciou-se o fendmeno de resisténcia bacterianaP{RA et al, 2004). Desde entdo, o
problema de resisténcia aos antibidticos passapresentar importancia consideravel em
Saude Publica (NAWAZt al, 2002). Hoje, o desenvolvimento de resisténcia qeotas
bactérias patogénicas é mais rapido que a capactiadhduistria para produzir novas drogas
(SOUZA, 1998).

A aquisicdo sucessiva de resisténcia a maiogalda@ses de agentes antimicrobianos,
tais como, penicilinas, macrolideos, aminoglicos$decloranfenicol e tetraciclina tem
tornado o tratamento e o controle de infec¢bedilestacicas altamente dificil (GlLlet al,
2005).

A utilizacdo muita difundida de meticilina e outgenicilinas semi-sintéticas no final
dos anos 60 induziu & emergénciaSdeureugesistente a meticilina (MRSA), que continua
a persistir tanto em ambientes de cuidado a satmie a comunidade (STEVENS, 2003).
Atualmente, mais de 60% dos isolados Sleaureussao resistentes a meticilina e alguns
isolados tém desenvolvido resisténcia a mais dediyentes agentes antimicrobianos
(PAULSEN; FIRTH; SKURRAY, 1997).

A terapia efetiva permanente contra a maior paa® lthhagens de estafilococos
multirresistentes, incluindo MRSA, é o glicopeptideancomicina (WALSH, 1999).
Entretanto, a emergéncia em 1997 (CENTER FOR DISEASONTROL AND
PREVENTION, 1997) dé&. aureusom niveis intermediarios de resisténcia a vanciomie
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a teicoplanina e a mais recente emergénci&.daureuscom altos niveis de resisténcia a
vancomicina (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVHNN, 2002) tem
limitado sua efetividade (GlLlet al, 2005). TalS. aureusrecebeu a denominacéo VISA
(Staphylococcus aureusom resisténcia intermediaria a vancomicina) ealatente é
denominado simplesmente de VRSRgphylococcus aurewsncomicina resistente).

A resisténcia antimicrobiana pode ser carreada gelmossomo bacteriano ou pelo
plasmidio (FOOD AND DRUG ASSOCIATION, 2002). E& aureusa resisténcia multipla
resulta da presenca de plasmidios, mutacdes cromass e de elementos transponiveis
(HIRAMATSU et al, 2001). Evidéncias diretas indicam que 0 uso rdamé&robianos em
animais seleciona bactérias resistentes que podemnassferidas para humanos através dos
alimentos ou contato direto com os animais (AARESPR1999).

Segundo Rajala-Schulet al. (2004) as bactérias resistentes que sao encositeaala
animais produtores de alimentos, podem contamisamprodutos alimenticios e serem
transferidas para humanos através da cadeia aiméid trato gastrointestinal elas podem
transferir genes que conferem a resisténcia antin@na a outras bactérias (WITTE, 2000)
da prépria espécie ou de espécies nédo relaciopadagénicas ou ndo (FOOD AND DRUG
ASSOCIATION, 2002).

A producdo leiteira vem baseando-se principalmerteterapéutica alopética, e o
aumento do uso de antibidticos ocorre em funcépeusisténcia de certos microrganismos
resistentes. Dentre eles & aureusé um dos mais patogénicos e causa uma infeccao
geralmente crénica diminuindo gradativamente aygad leiteira, sendo de dificil controle
uma vez que apresenta geralmente resisténcia é@ilipene outros antibiéticos (BENITE&
al., 2002; COST/Aet al, 2000).

2.10 Epidemiologia Molecular na Investigagédo das kinas Estafilococicas

Diferenciacdo intraespecifica d&. aureus € essencialmente designada para
investigacoes epidemioldgicas durante as doengasproo parte de um sistema de vigilancia
continuo, e pode ser conduzida por procedimentustificos e genotipicos (TENOVER
al., 1994). Tais métodos sdo baseados na premissaueeogganismos clonalmente
relacionados compartilham particularidades que modderencia-los de outros organismos
nao relacionados (FUEY&X al, 2001).
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Atualmente, existem muitos métodos diferentes ppegem de bactéria, mas nem
todos os métodos dividem grupos de linhagens empadréo similar e cada método mostra
diferencas no desenvolvimento e critério de cordrenia (FUEYCet al, 2001).

Nos ultimos anos, verificou-se um aumento sigatfvo no desenvolvimento de
métodos genéticos para deteccdo e caracterizac@aaiérias patogénicas em alimentos.
Particular relevancia para a industria de processtomalimentar é a habilidade de algumas
linhagens deS. aureusem produzir enterotoxinas termoestaveis que caussoricacao
alimentar, uma das mais prevalentes causas deogaigtrites no mundo inteiro (DINGES
ORWIN; SCHLIEVERT, 2000); por isso, a deteccao diemtoxinas € epidemiologicamente
essencial (SHARMA; CATHERINE; DODD, 2000).

As SEs podem ser rotineiramente detectadas por AELI8nunodifusao,
radioimunoensaio e aglutinacdo em latex, mas ailidatle destes métodos € usualmente
limitada a testes comerciais para SEA, SEB, SEQ 8EEE (CREMONESet al, 2005;
LETERTRE et al, 2003). Além disso, a sensibilidade e especHid& desses métodos
sempre dependem da obtencdo de quantidades detect toxinas e podem variar
significantemente com a pureza dos reagentes. Esstes levam de 3 a 24 horas para cada
deteccdo, com sensibilidade de 0,25-1,0 ng/mL ldvenda a possibilidade de resultados
falso-positivos (CHEMet al, 2001).

Métodos baseados na amplificacdo de DNA (PCR) mpodiemonstrar a presenca de
linhagens deS. aureudoxigénicas, antes da expressao das toxinas, esmnms sequéncias
especificas dos genes e desta forma detectaremnta fwtencial de contaminacao
(HOLECKOVA et al, 2002).

A vantagem dos métodos baseados em PCR se relagicapacidade de detectar
genes que determinam a producdo das toxinas estditas inclusive a partir de alimento
tratado por aquecimento, em virtude do DNA permandnalterado, demonstrando o
potencial de toxigenicidade & aureugTSEN; CHEN, 1992).

Devido as informacdes sobre a sequiéncia de DNASHzs (MCLAUCHLINet al,
2000; RENet al, 1994; SU; WONG, 1995, 1997), a PCR torna-se uétodo para a
deteccdo dos genes destas toxinas (BECKER; ROTHERE, 1998), mostrando-se uma
técnica simples e reprodutivel, funcionando coma Uerramenta genética para estudos
epidemioldgicos (FREITASet al, 2004). Métodos baseados em PCR (Figura 4) para
determinar a ocorréncia de microrganismos patogéne& toxigénicos em alimentos séo
amplamente reconhecidos como capazes de dimint&mpo de deteccdo e aumentar a
especificidade e sensibilidade dos resultados (HREICet al., 2004).
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Varios isolados d&. aureugpodem ser testados para a producdo de enterotexina
casos onde sintomas tipicos de intoxicacdo saowaukes (LONCAREVICet al, 2004). A
continua identificacdo de novas SEs e o requerong®tmétodos rapidos na investigacéo de
intoxicacdes alimentares tém levado ao desenvohtinde técnicas para pesquisa de um
anico gene como a PCR-Uniplex (MCLAUCHLI&t al, 2000) e deteccdo simultanea dos
genesse como a PCR-Multiplex (MONDAY; BOHACH, 1999).

A PCR-Multiplex é uma variacéo da técnica de P@Rle se utilizam varios pares de
iniciadores especificos para diferentes sequémtv@s-numa mesma reacao de amplificacéo.
Diversos sistemas de PCR-Multiplex foram desendolvipara o estudo do perfil dos genes
toxigénicos que economizam tempo e trabalho paec@e muitos genes simultaneamente
(MONDAY; BOHACH, 1999; OMOEet al, 2005; SHARMA; CATHERINE; DODD,
2000).

Este procedimento permite que varias sequéneiaarth mesma molécula de DNA
sejam lidas, ou ainda, que multiplos fatores delémncia de um mesmo patdgeno sejam
pesquisados (MARTINEZ; TADDEI, 2004). A técnica BER-Multiplex é utilizada para
investigar diferentes genes toxigénicos em isolat®s. aureus obtidos de quadros de
intoxicacdo alimentar, de leite e queijo (FREIT&Sal, 2006; OMOEet al 2005).

A PCR é apenas capaz de confirmar a existénciagdonsesse em isolados des.
aureus,ndo determinando a expressdo dos mesmos. A tédaideeacdo em Cadeia da
Polimerase Transcriptase Reversa (RT-B@Rerece uma maneira rapida, versatil e sensivel
de se analisar a expressédo de um gene-alvo, ntliza RNAmM como molde para a sintese de
DNAc obtido pela acdo da enzima transcriptase sav€Figura 5A-E). A proxima etapa
envolve a amplificacdo do DNAc através de uma aid PCR padrdo (MARTINEZ;
TADDEI, 2004).

8 RT-PCR: Reverse Transcriptase Polymerase Chaictigea
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Figura 4 - Esquema d&eacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Fonte: Tortoraet al. (2000).
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RNAm

DNAc

iniciadores

DNAc
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_I_Iﬁ)/ Tag DNA polimerase
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Figura 5 - Esquema da Reagédo em Cadeia da Polimerase fipaase Reversa (RT-PCR).

Fonte: Kendall e Riley (2000).

Nota: Fita molde de RNAm (A), Anelamento pomer ao RNAm para dar inicio & sintese do DNAc
(B), A primeira fita de DNACc ¢é sintetizada usandoastranscriptase reversa (RT) (C), A fita molde de
RNA é removida por tratamento com RNAse H (D), Rieade PCR utilizando DNAc (E).

2.11 Polimorfismo do Gene da Coagulaseda)

A producdo da enzima coagulase € o principaéraitusado pela microbiologia

clinica para a identificagdo d& aureusisolados de infecgbes humanas. Apesar de dados

conflitantes a respeito da importancia da coagutaseo um fator de viruléncia (Sét al,
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1999), esta é apontada como a primeira linha desdedloS. aureustMARTINEZ et al,
2001; QUINN, 1994).

A coagulase é produzida extracelularmente por &Z£ldeS. aureuse reage com a
protrombina, simultaneamente transformando-a emhgkatrombina. Este complexo atua
diretamente sobre o fibrinogénio, convertendo-dbénf, que resulta no revestimento do
plasma. A coagulase também pode reagir com o €ifgénio independentemente da
protrombina (MCDEVITT; VAUDAUX; FOSTER, 1992). Acdéa-se que a expressao do
genecoaaumenta o crescimento bacteriano e promove aci#ibeem face dos mecanismos de
defesa do hospedeiro, tais como a fagocitose (AARES?; DANGLER; SORDILLO,
1995).

De acordo com Bennett (1996), a positividade paenzima coagulase foi usada para
indicar patogenicidade de um isolado toxigénico presenca da enzima termonuclease,
sugerida como indicador mais confiavel dessa emegenicidade. Segundo Bergdoll
(1989), se um isolado apresenta resultados posifigca a producao das enzimas coagulase e
termonuclease, pode ser considerado como potermriggrprodutor de enterotoxinas.

Existem numerosas formas alélicas do gene dautassy ¢od em S. aureus
(IANDOLO, 1990). A andlise da sequéncia nucleotidio gene&oa clonado a partir de trés
diferentes isolados d8. aureusrevelou a existéncia de um segmento varidvel deatdr
regido 3’ codificante (KAIDAet al, 1989; PHONIMDAENGet al, 1990). Esta regiao
variavel constituida de seqiiéncias curtas repefBBRS) emtandemde 81 pb é utilizada
em diversos estudos epidemiolégicos para subtjodados des. aureudaseado no niumero
de sequéncias repetidas e pela localizacdo des sit#o restricdo para endonucleases
especificas (Figuras 6 e 7), permitindo aumenfamder discriminatdrio da técnica (GG
al., 1992).

Nos ultimos anos, numerosas técnicas moleculs@ies usadas para identificar e
comparar subtipos d&. aureu§RODRIGUES DA SILVA; DA SILVA, 2005). A técnica da
PCR ¢é utilizada para estabelecer a relagdo clonatstudos epidemiologico-moleculares e
permite subdividir os isolados d®. aureusbaseando-se no polimorfismo do gene da
coagulasedoa), utilizando iniciadores especificos que apreserftagmentos com diferentes
pesos moleculares (HOOKEY; RICHARDSON; COOKSON Z199&IRA-DA-MOTTA;
FOLLY; SAKYIAMA, 2001). Os resultados da pesquigaidemiologica baseada na analise

do genecoasugerem que poucos subtiposSleaureusao responsaveis pela maior parte dos

° SRRs: Short Sequence Repeats
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casos de mastite bovina (AARESTRUP; DANGLER; SORMI. 1995; SCHLEGELOVA
et al, 2003; Slet al, 1999).

Dentre os métodos moleculares, muitos autores demrsn a tipagem do gemea
uma ferramenta epidemioldgica de significado sisipée suficientemente reprodutivel,
especifica e discriminatéria, quando empregadaibipsigem dé. aureussolados de fontes
humanas e animais (AARESTRUP; DANGLER; SORDILLO939SANTOSet al, 2003;
SCHLEGELOVAet al, 2003; SHOPSINt al, 2000).

>SRR do geneoa Staphylococcus aurey81pb)

GCTCGCCCGA CACAAAA CAA GCCAAGCGAA ACAAATGCAT
ACAACGTAAC AACACATGCA AATGGTCAAG TATCATAT C

Figura 6 - Esquema da regido da sequéncia repetitiva de dgicoagulaseda).
Fonte: Shopsiet al, (2000).

Sitios de Restricdo para Alul

COAG2 | I | |

L 1 1 | 1 1 1 1 ] COAG3
I 1 1 | 1 1 | | 1

Seqliéncia repetitiva de 81 pb

Figura 7 - Esquema representativo dos sitios de restrig@mdimaAlul dentro do geneoae
localizac&o do anelamento dasmersCOAG2 e COAG3.
Fonte: Golet al. (1992).
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3 JUSTIFICATIVA

O leite € um alimento basico utilizado na dietanhna em toda faixa etaria,
principalmente por ser um dos produtos mais comgléd ponto de vista nutricional (LEITE
et al, 2002). Possui alta digestibilidade, indiscutivalor biolégico e excelente fonte de
proteinas e célcio (GARCIAt al, 2000).

O queijo de coalho € um dos mais tradicionaisijosigroduzidos no Nordeste
brasileiro e devido & simplicidade de sua tecnalo§iamplamente fabricado nesta regio. E
também um importante derivado do leite, apreciadéotpelo seu valor nutritivo como pelo
seu sabor que atende aos mais exigentes paladdcesentanto, as condicbes de
processamento, armazenamento e comercializacadonpoomprometer suas caracteristicas
organolépticas, bem como torna-lo improprio pamsomo, em virtude da contaminag&o por
microrganismos responsaveis por toxinfeccdes aliames (RIBEIRO DE S/t al, 2003).

O S. aureusé um dos mais importantes causadores de intoxasaaéimentares,
assumindo relevancia para a Saude Publica, endeido risco potencial de sua veiculacéo
ao homem através do leite e derivados que podenercenterotoxinas termoestaveis pré-
formadas nestes alimentos (SENA, 2000).

Além das enterotoxinas, alguns isoladosSdeaureusproduzem outras toxinas de
interesse humano como a toxina-1 da sindrome dguehaoxico (TSST-1) (DINGES;
ORWIN; SCHLIEVERT, 2000) e toxinas esfoliativas (k&Te ETB) (LEE et al. 1987)
causadoras da sindrome estafilocécica da peledasizal

A producdo da enzima coagulase é um dos critégsadas para identificacdo &
aureus.Embora o teste da coagulase em tubo seja o tedt@opavarios isolados ndo séo
tipados pela técnica de producdo desta enzima (AAREIP; DANGLER; SORDILLO,
1995). Em vista disso, analises moleculares do ganeoagulase estdo sendo empregadas
como teste de carater definitivo (VIEIRA-DA-MOTTAQLLY; SAKYIAMA, 2001).

A andlise do gene da coagulased através da PCR é aplicada para subdividir as
amostras deS. aureusbaseada no polimorfismo do gemea utilizando iniciadores
especificos que geram fragmentos de diferentesntamsadependendo da amostra (VIEIRA-
DA-MOTTA; FOLLY; SAKYIAMA, 2001).

A resisténcia bacteriana a antibiéticos é um ggnadlema do ponto de vista clinico e
da Saude Publica (NAWAEt al, 2002), pois bactérias resistentes a antibiofpmmem ser
transmitidas ao homem pela ingestdo de alimentagagonados. Ha evidéncias de que o
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tratamento indiscriminado de animais com antibéitorne seus produtos e derivados, fontes
para resisténcia aos antibioticos na espécie hu@@isEIRA; MOTA; SOUZA, 2002).

O sequenciamento dos genes codificadores de tada&s identificadas tém dado a
oportunidade para a deteccado e diferenciacdo dws tosl genese pela técnica de PCR. A
continua identificacdo de novas SEs e o requerbngmtmétodos rapidos na investigacao de
intoxicagbes alimentares tém levado ao desenvohtionele métodos para a deteccao
simultanea de todos os gersescomo a técnica de PCR-Multiplex (MONDAY; BOHACH,
1999).

Os genesepodem ser transcritos em RNAm e a consequenteigiiodda toxina em
niveis suficientes, pode causar intoxicacdo aliaremiu outras doencas pelos isolados
portadores desses genes (OM&HREI, 2002).

Devido a riqueza em nutriente e facil acessibdiel o leite e 0 queijo constituem
alimentos importantes na dieta da populacdo e @icanacao destes alimentos Sraureus
representa um risco para a Saude Publica, uma wezesta bactéria € freqiientemente
envolvida em doencas de origem alimentar e pritmipate no que se refere as suas toxinas.
A aplicacdo de técnicas moleculares na deteccadokaizas estafilococicas € um passo
relevante para se caracterizar rapidamente estazaso além de gerar informagfes que
possam contribuir para a protecdo a salde dos michses.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Qual a frequéncia, distribuicdo e expressdo doegyeoxigénicos end. aureus
isolados de amostras de leite e queijo de coalhomemicipios da regido Agreste de
Pernambuco e qual a correlacdo destes genes cerfil@enotipico do gene da coagulase?
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5 HIPOTESES

a) E frequente a presenca dos genes responsavks ppeducdo das toxinas
estafilococicas em isolados 8e aureuprovenientes de amostras de leite e queijo de
coalho em propriedades leiteiras de municipioedi&o Agreste de Pernambuco;

b) Existe uma correlacdo entre o perfil genotiplcogene da coagulase com o perfil
genotipico dos genes toxigénicos;

c) Os genes toxigénicos distribuidos nos isola@ds. dureugprovenientes das amostras
de leite e queijo de coalho sdo expressos isolattame em associacao;

d) Nao existe associacdo entre o perfil genotipicogene da coagulase e dos genes
toxigénicos com os padrdes de resisténcia e skdad® aos antimicrobianos entre os

isolados des. aureusie municipios da regido Agreste de Pernambuco.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo Geral:

Caracterizar 0S. aureussolados de leite e queijo de coalho em municigesegiao

Agreste de Pernambuco quantoa presenca de difetexiras.

6.2 Objetivos Especificos:

Isolar e identificar fenotipicamente 8saureusbtidos de leite e queijo de coalho de
propriedades leiteiras da regido Agreste de Permemb

Caracterizar o perfil de sensibilidade antimiiana dosS.aureusisolados de leite e
gueijo de coalho frente aos antibidticos mais aadios na medicina humana e
veterinaria;

Pesquisar a presenca dos genes responsavejg@ilgdo de toxinas em isolados de
S. aureugprovenientes de leite e queijo de coalho;

Investigar a expressao dos genes toxigénicosalaslos d&. aureuprovenientes de
leite e queijo de coalho;

Correlacionar a tipagem pelo gene da coagulase @s genes toxigénicos n&s

aureusisolados de leite e queijo de coalho.
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7 MATERIAL E METODOS
7.1 Isolamento Microbiologico e Identificacdo Fendpica dosStaphylococcus aureus

Os S. aureudoram isolados a partir de amostras de leite ej@que coalho obtidas
por demanda espontanea em propriedades de exmoleitgira de cinco municipios da
regido Agreste de Pernambuco (Sao Bento do UnaegliimgCaetés, Correntes e Gravata)
(Figura 8).Para o diagnostico fenotipico d8s aureusas colonias foram identificadas de
acordo com as caracteristicas de crescimento em Base acrescido de 8% de sangue
desfibrinado de ovino, producéo de hemolise e pigme

As caracteristicas morfotintoriais foram analésagelo método de Gram e provas
bioquimicas como producéo de catalase, coagulaseditermonuclease (TNAse Agar Azul
de Ortotoluidina-DNA), segundo Silva, Junqueiraileea (1997). A producdo de acetoina,
fermentacdo da D-glicose (anaerobiose) e do D-wlafgerobiose e anaerobiose) foi
realizada segundo metodologia descrita por Mac iRadt980) e os isolados foram
classificados de acordo com Baird-Parker (199@uifa 9A-H).
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Figura 8 - Mesorregido Agreste dividida em municipios, destdoaos municipios onde foram
realizadas as coletas de leite e queijo de coalho.

Fonte: Pernambuco (2004).

Nota: Abaixo, mapa do estado de Pernambuco (Brdsiiflido em mesorregides.
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Figura 9 - Métodos fenotipicos utilizados na caracterized@8. aureus

Fonte: Informacdes do autor.

Nota: Crescimento em Agar sangue (A), coloracaGan (B), producao de catalase (C), coagulase
livre (D), termonuclease (E), producéo de acet@i)afermentacdo da glicose (G), fermentacdo do
manitol (H).

7.2 Teste de Sensibilidade Antimicrobianan vitro

Os isolados d&. aureudoram submetidos a testes de sensibilidade antivigmnain
vitro através da técnica de difusdo em disco de acamioacmetodologia descrita por Bauer
et al (1966) em Agar Mueller-Hinton utilizando os sedas discos impregnados de
antibioticos: norfloxacina (10 ug), enrofloxacin& (g), sulfa + trimetoprim (25 ug),
cloranfenicol (30 ug), tetraciclina (30 ug), entrgina (15 ug), penicilina G (10 U),
amoxicilina (10 ug), novobiocina (5 ug), oxacilifta ug), vancomicina (30 ug), bacitracina
(10 U), lincomicina (2 ug) e gentamicina (10 ugy @iametros das zonas de inibicdo por
difusé@o de disco foram interpretados apos 24h débacdo a 37°C, de acordo cor@lmical
and Laboratory Standards Institu(€LSI, 2006).

7.3 Extracdo do DNA Gendmico para Ensaios Baseades PCR

O DNA gendmico do$. aureusfoi extraido a partir de 1 mL de cultura crescda

meio BHI (Brain Heart Infusion, Biobras), centriadp a 14.000 rpm a 4°C. O sedimento foi



I.S. Luz Caracterizacado Molecular deginas... 49

homogeneizado em 500 pL de tamp&do TE 10:1 juntameomn a adicdo de 10 pL de
lisozima (10 mg/mL) e 10 pL of proteinase K (5 mygjnpara lise da parede celular. A
suspensao foi incubada a 60°C por 20 min seguiiaguicdo de 100 puL de tampédo STE
(2.5% SDS, 10 mM Tris-HCI, pH 8, 0.25 M EDTA) e ut@¢des por 15 min a 60°C, 5 min a
temperatura ambiente e 5 min no gelo. A reacamdairalizada com 130 pL de acetato de
amonio a 7.5 M, mantida no gelo por 15 min e ent@ntrifugada por 5 min.
Aproximadamente 700 pL do sobrenadante foram tadss para um outro tubo e
misturados com o mesmo volume de fenol-cloroféréalamol-isoamilico (25:24:1), seguido
por centrifugacdo por 5 min. O sobrenadante foisfierido para um novo tubo, e o DNA foi
precipitado com aproximadamente 420uL de isoprdpar®0°C por 30 min ou a -20°C por
24 h. Apos a centrifugacéo, o sobrenadante foiadtzgto, e o precipitado foi ressuspendido
em 10 pL de agua deionizada estéril e mantido a&C-2Q0 DNA obtido foi quantificado
usando o programa 1D Image Analysis Software, ve8sa da Kodak Digital Science, DC
120 zoom Digital Camera, apos eletroforese em gelgarose a 1% usando DNA do

bacteriofago\ clivado com enzima de restricBindlll como padréo.

7.4 Deteccao dos Genes Toxigénicos atraves da Téarda PCR

7.4.1 PCR - Multiplex

Duas reacbes de PCR-Multiplex foram realizadas, pama pesquisa dos gers=a,
seb, sec, sed, seeoutra para pesquisa dos gestes etbe tst.

As reacdes foram preparadas para um volume fin&5dgL contendo 20 pmol de
cadaprimer'®, 160 pM de cada dNTB,mM de MgC}, 10 mM do Tris-HCI, pH 9,0, 50 mM
de KCI, 30 ng de DNA gendmico e 1,2U @laq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil). As
amplificacbes foram realizadas em termocicladoroifigéitra) programado para 30 ciclos
térmicos, cada um consistindo de°®5por 1 min (desnaturagdo), °60 por 1 min

(anelamento) e P2 por 2 min (extens&do). Foram usadas como conpoditivo as cepas

% Primer: Iniciador especifico
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padrado deS. aureusFRI (Food Research Institute Madison, WiscosinAEB61 portadora
dos genesec e seé FRI MN8 portadora do genst.

Os produtos de amplificacdaniplicon$ foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% (ml/v), corados com brometo de efi{djdp mg/mL), visualizados e
fotografados em transiluminador de UV. @ramersutilizados nas reagdes (Tabela 1) foram
desenhados como descrito por Becker, Roth e H&&98).

7.4.2 PCR - Uniplex

As reacbes de PCR-Uniplex para a pesquisa dos geegs seh, seie sej
separadamente, consistiram de uma mistura de 10 genoadaprimer, 160 uM de cada
dNTP, 1,5 mM do MgGl 10 mM do Tris-HCI pH 9,0, 50 mM de KCI, 20 ng @iNA
gendmico e 1 U ddag DNA polimerase (Invitrogen, Brasil) para um volufireal de 25pL.
As amplificacOes para os gene=g, sele sejforam realizadas em termociclador (Biometra)
programado para 50 ciclos térmicos, cada um camdistie 94C por 3 min, 92C por 30 seg,
60°C por 30 seg e 72 por 30 seg. A amplificacdo do fragmento para peggei foi
programada para 8@ por 30 seg, 6C por 30 seg e 7€ por 60 seg (termociclador
Biometra). Foi utilizada como controle positivoepa padrao d8. aureud-RI 361 portadora
dos geneseq, sek se} Todas as cepas padrdo utilizadas nas reacoeSRlddPam cedidas
gentilmente pelo Laboratério de Enterotoxinas Hstcicas da Fundagdo Ezequiel Dias
(FUNED-MG).

Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agasod% (m/v),
corados com brometo de etidio (1,5 mg/mL), visaalos e fotografados em transiluminador

de UV. Foram utilizadoprimersdirecionados aos genssg, seh, s&sej(Tabela 1).
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Tabela 1- Sequéncias dgzimers utilizados para a deteccdo dos genes respongaleiproducao
das toxinas (SEA-SEE, SEG-SEJ, ETA-ETB e TSST-djnanho esperado dos fragmentos e
referéncias.

Primers Sequéncia (5> 3)) Gene Tamanho do Referéncias
amplicon
(pb)

SEA-3b  cct ttg gaa acg gtt aaa acg sea 127 Beckeet al,
1998

SEA-4b  tct gaa cct tcc cat caa aaa c

SEB-1c tcg cat caa act gac aaa cg seb 477 Beckeet al,
1998

SEB-4b  gca ggt act cta taa gtg cct gc

SEC-3b ctc aag aac tag aca taa aag ctagg sec 271 Beckeet al,
1998

SEC-4b tca aaa tcg gat taa cat tat cc

SED-3b  cta gtt tgg taa tat ctc ctt taa acg sed 319 Beckeet al,
1998

SED-4b  tta atg cta tat ctt ata ggg taa aca tc

SEE-3b cag tac cta tag ata aag tta aaa caa geee 178 Beckeet al,
1998

SEE-2c taa ctt acc gtg gac cct tc

TST-3 aagccctttgttgcttgcg tst 445 Beckeet al,
1998

TST-6 atcgaactttggcccatacttt

ETA-3b  ctagtgcatttgttattcaagacg eta 119 Beckeet al,
1998

ETA-4b  tgcattgacaccatagtacttattc

ETB-3b  acg gct ata tac att caa ttc aat g etb 262 Beckeet al,
1998

ETB-4b  aaa gtt att cat tta atg cac tgt ctc

SEG-1 acgtctccacctgttgaagg seg 400 Rosec; Gigaud,
2002

SEG-2 tgagccagtgtcttgctttg

SEH-1 tcacatcatatgcgaaagcag seh 357 Rosec; Gigaud,
2002

SEH-2 tagcaccaatcaccctttcc

SEI-1 ggtgatattggtgtaggtaac sei 454 Omoeet al,
2002

SEI-2 atccatattctttgcctttaccag

SEJ-1 cagcgatagcaaaaatgaaaca sej 426 Rosec; Gigaud,
2002

SEJ-2 tctagcggaacaacagttctga

Fonte: Informacdes do autor.
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7.5 Purificacdo e Sequenciamento dos Fragmentos Alfifizados pela PCR

Para confirmar a identidade dos fragmentos amatibbs pela PCR, diferentes
ampliconsforam selecionados e purificados com o kit PurelH&R Purification (Invitrogen,
Brasil), seguindo as recomendagOes do fabricanseredcdes de sequenciamento foram
realizadas com os mesmpsmersusados para as amplificacbes de PCR, usandigaye
Kit” (Applied Biosystems). As sequéncias dos nucleatsdobtidas no ABI-3100 (Applied
Biosystems) foram analisadas pelos programas: agrepto das sequéncias $eaureus
forward e reverse(HUANG; MADAN, 1999) e comparadas com sequénciggsogitadas no
GenBank: versao 2.2.12 do programa Blast (ALTSCHU&l, 1990).

7.6 Pesquisa do Geneoanos Isolados des. aureusatravés da PCR

A regido 3’-terminal do geneoa foi amplificada utilizando os seguintggimers
especificosCOAG2(ACC ACA AGG TAC TGA ATC AAC G 3') eCOAG3(5" TGC TTT
CGATTG TTC GAT GC 3’) descritos por Aarestrup, DT e Sordillo (1995).

As reacOes de amplificacdo foram preparadas paravolume final de 25uL,
contendo: 20 ng do DNA gendmico, tampédo PCR 10xn{M Tris-HCI, pH 9,0; 50 mM de
KCl), 1,5 mM de MgC4, 1 uM de cadaprimer, 2 mM de desoxinucleotideos trifosfato
(NTP’s) e 1 U deTaq DNA Polimerase (Invitrogen, Brasil), completando-som agua
deionizada estéril. Como controle positivo foi inida a cepa d&. aureusn® 25923
proveniente dd&merican Type Culture CollectigATCC 25923).

As amostras foram submetidas a 40 ciclos térmzada um consistindo de 30 seg a
95°C, 2 min a 62C e 4 min a 7Z (termociclador Biometra). Campliconsforam separados
por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corealmsbrometo de etidio (1,5 mg/mL),

visualizados e fotografados em transiluminador te U
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7.7 Extracdo do RNA Total

O protocolo para extracdo do RNA total foi padrado levando em consideracdo
algumas caracteristicas d& aureuscomo a lise da parede celular de bactérias Gram-
positivas. A obtencdo do RNA bacteriano a particdkkuras deS. aureudoi realizada apos
crescimento a 24 horas para 19 isolados e a 4& hpma um, cujas medicdes da O.D.
variaram de 1.2 a 1.6 em meio BHI (Brain Heart $idn, Biobras) e centrifugada a 14.000
rpm por 5min. O sedimento foi homogeneizado em|B0de tampao TE 10:1 com adicdo de
10 pL de lisozima (10 mg/mL) e 10 pL de lisostaf(@amg/mL) homogeneizando-se 10
vezes. As amostras foram incubadas em banho-m&iéCapor 40 min invertendo-se 0s
tubos periodicamente durante o periodo de incubagéms centrifugacdo a 14.000 rpm por 5
min, removeu-se 0 sobrenadante sendo adicionadeterjppmente 500 pL de trizol
(Invitrogen, Brasil), homogeneizando-se o contedds tubos com pipeta automatica para
lise da parede celular, e 100 pL de clorofémioigefado por amostra incubando-se por 3
min a temperatura ambiente. Em seguida, foram eamésdos 250 pL de isopropanol por
aproximadamente 300 pL do sobrenadante que formmsféridos para um outro tubo, apés
centrifugacdo a 14.000 rpm por 15 min. Para pregif@id, a suspensdo foi mantida a°€30
por 2 horas seguidas por centrifugacao por 10 @isobrenadante, entdo, foi desprezado e os
tubos invertidos em papel absorvente acrescentsmdmsteriormente 200 pL de etanol a
75% para lavagem do sedimento de RNA. Apdés umaebrmantrifugacdo por 2 min,
removeu-se cuidadosamente todo o etanol e o pipfoi ressuspendido em agua tratada
com DEPC e estocado a -80°C. A qualidade da prefardo RNA foi avaliada em gel de
agarose a 1% e a quantificacdo e pureza do RNA aotlisadas em espectrofotbmetro
(Ultrospec 210(@ro) a Agsonm(fator de diluicao 1:500).

7.8 Andlise da Expressao das Toxinas e aureus

A expresséo das toxinas nos isoladosSdaureugportadores dos genes toxigénicos
foi investigada através da Reacdo em Cadeia dmé&uwalse Transcriptase Reversa (RT-PCR).
A obtencdo do DNAc para a reacdo de PCR foi reddizapartir do RNA total dos isolados.
Na mistura contendo o RNA total (100 ng/uL) trat@adon DNase, foram adicionados 1 pL
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(300 pg/uL) do randorprimer ou 20 pmol dgrimer gene especifico, 10 mM dNTP’s, 1 uL
(200 U/pL) da enzima Superscript 1l Reverse Trapsase (Invitrogen, Brasil) ou 1 pL (200
U/uL) da enzima MMLV Reverse Transcriptase (USB}), @ de dTT e 1 pL da RNAse out,
sendo incubada por 5min a°25 60 min por 58C e 15 min por T respectivamente.

Um controle negativo (apenas a mistura de reag@m adicionar a enzima
transcriptase reversa) foi incluido para cada amasas reacdes de RT-PCRs realizadas,
além de dois controles positivos: a cepa padrdd. @eireus-RI 361 portadora dos gersey,
seieseje 20 isolados d8. aureugportadores do germma

As reacdes de PCR foram realizadas para um vofuraede 25 pL contendo: 10
pmol de cadgrimer, 1 U deTaq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil), 160 uM de dN$,

1,5 mM de MgCi 10 mM do Tris-HCI, pH 9,0, 50 mM de KCI e 1,0-3,0 do DNAc. As
amplificacbes foram realizadas em termocicladopoitigitra) programado de acordo com o
gene estudado como descrito anteriormente. Os f@®da PCR foram analisados em gel de
agarose a 1%.

Foram utilizadosprimers direcionados aos genes responsaveis pela prodigsio
enterotoxinas (A-E, G-J), da toxina-1 da sindroroeckoque toxico (TSST-1), das toxinas

esfoliativas (ETA e ETB) e da coagulase como descpgreviamente (Tabela 1).
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8 RESULTADOS

De acordo com as caracteristicas fenotipicas qubitucas, todos os 94 isolados
obtidos neste estudo foram identificados c@naureussendo 27 provenientes do municipio
de S&o Bento do Una, nove isolados do municipidrdgelim, 13 isolados do municipio de
Caetés, sete isolados do municipio de Corrent8soeidndos do municipio de Gravata, todos
0S municipios localizados na regidao Agreste dadeste Pernambuco.

Destes isolados, 88 foram provenientes de amodérdsite em todos 0os municipios
pesquisados e seis de amostras de queijo de coalbtados e identificados apenas do
municipio de Gravata. OS. aureusforam caracterizados com o0 objetivo de determanar
freqliéncia e os tipos de genes toxigénicos, o gdaneoagulase bem como seus perfis de
resisténcia antimicrobiana.

Os perfis de resisténcia dos isolados toxigénicadoetoxigénicos aos 14 antibioticos
puderam ser comparados (Tabela 2). A maioria dadades deS. aureusfoi resistente a
penicilina (88,3%), lincomicina (80,85%), amoxiadi (73,4%) e eritromicina (68,09%) mas
foram susceptiveis a vancomicina (100%), sulfa imetoprim (93,62%), enrofloxacina
(80,85%) e cloranfenicol (76,6%). Os isolados oigios de S&do Bento do Una apresentaram
0 maior grau de resisténcia diante dos 14 antdustanalisados. Dos &, aureus18 foram
resistentes a nove ou mais antibidticos simultaeesn Dos 67 isolados pertencentes aos

demais municipios, apenas 6,06% apresentaramrestelg multirresisténcia.

Tabela 2 - Percentual de resisténcia aos antibioticos d&.94ureusisolados de leite e queijo de
coalho de cinco municipios da regido Agreste dedmsbuco.

Municipio % de resisténcia a
(n° de isolados) NOR ENO SUT CLO TET ERI PEN AMO NOV OXA VAN BAC LIN GEN

Média

S&o Bento do Una (27) 22,22 14,81 3,704 48,15 51,85 96,15 8519 74,07 66,67 85,19 0 92,59 100 100 60,04

Angelim (9) 0 375 125 25 12,5 8333 875 625 375 50 0 100 100 87,5 49,70
Caetés (13) 7,69 0 0 0 7,69 7,69 84,62 84,62 0 0 0 30,77 61,54 7,69 20,88
Correntes (7) 0 0 0 0 14,29 14,29 71,43 71,43 0 0 0 0 0 28,57 14,29
Gravata (38) 44,74 28,95 10,53 18,42 42,11 84,21 97,37 73,68 7895 21,05 0 526 86,84 2,63 4248
Total (94) 2553 19,15 6,38 234 3511 68,09 883 734 5426 37,23 0 41,49 80,85 40,42 42,40

NOR = norfloxacina, ENO = enrofloxacina, SUT = sulfa + trimetoprim, CLO = cloranfenicol, TET = tetraciclina, ERI = eritromicina, PEN = penicilina G,
AMO = amoxicilina, NOV = novobiocina, OXA = oxacilina, VAN = vancomicina, BAC = bacitracina, LIN =lincomicina e GEN = gentamicina.

Fonte: Informacdes do autor.
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As analises para pesquisa dos genes responsaveiprpducdo das enterotoxinas
SEG, SEH, SEI e SEJ identificaram os segmentoardartho esperado em 88/94 (93,6%) dos
S. aureussolados de leite e queijo de coalho e 6/94 (6,48 amplificaram para nenhum
dos genes toxigénicos.

Entre os 88 isolados d& aureusgque amplificaram segmentos para a presenca dos
genesseq, seh, see sej 31 (35,2%) amplificaram apenas para um gene, 3335%0)
amplificaram para dois genes, 17 (19,3%) amplificarpara trés genes e sete (8%)
amplificaram para os quatro genes permitindo diaasios segmentos de tamanho esperado
dentro de 10 grupos genotipicos para a presencaettes toxigénicos (Tabela 3). Além
disso, 12 (13,6%) comportavam apenas o gegeb (6,8%) o genseh 13 (14,8%) o gene
sei 3 (3,4%) o gendtipseg+ seh 22 (25%) o gendtipseg+ sei 7 (8%) o gendtipseg+
sej 1 (1,1%) o gendtipeeh+ sei 11 (12,5%) o gendtipseg+ seh+ sei 6 (6,8%) o gendtipo
seg+ sei+ seje 7 (8%) o gendtipseg+ seh+ sei+ sej NenhumS. aureussolado dos cinco
municipios analisados apresentou a associacacedessgg+ seh+ sej(Tabela 3).

No municipio de S&do Bento do Una foram encontragogenadtiposeg (4/27), sei
(5/27),seg + sei(8/27),seg+ sej(4/27),seg+ sei+ sej(1/27), no municipio de Angelim foi
encontrado apenas o genoétgm (8/9), no municipio de Caetés os gendtipeg(3/13),seg +
seh (3/13), seg + sei(4/13), seg + sej(2/13), seg + sei + sej(1/13), no municipio de
Correntes 0s gendétiposeh (6/7), seh + sei(1/7) e no municipio de Gravata foram
encontrados os genotipeeg (5/38), seg + sei (10/38),seg + sej (1/38), seg + seh + sei
(11/38),seg+ sei+ sej(4/38),seg+ seh+ sei+ sej(7/38) (Tabela 3). Entre os sésaureus
provenientes de amostra de queijo de coalho dodipimide Gravata, foram encontradas as
associagcoeseg+ sei (1/6), seg+ sej (1/6), seg+ sei + sej (2/6), seg+ seh+ sei+ sej (2/6)
(Figura 10A-D).
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Tabela 3 -Distribuicdo dos geneseg, seh, sa sejencontradosios 94S. aureussolados de leite e
queijo de coalho de cinco municipios da regido sgrelo estado de Pernambuco.

Genes Toxigénicos Municipios
(seg-sej S30 Bentodo  Angelim Caetés Correntes  Gravata
Una

seg 4 - 3 - 5
seh - - - 6 -
sei 5 8 - - -
seg+ seh - - 3 - -
seg+ sei 8 - 4 - 10
seg+ sej 4 - 2 - 1
seh+ sei - - - 1 -
seg+ seh+ sei - - - - 11
seg+ sei+ sej 1 - 1 - 4
seg+ seh+ sei+ sej - - - - 7

Isolados negativos 5 1 - - -

Total deS. aureus 27 9 13 7 38

Fonte: Informacdes do autor.
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Figura 10 - Produtos de amplificag&o representativos da B@iRlex dos geneseg, seh, sai s¢.
Fonte: Informacdes do autor.

Nota: LinhaM, marcador de peso molecular (100pb Diddder), linha CP- FRI 361. A éeg linha
1- 1G, linha2- 4G, linha3- 19G, linhad- 20G, linhab- 21G, linha6- 22G. B éeh: linhal- CR6, linha
2- 1G, linha3- 4G, linha4- 19G, linha5- 20G, linha6- 21G, linha7- 22G. C §e): linhal- 1G, linha
2- 4G, linha3- 19G, linhad- 20G, linha5- 21G, linha6- 22G. D ée): linhal- 1G, linha2- 31G, linha
3- 40G, linhad- 51G, linhab- 53G, linha6- 57G.
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Nenhum dos 94 isolados &e aureusexaminados pela PCR-Multiplex comportava os
genessea, seb, sec, sed, see, tst,eetdb havendo apenas a amplificacdo dos segmentos de
tamanho esperado para os geses, seb, sec, sedst nas cepas de referéncia (FRI) usadas

como controle positivo (Figura 11).

seb—p

sed_p
sec—p

sea—p

Figura 11 - Produtos de amplificacdo dos geses, seb, sec, sedst nas cepas padrdo 8eaureus
FRI através da PCR-Multiplex.

Fonte: Informagdes do autor.

Nota: LinhaM, marcador de peso molecular (100pb DMAden, CN - controle negativo. Linha-
FRI S6, linha2- FRI 361, linha3- FRI 1151, linhad- FRI MNS8.

Neste estudo foi observada com maior freqiénciasacecao dos gensgg+ sei
(25%) nos isolados analisados, em seguida o geneoladamente (14,7%) e 0 geseg
isoladamente (13,6%). A presenca do gesidoi significante sendo detectado isoladamente
no municipio de Angelim em 8/9 dos isoladosSdeaureuse em todos 0s outros municipios
isoladamente ou em associacdo com outros genegtisds.No municipio de Gravata o
genesegpredominou, sendo detectado em (38/38) dos issladalisados, embora em 5/38 o
genesegfoi observado isoladamente, e em 33/38 dos iselao associagdo com outros
genes. Este municipio apresentou a maior varialiéicha distribuicdo dos genes toxigénicos
entre os isolados d& aureus

O sequenciamento confirmou que os isoladoS.deureuscontinham genes idénticos

aos das enterotoxinas estafilococicg(seh seie se) com elevado nivel de similaridade. A
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analise dos resultados com o programa Blast rexadtathomologia dos genesg, seh, sead

sej nos isolados investigados quando comparados cqgiiféseias depositadas no GenBank:
98%, 99%, 99% e 95%, respectivamente. Estes rdsslteonfirmam a presenca dos genes
seg, seh, s& sejnos isolados analisados.

Para genotipagem do genea todos os 94 isolados d& aureusprovenientes dos
cinco municipios investigados (Sdo Bento do Unageim, Caetés, Correntes e Gravata)
amplificaram dois fragmentos do gene permitindarithsi-los em dois coagulotipos de
acordo com o tamanho dos segmentos de amplificagab= ~750 pb (62,8%, cincepeats
em tandem n=5) ecoa2= ~1000 pb (37,2%, oiteepeatsem tandem n=8). A cepa padrao
utilizada como controle positivés( aureusATCC 25923) amplificou um fragmento de ~800
pb (Figura 12).

600 pb -

Figura 12 - Perfis eletroforéticos representativos da PCR due g®a de S. aureusisolados em
municipios da regido Agreste de Pernambuco.

Fonte: Informacdes do autor.

Nota: LinhaM, marcador de peso molecular (100pb Didéder), controle positivo: linhd- S. aureus
ATCC 25923, linh&- Perfil coal: ~750 pb, linh&- Perfil coa2: ~1000 pb.

Em Sé&o Bento do Una foram observados dois cogmsgptcom predominancia dma?
(1000pb), presente em 80% dos isolados. Entretadds, nove isolados analisados no
municipio de Angelim, 44,44% apresentaram o peddl (750 pb) enquanto, que 55,56%
dos isolados corresponderam ao pedd?2. Dos 13 isolados de Caetés, 69,23% amplificaram
o perfil coal e 30,77% o perfitoa2 e no municipio de Correntes, dos sete isoladg44%o
apresentaram o coagulotipoal e 42,86% @oa2. Todos os 3%. aureussolados de leite e

queijo de coalho do municipio de Gravata apresamiapenas um coagulotipmél).
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Todos os 88 isolados que pertenceram aos perfitigamoscoal e coa2 portavam
um ou mais genes toxigénicos. No entanto, dos iseledos deS. aureusque né&o
amplificaram para nenhum dos gerseg, seh, set sej cinco apresentaram o coagulotipo
coa? (1000 pb) e um isolado amplificou o pedial (Tabela 4).

Os dois perfis genotipicos obtidos para o genecdagudase dos 88 isolados foram
classificados de acordo com os genes responségkisppoducdo das enterotoxinas SEG,
SEH, SEI e SEJ, sendo distribuidos nos seguintedtiges:coal (seg, (seh, (se), (seg+
seh, (seg+ se), (seg+ se), (seg+ seh+ se), (seg+ sei+ se), (seg+ seh+ sei+ se) e coa2

(seq, (seh, (se, (seg+ sel), (seg+ se), (seg+ se), (seh+ se) e Seg+ sei+ se) (Tabela 4).

Tabela 4 -Perfis genotipicos dos isoladosS$leaureus

Coagulotipos N de isolados Genes Toxigénicos
8 seg
4 seh
4 sei

coal (750 pb) 1 seg+ seh
14 seg+ sei
5 seg+ sej
- seh+ sei
11 seg+ seh+ sei
4 seg+ sei+ sgj
7 seg + seh + sei + sgj
1 Negativos

coa2 (1000 pb) 4 seg
2 seh
9 sei
2 seg+ seh
8 seg+ sei
2 seg+ sej
1 seh+ sei
- seg+ seh+ sei
2 seg+ sei+ sej
- seg + seh + sei + sgj
5 Negativos

Fonte: Informacdes do autor.
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Para analise da expressao dos genes toxigénicas) felecionados 20 isoladosSle
aureussendo um isolado representado pela cepa padr&o a@eus-RI 361 e 19 isolados
provenientes dos cinco municipios da regidao Agrdstéernambuco, que portavam um ou
mais genes toxigénicos investigados pela PCR Uniglada isolado foi examinado pela
extracdo do RNA total e pela transcricdo dos RNAos geneseg seh seie sejatravés da
RT-PCR.

Para a padronizacdo da técnica da RT-PCR foradifi a cepa padrdo &e aureus
FRI 361 (portadora dos genssg, seie se) cujo RNA foi avaliado a concentracdes de 10
ngfuL, 100 nglL e 1000 ngdL. Apoés a realizacdo das PCRs para os transa@gs sej, foi
observada a mesma eficiéncia, no entanto paranectito sei ndo houve amplificacdo do
DNACc originado a partir de 10 ng/ do RNA. Portanto, todas as reacdes de RT-PCRnfora
realizadas a partir de 100ng do RNA com os 20 desladeS. aureusnvestigados (Figura
13).

Devido ao polimorfismo do gene da coagulase selizado como marcador
epidemioldgico através de técnicas de caractenzde®. aureuse como controle adicional
das reacdes de RT-PCR e da integridade dos DNAegpressdo do gemea também foi
avaliada. A distribuicdo dos genssg, seh, sa? sejentre os 20 isolados & aureusassim

como 0s respectivos coagulotipos estao listaddab®da 5 e figura 14A-B.

1 2 3 4 5 6 7 8 NG

\Y
-
!
-
-
fr—
—

400 phb

Figura 13 - Padronizacdo da RT-PCR com concentracdes varidodidNA total.

Fonte: Informacdes do autor.

Nota: LinhaM, marcador de peso molecular (100pb DIddder), CN- controle negativo. Linhak 2
e 3 (seg- 10 ngfiL, 100 ngyiL e 1000 ngiL), linhas4, 5 e 6 (sei- 10 ngfiL, 100 ngiL e 1000
ngiL), linhas7, 8 €9 (sej- 10 ng{iL, 100 ng{iL e 1000 ngilL).
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Tabela 5 -Isolados deS. aureusselecionados por municipio e por genétipo parbzeggio da RT-
PCR.

Isolados deS. aureus ses Transcritos para as Transcritos coa
SEs
FRI 361 seg+ sei+ sej seg+ sei+ sej 800 pb
10SB seg+ sei+sej - 1000 pb
20SB seg seg 1000 pb
5A sei - 1000 pb
7A sei sei 1000 pb
34SB seg - 1000 pb
C seg+ sej seg+ sej 750 pb
F seg+ sei seg 750 pb
I seg+ sei seg 1000 pb
L seg+ seh - 1000 pb
CR1 seh+ sei - 1000 pb
CR2 seh seh 750 pb
CR6 seh seh 750 pb
1G seg+ seh+ sei+ sej seg 750 pb
19G seg+ seh+ sei seh 750 pb
51G seg+ sej - 750 pb
53G seg + seh + sei + sgj seh 750 pb
85G seg+ seh seg+ seh 750 pb
99G seg+ seh+ sei+ sgj - 750 pb
100G seg+ sei+ sej - 750 pb

SB: Sdo Bento do Una; A: Angelim; C-L: Caetés; CRrrentes; G: Gravata
Fonte: Informacgdes do autor.

A
Lesi2yri 41D -Gl 9-10-11 MCP 1 2 3 4.5 6. .0 8.1

Figura 14 - Amplificacdo por PCR dos transcritosa nos 20 isolados d8. aureusnvestigados pela
RT-PCR.

Fonte: Informacdes do autor.

Nota: LinhaM, marcador de peso molecular (100pb DMAder), linha CP- FRI 361,CN- controle
negativo. A ¢oal): linhal-F, linha2- CR®6, linha3- 19G, linha4- 53G, linha5- 85G, linha6- 99G,
linha 7- 100G, linha8- C, linha9- 1G, linhal0- 51G, linhall- CR2. B €0a2): linhal- 5A, linha 2-
7A, linha3- 10SB, linhad- 20SB, linhab- 34SB, linha6- |, linha7- L, linha8- CR1.
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A transcricdo dos RNAms dos gerseg seh seie sejfoi detectada em 12/20 isolados
de S. aureug60%), dos quais 9/12 amplificaram para um trattgsc2/12 amplificaram para
dois transcritos e 1/12 amplificou para trés tretes (Tabela 5).

Dos 12 isolados positivos para os RNAms transcriteseg, seh, see sej 4/12
apresentaram apenasg(20SB, F, | e 1G), 4/12 apresentaraah (CR2, CR6, 19G, 530G),
1/12 apresentosei (7A), 1/12 apresentou a associagag+ seh(85G), 1/12 apresentou a
associacaseg+ sej(C) e 1/12 apresentou a associaga@+ sei+ sej(Tabela 5, Figura 15A-
B). E importante ressaltar que esta Ultima assaoiém verificada apenas na cepa padréo FRI

361 usada como controle positivo.

A
MCP1 2 3 45 6CN M7 8 9 10CN

Figura 15 - Amplificacdo por PCR dos transcritegeg seh sei e sejnos 12 isolados d§. aureus
investigados pela RT-PCR.

Fonte: Informacgdes do autor.

Nota: LinhaM, marcador de peso molecular (100pb Diddder), linha CP- FRI 361,CN- controle
negativo. A §ege seb): linhal1-20SB, linha2- C, linha3- F, linha4- |, linha5- 1G, linha6- 85G, linha
7- CR2, linha8- CR®, linha9- 19G, linhal0- 53G, linhall- 85G. B éeie se): linhal- 7A, linha2-

C.
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9 DISCUSSAO

Os resultados referentes ao teste de sensibilaatmicrobianan vitro revelaram alta
eficacia da vancomicina, possivelmente devido a mduzida utilizagcdo na medicina
veterinaria, pois em nenhum dos municipios estusladte antibiotico era utilizado. Além
disso, foram verificados altos indices de resiséétanto para a amoxicilina quanto para a
penicilina indicando que ndo devem ser usadas atantento da mastite estafilococica nas
propriedades dos municipios estudados. A amoxdcilpertence a0 mesmo grupo de
antibiéticos beta-lactamicos e geralmente os éstafios mostram elevada resisténcia (acima
de 70%) a penicilina G, bem como, ampicilina, arodira e carbenicilina (TAVARES,
2000).

Diferengas na ocorréncia de resisténcia a peraciforam observadas entre varios
paises (AARESTRUP; JENSEN, 1998). Um estudo préaatizado por Vintowet al. (2003)
encontrou alta frequéncia de resisténcia a pemacilia Irlanda (71,4%), Inglaterra (67,3%), e
nos Estados Unidos (50%), enquanto baixa frequéoicencontrada em paises escandinavos,
incluindo Dinamarca (18,7%), Noruega (2%), e Su8a5%).

As variagBes encontradas nos indices de sensid®liéaresisténcia aos antibidticos
foram observadas independentemente dos coagulotpoda distribuicdo dos genes
toxigénicos, mas puderam ocorrer devido a uma @oveseletiva exercida pelo uso de
diferentes antibidticos em cada municipio. A a#isisténcia entre os isolados Seaureus
pode ser justificada pelo uso continuo e indeviglamtimicrobianos dentro dos municipios, o
que fica evidente entre os isolados oriundos de B#do do Una onde se pode observar
100% de resisténcia a gentamicina, antibiotico lateiate utilizado para o tratamento de
mastites estafilococicas no Brasil (LANGONI; MENDQHN; DEVELLEY, 2000; FREITAS
et al, 2005).

Apesar de nenhum d& aureussolados de leite e queijo de coalho ter ampliftccad
genes para as toxinas classicas SEA, SEB, SEC, SEB, TSST-1, ETA e ETB, a
frequéncia de isolados comportando os genes quiicend as enterotoxinas SEG, SEH, SEI
e SEJ foi muito alta (93,6%). Alguns autores retataque 52,5% a 93,6% d& aureus
isolados de leite portavam pelo menos um dos gesasdados para as enterotoxinas
(BOEREMA; CLEMENS; BRIGHTWELL, 2006; KATSUDAet al, 2005; STEPHAN;
BUEHLER; LUTZ, 2002).
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Estudos anteriores realizados em S&o Paulo demafha com isolados & aureus
de origem bovina também nédo detectaram a presexstasdgenes ou detectaram em baixo
percentual, apenas encontrando 0s genes paraeastexinas SEG-SEJ (CABRAEt al,
2004; SALASIAet al, 2004). Hayakawat al. (1998) relataram que a producao de toxinas
esfoliativas entre 0S. aureussolados de leite parece ser rara. O isolament8.dmireus
portadores destes genes na glandula maméria bpedea indicar veiculagdo humana de
infeccdo por este microrganismo (HAVE®Ial, 2007).

A auséncia de genes para as toxinas classicggesanca dos genes para as demais
toxinas descritas nos municipios estudados indimsa distribuicdo geografica dos isolados
toxigénicos. Os perfis dos genes para as SEs parsee variaveis entre diferentes anos e
origens geogréficas. Esta diferenca pode resuétaadhptacdes do hospedeiroSRleaureus
nas diferentes espécies animais (HWA®&Gl, 2007).

Em varios locais sdo observados diferentes perasnpara 0os genes toxigénicos.
Silva, Carmo e Silva (2005) relataram um baixo @eteal de isolados contendo o0s gesess,
seb e sede casos de mastite bovina no Estado de MinasisG@aoeet al. (2002) ao
analisarem 21 isolados de leite de vacas com mastt Japdo observaram que oito
comportavam 0S gensgec, se@ seie sete 0s genagge seindo sendo observada a presenca
dos genegpara as toxinas classicas.

Jorgenseet al. (2005b) ao analisare® aureussolados de amostras de leite bovino e
caprino em sete regides da Noruega, constatarammajueaioria das regides era encontrado
um unico tipo de gene toxigénico e apenas uma é&s iegides apresentou grande
diversidade de genes toxigénicos. Estes relatdaldoem a teoria da existéncia de uma
distribuicdo regional na prevaléncia de algumas &Bsus genes, indicando uma dispersao
dos isolados d&. aureuseem areas geograficas especificas. Diferentesemutetataram esta
distribuicdo geografica dds. aureusenterotoxigénicos isolados de leite de vacas castita
(FITZGERALD et al, 1997; LARSENet al, 2000; STEPHANet al, 2001).

O papel das enterotoxinas SEG-SEJ na intoxicagéwemtar estafilocécica parece
ainda indeterminado (ROSEC; GIGAUD, 2002), no emtaMcLauchlinet al. (2000) ao
analisarem 23 isolados de estafilococos envolveloscasos de intoxicacdo alimentar nao
observaram a producdo das enterotoxinas SEA, SEB, SED ou SEE, mas detectaram a
presenca dos genes toxigénicseg, seh, see sej indicando que estas SEs podem ser
responsaveis por tais surtos de intoxicacao alianent

Neste estudo a associag@y + seifoi detectada em 22/88 (25%) dBsaureussendo

esta associacdo a mais predominante. Rosec e ({@a0d) sugeriram que estas duas SEs
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poderiam ser um importante elo filogenético entse eaterotoxinas estafiloccicas. No
entanto, Jorgenseat al. (2005b) ao analisarem 101 isolados de tanqueitie Bovino,
verificaram baixa incidéncia da associagég + sei2/53).

Estes genes estdo presentesSraureusorientados enmtandeme separados por um
fragmento de 1,9 kb localizados num operon dencaioiremterotoxin gene clustefegg
presente no genoma d& aureus Embora fosse esperado detectar o gageapenas em
associacdo com o gesej por estarem interligados (MCLAUCHLIBt al. 2000, MUNSON
et al. 1998; OMOEet al. 2002), neste estudo, alguns isolados comportavgenesegou 0
geneseiisoladamente.

Na analise dosS. aureusinvestigadosdos cinco municipios da regidao Agreste do
estado de Pernambuco, os gessi® segde forma isolada representaram os segundo (14,8%)
e terceiro (13,6%) genotipos dominantes, respeutiviie. Abeet al. (2000) também apontam
gue SEG foi uma das mais freqlentes toxinas prddazporS. aureus.Estes resultados
sugerem que 0S genssge seinem sempre coexistem no mesmo isolado e pared#&mam
existir uma distribuicdo geogréfica destas assdem¢

Isolados deS. aureusde 10 amostras de produtos derivados de leitefamam
positivas para um ou mais genesdse) sem producdo das enterotoxinas classicas ou
presenca dos seus respectivos genes. Entre osdl@@ds que portavam 0s gesegsej seg
e sei foram predominantes (39,3% e 46,7%, respectivaafeat esta combinacdo foi
encontrada em 34,4% destes isolados (LONCAREA1&l, 2005).

O genesehfoi detectado em 28/88 (31,8%) dos isolado$ daureussoladamente ou
em associacdo com genes para outras enterotoserado estes resultados divergentes dos
descritos por outros autores, pois baixos percenfirderiores a 16%) ou a nao detec¢ao do
genesehfoi relatada (CABRALet al, 2004; CREMONESEt al, 2005; JORGENSEINt al,
2005b; OMOEet al, 2002; SALASIAet al, 2004; ZSCHOCKet al, 2005). O percentual de
31,8% encontrado é considerado elevado em relag&oeacontrados em outros locais,
reforcando a evidéncia da distribuicdo geografitaeeos isolados toxigénicos & aureus
O genesehfoi observado nos municipios de Caetés, Correntesavata.

Em um massivo surto de intoxicacao alimentar ergralo 10000 casos causados pela
ingestao de leite reconstituido que tinha como n@apgima leite desnatado em p6 em Osaka,
Japao, verificou-se que a toxina envolvida era A,Skas segundo Ikedeat al. (2005) a
quantidade detectada (80 ng) seria insuficienta pausar um surto com tamanha extenséao.
Desta forma, estes autores se propuseram a irsmesksy lotes do leite em p6 desnatado

envolvido em tal surto com relagdo a presencga tia®toxinas além da SEA, utilizando a
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técnica de PCR. Verificaram a presenca dos geeas sehem 10 amostras, realizaram a
quantificacdo da SEH por ELISA e concluiram queferido surto foi causado por pequenas
quantidades de SEA e SEH, pois estas toxinas estpu@sentes na mesma quantidade em
todas as amostras analisadas e que 30ug de SEdreapssta emética em macacos apos 1,5
a 3 horas da administracdo (SU; WONG, 1995).

A coexisténcia dos genesje sedfoi relatada por muitos pesquisadores (BECKER
al., 2003; MENDOZA; MARTIN, 2005; NASHE\et al, 2004; ZHANGet al, 1998). A
caracterizacdo adicional da enterotoxina D, um tgms mais comumente associados com
intoxicagcdo alimentar e codificada pelo plasmidi® #85, revelou a presenca de um quadro
aberto de leitura que codifica a enterotoxina JAKIG et al, 1998). Apesar da coexisténcia
dos genesede sejno mesmo plasmidio, no presente estudo, o gejiei obtido apenas em
associacdo coreeg sehe sei(22,8%) ndo havendo correlacdo com o gssainvestigado
pela PCR-Multiplex.

A pesquisa do geneoa pela PCR revelou a existéncia de um clone precmmen
(coal) deS. aureusos municipios da regido Agreste (Sao Bento do, Bngelim, Caetés,
Correntes e Gravata) sugerindo que este clone ippsyuiedades especiais para superar 0S
mecanismos de defesa do hospedeiro e estabeledecgdo nos rebanhos das propriedades
leiteiras (VAUTORet al, 2003).

Todos os 88 isolados pertencentes aos coagulatgd@s0 pb e 1000 pb apresentaram
0S geneseg seh seie sejisoladamente ou em associacdo, ndo havendo umsagdo clara
entre os perfis do gene da coagulase e dos gexigériwos. O coagulotipo de 750 pb diferiu
em duas associacOese@+ seh+ seie seg+ seh+ sei+ se) e o coagulotipo de 1000 pb, em
apenas uma associacdelf+ sej).

Quando patdgenos de multiplos genotipos infectamhospedeiro, competem pela
fonte de nutricdo e transmissédo. Nesta condicagenétipos com viruléncia aumentada séo
mais competitivos (NOWAK; MAY, 1994; Slkt al, 1999). A producdo de toxinas
sobrevivéncia da bactéria no hospedeiro (FERENS.,1998).

Os 38S. aureusoriundos do municipio de Gravata isolados de kitgieijo de coalho
apresentaram apenas um coagulotqmal). O isolamento d&. aureugprovenientes de queijo
de coalho apresentando o mesmo coagulotipo daqgigelaificados nas amostras de leite,
evidencia a importancia epidemiolégica da veicwagé@stes microrganismos a partir do leite
utilizado para a fabricacéo artesanal dos queijosisco potencial a saude dos consumidores

da regido. Roseet al. (1997), analisando queijos preparados com leite @bservaram a
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presenca da enterotoxina SEC em 73,7% das 61 awestalisadas responsaveis por casos de
toxinfeccé@o alimentar. Os isolados Seaureusdo municipio de Gravata apresentaram maior
variabilidade genética quanto a distribuicdo dasegeoxigénicos e apenas o coagulotipo de
750 pb, sendo importante destacar, a distanciargiosy desse municipio em relacdo aos
demais analisados neste estudo (Figura 8).

A RT-PCR tem sido usada para examinar a tranecdgadRNAmM em isolados de.
aureusportadores deeg sehe sei (OMOE et al, 2002). Neste estudo, a expressao dos genes
seg seh sei e sejem S. aureugprovenientes de leite e queijo de coalho foi itigagla pela
transcricdo dos RNAms de 20 isolados representatiom base na presenca destes genes. Os
resultados demonstraram a expressao potencialethessgeg seh seie sejem 12/20 isolados
de S. aureuscom predominancia dos transcritesg e sehisoladamente e em associacao
(11/12). A expressdo de um gene pode ser altandependente do proprio aparato genético
de cada isolado e das condicbes de crescimentajeopqderia explicar os resultados
negativos verificados nesta andlise.

A selecédo destes isolados foi baseada na digtibuilos genes responsaveis pela
producdo das enterotoxinas SEG, SEH, SEI e SEJeavalvimento das mesmas em surtos
de intoxicagdo alimentar j4 relatados, uma vez @gans casos de intoxicacdo alimentar
(aproximadamente 5% de acordo com estimativas)guass nenhuma das enterotoxinas
classicas foi detectada, puderam ser atribuidatedmsis enterotoxinas (ROSEC; GIGAUD,
2002; SU; WONG, 1995).

Apesar da transcricdo dos RNAms ter sido realissdaima amostragem pequena de
isolados deS. aureusa relevancia da presenca dos gesegsseh sei e sej isoladamente e
em associagdo, foi enfatizada pela possivel praddedsuas respectivas enterotoxinas. Um
elemento importante na regulacéo da expressaoras gea estabilidade variavel de RNAmMs
de acordo com fcusgénico e a taxa de crescimento das bactériags§mrpara garantir a
integridade do RNA e do DNAc subsequente gerads apéaios de RT-PCRs, a cepa padrao
FRI 361 e a avaliagédo do transcitmaforam inseridas na analise da transcrigcao reversa.

Omoe et al. (2002) demonstraram que a maior parte dos isolaldoS. aureus
portadores do gensehfoi capaz de produzir uma quantidade significad#eenterotoxina
SEH. Entretanto, a maior parte dos isolados %le aureus portadores deseg e
aproximadamente 60% dos isolados portadoreset®do produziram um nivel detectavel de
SEG e SEI quando o método de ELISA foi realizadguanto que a transcricdo de RNAm de
SEG e SEl nestes isolados tenha sido comprovadapélise por RT-PCR.
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A demonstragdo da producdo de toxina em quansdgde sejam suficientes para
causar doencas por isoladosSleaureugportadores destes genes ainda € necessaria (OMOE
et al, 2005). Apenas a deteccdo dos genes toxigénicoS.amreusndo implica que estes
isolados produzam SEs em um nivel suficiente panaar quadros de intoxicacao alimentar
ou outras doencas associadas as enterotoxinas [FHI& al, 2008) uma vez que a
producdo das SEs também é influenciada por fatbweambiente (pH, atividade de &gua,
atmosfera entre outros).

Portanto, € razoavel sugerir que o risco de iotpédo alimentar pdB. aureuspode
ser efetivamente avaliado com base na express&iNdon correspondente. Assim, pode-se
determinar que 0sS. aureuspositivos pela PCR e RT-PCR examinados neste @stud
expressaram 0s genes responsaveis pelas enteast@aresentando potencial para causarem

quadros de intoxicacao alimentar entre outras dseng
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10 CONCLUSOES

a)

b)

d)

f)

Foi elevada a frequéncia no niumeroSdeaureuspresentes nas amostras de leite e
gueijo de coalho dos municipios da regido AgrestePdrnambuco (Sdo Bento do
Una, Angelim, Caetés, Correntes e Gravatd) comagdest para os municipios de
Gravata e Sao Bento do Una;

A alta frequéncia de isolados & aureusmultirresistentes decorrente do uso
indiscriminado de antibiéticos, nos municipios &@los, compromete a qualidade do
leite e de produtos derivados, além de dificultartratamento de doencas
potencialmente curaveis;

A auséncia de genes responsaveis pelas toXéssoas e a presenca de outros genes
toxigénicos nos isolados d& aureusda regido Agreste de Pernambuco sugere uma
distribuicdo geografica dos genes toxigénicos;

Apesar da auséncia d& aureusportadores dos genesea-sege N0OS Mmunicipios
estudados, a ampla distribuicdo de isolados padadios genes toxigénicesg, seh

sei e sej representa um risco para a saude do consumidocigaimente no que se
refere a expressédo destes genes constatada ers alglaalos;

A existéncia de um perfil genotipico predomieagnela avaliacdo do geneasugere
que poucos clones podem estar circulando entrafeemtes municipios da regido
Agreste de Pernambuco.

N&o houve correlacdo entre os coagulotipos @ees toxigénicos, jA que perfis
toxigénicos semelhantes foram observados nos dam@gutotipos presentes el

aureusisolados de leite e queijo de coalho.
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Resumo

Staphylococcus aureué um dos principais patdogenos de origem alimemtais muitos
isolados produzem enterotoxinas (SES) termoestayeés causam intoxicacdo alimentar
guando ingeridas. O objetivo deste estudo foi ¢araar feno e genotipicameng aureus
isolados de leite mastitico e queijo de coalho amiaipios do estado de Pernambuco, Brasil.
A frequéncia e distribuicdo de doze genes toxiginigea seh seg sed see seg seh seie
sejtst, etaeetb) e do gene da coagulasmd) foram investigadas pela PCR, bem como sua
expressao potencial pela RT-PCR. Os perfis de lskdade antimicrobiana demonstraram
que todos os isolados & aureusdentificados foram susceptiveis a vancomicina0¢a))
sulfa + trimetoprim (93,62%), enrofloxacina (80,85&bcloranfenicol (76,6%). Um total de
88 S. aureusanalisados pela PCR-Uniplex apresentou os gem@gtocosseg+ sei(25%),
sei(14,8%),seg(13,6%),seg+ seh+ sei(12,5%),seg+ sej (8%), seg+ seh+ sei+ sej (8%),
seh(6,8%),seg+ sei+ sej (6,8%),seg+ seh(3,4%) eseh+ sei(1,1%). Em nenhum destes
isoladosforam detectados 0s genes das toxinas classeasegtst, eta e etb pela PCR-
Multiplex. A presencga apenas de alguns genes toxigé na regido estudada demonstra uma
variacdo na distribuicdo geografica destes genemalise do geneoados 94 isolados d8.
aureuspermitiu distribui-los em dois coagulotipasial= ~750pb (62,8%) eoa2= ~1000pb
(37,2%) presentes entre 0s municipios, associadas @ mais genes toxigénicos, sugerindo
gue poucos clones estao circulando entre os murscgstudados responsaveis por casos de
mastite bovina. Destes, 20 isolados foram seledmsigpara analise pela RT-PCR. Os
transcritos foram positivos em 12/30 aureugseg seh sei seg+ seh seg+ sejeseg+ sei+

sej coal ecoa?), demonstrando que &8s aureusgestudados no presente trabalho expressaram
0S genes responsaveis pelas enterotoxinas e patpulase podendo causar quadros de

intoxicag&o alimentar ou outras doencas.

Palavras-chaveStaphylococcus aureugoxinas; Coagulase; Sensibilidade antimicrobiana
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1. Introducéo

Doencas de origem alimentar apresentam um grangdacio para a saude publica,
sendo 0S. aureusa terceira causa mais importante no mundo entreases relatados
(Asperger e Zangerl, 2003; Normanno et al., 20@%rBma et al., 2006) e o mais prevalente
envolvido nas infec¢des intramamarias em ruminafdsneden et al., 2001; Cenci-Goga et
al., 2003; Boerema et al., 2006) sendo respongévedproximadamente 30% a 40% de todos
0s casos de mastite (Asperger e Zangerl, 2003).

O crescimento dB. aureusem alimentos representa um risco para 0 consuppos
muitos isolados produzem enterotoxinas (SEs) testAoveis que causam intoxicacao
alimentar quando ingeridas (Akineden et al., 2@Xerema et al., 2006). Estas enterotoxinas
sao termorresistentes e podem permanecer nos &hsneresmo quando & aureusestao
ausentes (Jorgensen et al., 2005a). Os sintomastabkicacdo alimentar estafilococica
incluem um quadro inicial (dentro de 1-6h) de naus@®mito, dores abdominais e diarréia
(Jorgensen et al., 2005b). Estes sintomas dimindentro de 24-48h, mas a doenca pode
permanecer por 7-10 dias (Nema et al., 2007).

Alguns estudos tém mostrado que o queijo e ouybroslutos derivados do leite
estavam envolvidos em intoxicacdes alimentaredilestacicas no Brasil e em outros paises
(Anunciacdo et al., 1994; Adesiyum et al., 1998maida-Filho e Nader-Filho, 2000).
Tradicionalmente, cinco tipos antigénicos classidesSEs (SEA, SEB, SEC, SED, e SEE)
foram reconhecidos. Entretanto, a existéncia d®@stipos (SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL,
SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SEU e SEV) forantada e seus genes descritos
(Letertre et al., 2003; Lina et al., 2004; Jorgensial., 2005a; Bania et al., 2006; Boerema et
al., 2006; Hata et al., 2006; Thomas et al., 20B6)bora os papéis das novas enterotoxinas
na intoxicacao alimentar ndo estejam totalmentkvestdos,S. aureugportadores dos genes
gue codificam SEG, SEH, SEI, SEK, SEL e SEM forawnlados a partir de casos de
intoxicag&o alimentar.

S. aureustambém produz outras toxinas como a toxina-1 ddr@me do choque
toxico (TSST-1), caracterizada por febre, hipotenséash cutaneo e envolvimento
multiorganico (Chesney, 1997) e as toxinas esfe#iat (ETA e ETB) responsaveis pela
sindrome da pele escaldada em criancas e neotetos, clinico usado para um espectro de
doencas bolhosas da pele (Melish, 1982).

As técnicas da Reacdo em Cadeia da Polimerase) (@R Reacdo em Cadeia da

Polimerase Transcriptase Reversa (RT-PCR) foratizadas para a deteccdo dos genes
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toxigénicos e sua atividade de transcricao emdsslaeS. aureugBecker et al., 1998; Chen
et al., 2004; Chen et al., 2001).

Diferentes métodos de tipagem foram desenvolvidwa a caracterizacédo de isolados
de S. aureuqgHata et al., 2006). A regido 3’ terminal do gelaecoagulase contém repeticdes
de uma sequéncia de 81pb, variando entre os it aureusEsta diferenca consiste na
existéncia de mais de uma forma alélica do geos® o que possibilita uma tipagem
molecular com base nesse polimorfismo (Goh e1882).

Outro aspecto importante é a presenca de resguastibioticos que pode interferir
diretamente na qualidade do leite e nos processhisstriais, inibindo culturas sensiveis,
utilizadas na fabricacdo de iogurtes. Além dissadepconstituir um problema de saude
publica, levando ao aumento de bactérias resistant@tamentos por antibidticos.

Neste estudo, um total de 94 isolado$Sdaureudoi obtido de leite mastitico e queijo
de coalho em diferentes municipios de uma regidoestado de Pernambuco, Brasil e
caracterizados pela genotipagem realizada atraeésndlise do geneoa dos genes
codificadores das toxinas estafilococicas pela RQbtla avaliacdo da expressao potencial

destes genes através da RT-PCR.

2. Material e Métodos

2.1.1solamento e caracterizacdo fenotipica dos S. areu

O isolamento de 98&. aureudoi realizado a partir de amostras de leite nmiasti¢
queijo de coalho obtidas por demanda espontangar@miedades de exploracao leiteira de
cinco municipios de uma regido de Pernambuco, IB&&0 Bento do Una, Angelim, Caetées,
Correntes e Gravatapara a identificacéo fenotipica, os isolados focanacterizados como
S. aureuscom base na morfologia das colones Agar Base acrescido de 8% de sangue
desfibrinado de ovino, producéo de hemolise e pigme

As caracteristicas morfotintoriais foram analesagelo método de Gram e provas
bioquimicas como producéo de catalase, coagulaseditermonuclease (TNAse Agar Azul
de Ortotoluidina-DNA), segundo Silva et al. (1993 pducéo de acetoina, fermentagéo da D-
glicose (anaerobiose) e do D-manitol (aerobioseaem@biose), segundo Mac Faddin (1980)

e os isolados classificados de acordo com BairldP§it990).
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2.2. Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O teste de susceptibilidade a drogas antimicralsiaios isolados foi realizado em
Agar Mueller-Hinton pelo método de disco difusdcaderdo com clinical and Laboratory
Standards Institut¢CLSI, 2006). Os agentes antimicrobianos testatdsiram norfloxacina
(10 ug), enrofloxacina (5 ug), sulfa + trimetopr{#b ug), cloranfenicol (30 ug), tetraciclina
(30 ug), eritromicina (15 ug), penicilina G (10 Wmnoxicilina (10 ug), novobiocina (5 ug),
oxacilina (1 ug), vancomicina (30 ug), bacitrac{@i@ U), lincomicina (2 ug) e gentamicina
(10 ug).

2.3. Extracao do DNA gendmico

O DNA dosS. aureusfoi extraido baseado no método descrito em Mangitial.
(1982), exceto que as células foram incubada$@ pOr 20 minutos com 10 (10 mg/mL)
de lisozima e L (10 mg/mL) de proteinase K para lise da paredidare O DNA obtido foi
quantificado apods eletroforese em gel de agaro$&ausando DNA do bacteriéfago
clivado com enzima de restricktndlll através do programa 1D Image Analysis software,

versao 3.5 (Kodak Digital Science).

2.4. Deteccao dos genes das enterotoxinas sea,seebsed, see e genes da toxina-1 da

sindrome do choque téxico (tst) e das toxinasiasif@s (eta e etb)

Foram realizadas duas reacdes de PCR-Multiplex, pama pesquisa dos gers=a,
seb, sec, sed, seeutra para pesquisa dos gestas etbe tst

As reacdes foram preparadas para um volume fin&5dgL contendo 20 pmol de
cadaprimer, 200 uM de cada dNTP, 3 mM de MgCl0 mM Tris-HCI pH 9.0, 50 mM de
KCI, 30 ng de DNA genbmico e 1,2 U daq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil). As
amplificacbes foram realizadas em termocicladoroifigéitra) programado para 30 ciclos
térmicos, cada um consistindo de°®5por 1 min (desnaturagdo), °85 por 1 min
(anelamento) e 72 por 2 min (extensdo). As seqliéncias plimersutilizados nas reacées e
tamanho dos segmentos esperados sao mostrado®ela TaForam usadas como controle
positivo as cepas padrao 8eaureud-RI (Food Research Institute Madison, WiscosinAlEU

361 portadora dos genssc e seé FRIMNS8 portadora do gertst
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Os produtos de amplificacdo (amplicons) foram andlbs por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% (m/v), corados com brometo de et{dép mg/mL), visualizados e

fotografados em transiluminador de UV.

2.5. Deteccao dos genes das enterotoxinas segsaelse)

As reacdes de PCR-Uniplex foram realizadas sepaeata, e consistiram de uma
mistura de 20 pmol de cagaimer, 200 uM de cada dNTP, 1,5 mM do MgCl0 mM do
Tris-HCI pH 9.0, 50 mM de KCI, 20 ng do DNA gendmie 1 U dalaq DNA polimerase
(Invitrogen, Brasil) em um volume final de 25 pLs Amplificacées foram realizadas em
termociclador (Biometra) programado para 50 citéwmicos, cada um consistindo d€®@4
por 3 min, 94C por 30 seg, 6C por 30 seg e 72 por 30 seg para 0s gerses), sele sej
Para o genseios ciclos foram programados pard®4or 30 seg, 6C por 30 seg e 7€
por 60 seg. A sequéncia dsimers utilizados nas reagbes e tamanho dos segmentos
esperados sdo mostrados na Tabela 1. Foi utilzama controle positivo a cepa padradde
aureusFRI 361 portadora dos genssg, seie sej Os amplicons foram visualizados como

descrito anteriormente.

2.6. Purificacdo e sequenciamento dos fragmentgdiicados pela PCR

Os segmentos amplificados pela PCR dos gsegsseh, ses sejforam purificados
com o kit PureLink PCR Purification (Invitrogen,&il) e analisados através do sequenciador
automético ABI 3100 (Applied Biosystem, USA). Asq@éncias dos nucleotideos obtidas
foram analisadas pelos programas: Agrupamento @@$eéncias dé&. aureus- forward e
reverse (Huang e Madan, 1999) e comparadas com sequédef@ssitadas no GenBank:

versao 2.2.12 do programa Blast (Altschul et &190).

2.7.Genotipagem do gene da coagulase (coa)

A regido 3'-terminal do geneoa foi amplificada utilizando ogrimers especificos:
COAG2(ACC ACA AGG TAC TGA ATC AAC G 3') eCOAG3(5' TGC TTT CGA TTG
TTC GAT GC 3’) descritos por Aarestrup et al. (1R95

As reacoes de amplificacdo foram preparadas ©dot20ng do DNA gendmico,
tampéao PCR 10x (10mM Tris-HCI, pH 9,0; 50mM de KAQl)bmM de MgC, 1uM de cada
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primer, 20QuM de desoxinucleotideos trifosfato (ANTP’s) e 1U Taa DNA Polimerase
(Invitrogen, Brasil), para um volume final de @b. Foi utilizada como controle positivo a
cepa padrao d8. aureusATCC n° 25923 proveniente danerican Type Culture Collection
(ATCC 25923). As amostras foram submetidas a 40<si&rmicos, cada um consistindo de
30 seg a 95°C, 2 min a 62°C e 4 min a 72°C.

2.8 Extracdo do RNA Total

O protocolo para extracdo do RNA total foi padrado levando em consideracdo
algumas caracteristicas d&s aureus,como a lise da parede celular de bactérias Gram-
positivas. A obtencdo do RNA bacteriano a particdkuras deS. aureudoi realizada apés
crescimento a 24 e 48 horas, cujas medi¢bes dav@riaram de 1.2 a 1.6 em meio BHI
(Brain Heart Infusion, Biobras) e centrifugada aOD® rpm por 5min. O sedimento foi
homogeneizado em 500 pL de tampéo TE 10:1 com@ded 0 pL de lisozima (10 mg/mL)

e 10 pL de lisostafina (2mg/mL) homogeneizandoGgekzes. As amostras foram incubadas
em banho-maria a 3¢ por 40 min invertendo-se os tubos periodicamduntante o periodo
de incubacado. Apés centrifugagcédo a 14.000 rpm pum5 removeu-se 0 sobrenadante sendo
adicionados posteriormente 500 pL de trizol (Ilmgen, Brasil), homogeneizando-se o
conteudo dos tubos com pipeta automatica para déseparede celular, e 100 pL de
cloroformio refrigerado por amostra, incubando-se  min a temperatura ambientem
seguida, foram acrescentados 250 pL de isopropamolaproximadamente 300 pL do
sobrenadante que foram transferidos para um auba Bpds centrifugacao a 14.000 rpm por
15 min. Para precipitacdo, a suspensido foi mardid8FC por 2 horas seguidas por
centrifugacao por 10 min. O sobrenadante, entdajdsprezado e os tubos invertidos em
papel absorvente acrescentando-se posteriorme@tg2@e etanol a 75% para lavagem do
sedimento contendo RNA. Apdés uma breve centrifugag®dr 2 min, removeu-se
cuidadosamente todo o etanol e o precipitado &sugpendido em agua tratada com DEPC e
estocado a -80°C. A qualidade da preparacao do ®N&valiada em gel de agarose a 1% .
A quantificagdo e pureza do RNA total foram reaas em espectrofotdmetro (Ultrospec
2100pro).
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2.9. Andlise da expresséo dos genes seg, seh,segieen S. aureysor PCR Transcriptase
Reversa (RT-PCR)

O RNA total foi extraido de culturas 8e aureuse tratado posteriormente com DNase
para degradar DNA gendmico contaminante. A sirdeseNAc foi realizada com 1 pL (200
U/uL) da enzima Superscript Il Reverse Transcseténvitrogen) ou 1uL (200 U/uL) da
enzima MMLV Reverse Transcriptase (USB), 100 ngdoLRNA total, 1 puL (3 p/uL) do
random primer e incubado por 5 min a 25, 60 min por 58C e 15 min por AT
respectivamente.

Um controle negativo (apenas a mistura de reag@&m adicionar a enzima
transcriptase reversa) foi incluido para cada amosts reacdes de RT-PCR realizadas, além
de dois controles positivos: a cepa padra®.deureud-RI 361 portadora dos gene=g, see
seje isolados d&. aureugportadores do gerea.

Os DNAcs obtidos pela RT-PCR foram amplificadaes PCR usando oprimers

descritos na Tabela 1. Os produtos finais foranisatis em gel de agarose a 1%.

3. Resultados e Discussao

3.1. Isolamento e caracterizacdo fenotipica doasugeus

De acordo com as propriedades fenotipicas e bimgas, 94 S. aureusforam
identificados das amostras de leite mastitico ejajae coalho, sendo 27 provenientes do
municipio de Sdo Bento do Una, nove isolados doicpia de Angelim, 13 isolados do
municipio de Caetés, sete isolados do municipiGateentes e 38 originados do municipio de
Gravatd, todos localizados numa regido do estadRedembuco, Brasil (Fig. 1).

Destes, 88 foram oriundos de amostras de leiteéoelms 0s municipios avaliados e
seis de amostras de queijo de coalho coletadoslados apenas do municipio de Gravata.
Elevados indices d&. aureusoram constatados no leite e no queijo tanto rasiB(Ritter et
al., 2001; Benevides e Telles 2002; Barbosa e2@4) como em outros paises do mundo
(Cremonesi et al., 2005; Katsuda et al., 2005; Nomo et al. 2005; Moon et al., 2007).

De Buyser et al. (2001) estimaram a proporcao @enghs de origem alimentar,
devido ao leite e produtos derivados, registrad@s Hranca e em outros paises
industrializados, observando que no Reino Unidarecam varios surtos nos quais o leite e 0

gueijo foram confirmados como o veiculo pelo isa@ato deS. aureus
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Leite e produtos derivados apesar de nutritivag ma homem, constituem-se em
excelentes meios para o desenvolvimento de mianmg®s deteriorantes e patogénicos,
podendo desencadear surtos de toxinfeccdo alimed&monstrando a necessidade de

melhoria nas condi¢cdes higiénico-sanitarias naiagatedutiva do leite.

3.2. Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Todos os 94 isolados & aureudoram susceptiveis a vancomicina (100%), sulfa +
trimetoprim (93,62%), enrofloxacina (80,85%) e altienicol (76,6%). A maioria dos
isolados deS. aureudoi resistente a penicilina (11,7%), lincomicirkd (15%), amoxicilina
(26,6%) e eritromicina (31,91%). Os isolados olgios do municipio de S&o Bento do Una
apresentaram um elevado indice de resisténciadaastibidticos analisados. Dos 67 isolados
pertencentes aos demais municipios, apenas 6,06%seaparam este grau de
multirresisténcia (Tab. 2).

Esta alta sensibilidade a vancomicina se explisgéddeao pouco uso deste antibidtico
na medicina veterinaria, pois em nenhum dos mupgipnalisados este medicamento era
utilizado. Desta forma, como descrito por Howe @0@orna-se o antimicrobiano de eleicédo
em casos de infec¢des por isoladosSdaureusnultirresistentes. A resisténcia a penicilina e
a outros antibiéticos desenvolvida graureusocorre no mundo inteiro, embora as taxas de
prevaléncia relatadas indicarem que grandes vasaggistam regionalmente (De Oliveira et
al., 2000; Waage et al., 2002; Normanno et al.7200

Os beta-lactamicos, como a penicilina e amoxicilougos isolados de&. aureus
revelaram altos indices de resisténcia neste est@iciosido um dos agentes antimicrobianos
mais utilizados no tratamento de algumas infecg@&esrigem estafilocdcica. Portanto, estes
antimicrobianos sdo 0os menos indicados para onimitb da mastite nas propriedades

estudadas.

3.3. Investigacdo dos genes sea-see, seg-sejtletatst

As analises para pesquisa dos genes toxigénidas PERs-Uniplex demonstraram
que 88/94 (93,6%) identificaram os genes respois@eda producdo das enterotoxinas SEG,
SEH, SEI e SEJ, dos quais 31/88 (35,2%) amplifrnampenas para um gene, 33/88 (37,5%)
amplificaram para dois genes, 17/88 (19,3%) antpliim para trés genes e 7/88 (8%)
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amplificaram para os quatro genes, permitindo ifleas os fragmentos de tamanho esperado
dentro de 10 grupos genotipicos para a presenggethes toxigénicos (Tab. 3).

Entre os isolados positivos para 0os genes toxig8isieg, seh, ses sej 0 genaotipo
mais freqientemente observado $eg+ sei (25%) seguido posei (14,8%) ,seg(13,6%),
seg+ seh+ sei(12,5%),seg+ sej(8%), seg+ seh+ sei+ sej(8%),seh(6,8%),seg+ sei+ sej
(6,8%),seg+ seh(3,4%) eseh+ sei(1,1%) (Fig. 2A-D, Tab. 3). Nenhum isolado$leaureus
referente aos cinco municipios analisados apresentssociacdo dos gerseg+ seh+ sej
(Tab. 3).

No municipio de S&do Bento do Una foram encontragogendtiposeg (4/27), sei
(5/27),seg + sei(8/27),seg+ sej(4/27),seg+ sei+ sej(1/27), no municipio de Angelim foi
encontrado apenas o genotgm (8/9), no municipio de Caetés os genotipeg(3/13),seg +
sei (4/13), seg + sej(2/13), seg + seh(3/13), seg + sei + sej(1/13), no municipio de
Correntes 0s genoétiposeh (6/7), seh + sei(1/7) e no municipio de Gravata foram
encontrados os gendtipeeg (5/38), seg + sei (10/38),seg + sej (1/38), seg + seh + sei
(11/38),seg+ sei+ sej(4/38),seg+ seh+ sei+ sej(7/38) (Fig. 2A-D; Tab. 3). Entre os séis
aureus provenientes de amostra de queijo de coalho doicipim de Gravata, foram
encontradas as associacéeg+ sei(1/6),seg+ sej(1/6),seg+ sei+ sej(2/6),seg+ seh+ sei
+ sej(2/6).

A combinacao desege seifoi freqiientemente detectada nos isoladoS.deureusie
casos de intoxicacdo alimentar em diferentes p&des et al 2006; Rosec e Gigaud, 2002;
Chiang et al., 2006; Omoe et al., 2002). Estes g@oexistem num elemento genético
comum, chamadenterotoxin gene cluster (eg@stando o gensei localizado a 2002 pb
“upstream” do genseg(Jarraud et al., 1999).

O geneseh foi detectado em 28/88 (31,8%) d8s aureus isoladamente ou em
associacdo corseg sei e sej sendo estes resultados divergentes dos despotosutros
autores, pois baixos percentuais (inferiores a 1680 ndo deteccdo do gesehja foi
relatada (Omoe et al.,, 2002; Salasia et al., 2@démonesi et al., 2005; Jorgensen et al.,
2005a; Zschock et al., 2005). No entanto, resuftaskmelhantes foram encontrados por
Kuzma et al. (2003) que, analisando®3aureudsolados de vacas com mastite, observaram
uma frequiéncia de 35% de isolados portadores dosgén

Em um surto de intoxicacdo alimentar causado po¥ ga batata feito com leite cru,
observou-se a presenca de isoladosSdawureusportadores apenas do geseh) sendo a
pesquisa para as enterotoxinas classicas (SEA-B&ggtiva (Jorgensen et al. 2005c). Os

isolados testados produziram quantidades signtésaf®8 a 108 ng) de SEH, demonstrando
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que isolados de5. aureusportadores do geneeh podem causar surtos de intoxicacao
alimentar.

Nenhum dos 94 isolados & aureusavaliados pela PCR-Multiplex comportava os
genessea, seb, sec, sed, see, tst,eetdb havendo apenas a amplificacdo dos segmentos de
tamanho esperado nas cepas de referéncia (FRBsusaoho controle positivo.

Muitos isolados d&. aureusanalisados por outros pesquisadores portavamresge
seg seh sei e sejque ndo eram acompanhados pelos genes codificadaseenterotoxinas
classicas (Akineden et al., 2001; Rosec e Gigaatl,2002; Blaiotta et al., 2004).

Freitas (2006) analisando &taphylococcuspp. originados de leite de vacas com
mastite subclinica identificaram os genesg-sejem 65/81 (80,2%) dos isolados, nado
detectando a presenca dos genes das enterotoXasascas. Os resultados de um estudo
conduzido por Bania et al. (2006) demonstraram utte freqiiénciados genes para as
enterotoxinas SEG-SEJ, SEK-SEQ e SEU em compa@gé@oos genes das enterotoxinas
classicas.

As variacdes observadas na distribuicdo dos gemégénicos neste e em outros
estudos realizados podem estar relacionadas aerdiées geograficas, devido a diferentes
condi¢gbes ambientais, bem como a natureza doslesoteS. aureus

A andlise dos resultados com o programa Blast sevalta homologia dos genssg,
seh, seie sejnos isolados investigados quando comparados cqfiiéseias depositadas no
GenBank: 98%, 99%, 99% e 95%, respectivamentes Estiltados confirmam a presenca

dos geneseg, seh, s& sejnos isolados analisados.

3.4. Genotipagem do gene da coagulase (coa)

Todos os 94 isolados d& aureusprovenientes dos cinco municipios investigados
(Séao Bento do Una, Angelim, Caetés, Correntes gaBrpamplificaram dois fragmentos do
genecoa pela PCR, permitindo distribui-los em dois coatiptis de acordo com o tamanho
dos segmentos de amplificacamal= ~750 pb (62,8%, cinceepeatsem tandem n=5) e
coa2= ~1000 pb (37,2%, oitoepeatsem tandem n=8). A cepa padrdo utilizada como
controle positivo $. aureusATCC 25923) amplificou um fragmento de ~800 ply(B).

Este resultado estd em concordancia com estude®gréue mostraram que poucos
clones deS. aureugiveram ampla distribuicdo geografica em difersmaises responsaveis
por casos de mastite bovina (Fitzgerald et al.,71%%nemdller et al., 1999; Lange et al.,
1999).
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Os dois perfis genotipicos obtidos para o genecdgudase dos 88 isolados foram
classificados de acordo com o0s genes responsagkisppoducdo das enterotoxinas SEG,
SEH, SEI e SEJ, sendo correlacionados os seguyetexipos:coal (seg+ seh+ sei+ se),
(seg+ seh+ sei), (seg+ sei+ se), (seg+ se), (seg, (seg+ sel) (seh), (se) ecoa2 (seg+ sei+
se), (seg+ seh), (seg+ sei, (seg+ se), (seh+ se), (seq, (seh e se).

Os dois coagulotipos apresentaram um ou mais geregnicos ndo havendo uma
correlacéo clara entre os perfis do gene da cosgu@alos genes toxigénicos. O coagulotipo
de 750 pb diferiu em duas associac@®eg ¢ seh+ seie seg+ seh+ sei+ se) e o coagulotipo
de 1000 pb, em apenas uma associacdo entre os tgarggnicos ¢eh + se). A tabela 4
representa a relacdo entre 0os genes toxigénicogeadipo da coagulase dos isoladosSde
aureus

A producdo de toxinas superantigénicas por alglmses possibilita a inibicdo do
sistema imune e sobrevivéncia da bactéria no hespedFerens et al., 1998). Quando
patébgenos de multiplos gendtipos infectam um haspedcompetem por uma fonte de
nutricdo e transmissao. Nestas condicdes, os paisgertando um genotipo com um maior
namero de caracteristicas de viruléncia € mais etitiyp (Su et al., 1999).

A pesquisa do germeparevelou a predominancia de um cloneal) deS. aureusios
municipios investigados, sugerindo que este classy propriedades especiais para superar
0s mecanismos de defesa do hospedeiro e estabalacfaccdo (Vautor et al., 2003). De
acordo com Su et al. (1999), poucos genotipmes predominantes foram mais resistentes a

fagocitose do que os genotipos raros.

3.5. Expresséao dos genes seq, seh, sei e sejame8s

A transcricdo dos RNAms referentes aos geegsseh sei e sejfoi examinada pela
RT-PCR em 20 isolados d& aureussendo um representado pela cepa padrad. dereus
FRI 361 e 19 isolados provenientes dos cinco mpioside uma regido do estado de
Pernambuco, Brasil, que portavam um ou mais gerstvos pela PCR Uniplex.

A selecédo destes isolados foi baseada na digtéibuilos genes responsaveis pela
producdo das enterotoxinas SEG, SEH, SEIl e SEJeavalvimento das mesmas em surtos
de intoxicacdo alimentar ja relatados, uma vez gpximadamente 5% dos casos de
intoxicacdo alimentar nos quais nenhuma das entenais classicas foi detectada, puderam

ser atribuidos as demais enterotoxinas (Su e Wi®8%H; Rosec e Gigaud, 2002).
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Para padronizacdo da técnica da RT-PCR e obtedgdaNAc foi utilizada a cepa
padrdo deS. aureusFRI 361 (portadora dos genseg, seie se) cujo RNA utilizado nas
reacOes foi avaliado a concentracdes variavei®agfuL, 100 ngluL e 1000 ngiL.

Amplificacdes do DNAc apoés a realizacdo das PC&s ps transcritoseg e sej
revelaram igual eficiéncia com as diferentes comaefies do RNA molde, com excecao para
o transcritosei em que ndo houve amplificacdo do DNAc originadpaatir do RNA a
concentracdo de 10 mi/. Desta forma, todas as reacdes de RT-PCR partiemmcubacao
de 100ng do RNA total para os 20 isoladoSdaureusnvestigados.

Devido ao polimorfismo do gene da coagulase sdizatto como marcador
epidemioldgico através de técnicas de caractezde®. aureuse como controle adicional
das reacdes de RT-PCR e da integridade dos DNAegpressao do gemeatambém foi
avaliada pela PCR.

Assim como na genotipagem do geoea para os 94 isolados d8. aureus
provenientes dos cinco municipios investigados2@ssolados deS. aureusselecionados
amplificaram dois coagulotipogoal= ~750 pb (58%) e€oa2= ~1000 pb (42%). A cepa
padrdo também amplificou um fragmento de ~800 jdp. @#A-B). A distribuicdo dos genes
seq, seh, sa sejentre os 20 isolados & aureusassim como 0s respectivos coagulotipos
estdo listados na tabela 4.

Dos 12/20 isolados positivos para os RNAms traéiescdeseq, seh, sed sej 4/12
apresentaram apenasg(20SB, F, | e 1G), 4/12 apresentaraah (CR2, CR6, 19G, 530G),
1/12 apresentosei (7A), 1/12 apresentou a associagag+ seh(85G), 1/12 apresentou a
associacaseg+ sej(C) e 1/12 apresentou a associagg@+ sei+ sej Esta ultima associacao
foi verificada apenas na cepa padrdo FRI 361 usane controle positivo (Fig. 5A-B; Tab.
4).

No entanto, a producdo de toxinas em quantidagiesemtes para causar doencgas
pelos isolados d&. aureusportadores destes genes ainda é necessaria (Qrabe 2005).
Apenas a deteccdo dos genes toxigénicosSenaureusndo implica que estes isolados
produzam SEs em nivel suficiente para causar gsatiointoxicacdo alimentar ou outras
doencas associadas as enterotoxinas (Chiang 20@8), devido a producgéo das SEs também
estar relacionada a fatores ambientais (pH, atieédke dgua, atmosfera).

A RT-PCR tem sido usada para examinar a tranecdegadRNAmM em isolados d&.
aureusportadores deseg sehe sei (Omoe et al., 2002). Os resultados obtidos nestale
demonstraram a expresséo potencial dos geegsseh sei e sejem 12/20 isolados d8.
aureuscom predominancia dos transcrisege sehisoladamente e em associagao (11/12).
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Apesar da transcricdo dos RNAm ter sido realizzdauma amostragem pequena de
isolados deS. aureusa relevancia da presenca dos gesegsseh sei e sej isoladamente e
em associacao, foi enfatizada pela possivel pradde&uas respectivas enterotoxinas.

Omoe et al. (2002) demonstraram que a maior ph$eisolados d&. aureusque
foram responséaveis por surtos de intoxicacdo atangportadores do gesehforam capazes
de produzir uma quantidade significante da entgneéoSEH por imunoensaios. Entretanto,
muitos deste$. aureugportadores também dege seindo produziram um nivel detectavel
de SEG ou SEh vitro, enquanto que a analise pela RT-PCR mostrou q&Nédsn de SEG
e SEI foram transcritos nos isoladosleureugportadores dos genssge sei.

Portanto, é razoavel sugerir que o risco de iotmdo alimentar pd8. aureugpode
ser efetivamente avaliado com base na express&Ndan correspondente. Assim, pode-se
determinar que 0sS. aureuspositivos pela PCR e RT-PCR examinados neste @stud
expressaram 0S genes responsaveis pelas enteast@gresentando potencial para causarem
quadros de intoxicacao alimentar entre outras égzeng

Conclusobes

A presenca dos genegeg seh sei e sej foi altamente distribuida entre & aureus
isolados de leite e queijo de coalho, com predomuiied da associacdseg + sei
representando um risco potencial para a saudecpulbeve-se destacar ainda que a presenca
do geneseh com percentual elevado e sua expressao verificast®e estudo € preocupante,
uma vez que ja foi verificado que este gene foazafe causar surto de intoxicagdo alimentar.
Além disso, o uso indiscriminado de antibiéticoss nmunicipios analisados agrava o
problema da resisténcia multipla adquirida foaureusomprometendo a qualidade do leite
e de produtos derivados, contaminados por estésde A existéncia de um coagulotipo
predominante do geneoa sugere que poucos clones responsaveis pelos daspmstite
podem estar circulando entre os diferentes muosigle uma regido do estado de

Pernambuco



110

Agradecimentos

Ao Banco do Nordeste do Brasil e ao PAPES IV /GRNZ pelo financiamento do
projeto e a Coordenacao de Aperfeicoamento de &ledsoNivel Superior (CAPES) pela
bolsa concedida ao primeiro autor. Os autores agesd também ao Laboratorio de
Enterotoxinas Estafilococicas da Fundagdo Ezedbias (FUNED-MG) e ao Dr. Luiz
Simedo do Carmo por ter cedido as cepas padraoHeRld Research Institute Madison,

Wiscosin, EUA) utilizadas como controle positivesmaacdes de PCR.



111

Referéncias

Aarestrup, F.M., Dangler, C.A., Sordillo, L.M., 189 Prevalence of coagulase gene
polymorphism in Staphylococcus aureusolates causing bovine mastitis. Canadian
Journal of Veterinary Research 59, 124-128.

Adesiyum, A.A., Webb, L.A., Romain, H.T., 1998. Pakence and characteristics of
Staphylococcus auretsdrains isolated from bulk and composite milk aattle handlers.
Journal of Food Protection 61, 629-632.

Akineden, O., Annemiiller, C., Hassan, A.A.; Lamml@r, Wolter, W., Zschock, M., 2001.
Toxin genes and other characteristicsStdphylococcus aureusolates from milk of
cows with mastitis. Clinical and Diagnostic Labargtimmunology 8, 959-964.

Almeida-Filho, E.S., Nader-Filho, A., 2000. Occunte ofStaphylococcus aureus cheese
made in Brazil. Revista de Saude Publica 34, 518-58

Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myres, E.WLipman, D.J., 1990. Basic local alignment
search tool. Journal of Molecular Biology 215, 4013.

Annemdller, C., Lammler, C.H., Zschock, M., 1999 nGtyping Staphylococcus aureus
isolated from bovine mastitis. Veterinary Microlagly 69, 217-224.

Anunciagdo, L.L.C., Linardi, W.R., Carmo, L.S., Bdoll, M.S., 1994. Production of
staphylococcal enterotoxin A in White cheese. BiaziJournal of Microbiology 25, 68-
71.

Asperger, H., Zangerl, P., 2008taphylococcus aureub. Roginski, H., Fuquay, J.W., Fox,
P.F. (Eds), Encyclopedia of Dairy Sciences, volAdademic Press and Elsevier Science,
Amsterdam, Boston, London, New York, Oxford, Pai®an Diego, San Francisco,
Singapore, Sydney, Tokyo, pp. 2563-2569.

Baird-Parker, A.C., 1990. The Staphylococci: anrodtiction. Journal for Applied
Bacteriology Symposium Supplement, New York, p.55-8

Bania, J., Dabrowska, A., Bystron, J., Korzekwa, ®hrzanowska, J., Molenda, J., 2006.
Distribution of newly described enterotoxin-like ngs in Staphylococcus aureugsom
food. International Journal of Food Microbiology8136-41.

Barbosa, S.S, Trajano, H.M.R., Santos, H.S., MurathC.S., Lima, F.L. 2004. Deteccao de
Staphylococcusp em queijos de coalho adquiridos em TeresinakRia XIX Congresso
Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia dos AlimentosddB, 2004, Recife, Pernambuco.
XIX CBCTA Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos: et#gias para o desenvolvimento.
Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia dosekitos-SBCTA, 2004. 1 CD-ROM.



112

Blaiotta, G., Ercolini, D., Pennacchia, C., Fus¢q,Casaburi, A., Pepe, O., Villani, F., 2004.
PCR detection of staphylococcal enterotoxin gen&itaphylococcuspp. strains isolated
from meat and dairy products. Evidence for newards ofseG andsd in S. aureusAB-
8802.Journal of Applied Microbiology 97, 719-730.

Becker, K., Roth, R., Peters, G., 1998. Rapid ampecific detection of toxigenic
Staphylococcus aureususe of two multiplex PCR enzyme immunoassays for
amplification and hybridization of staphylococcaiterotoxin genes, exfoliative toxin
genes, and toxic syndrome toxin 1 gene. Journ@liafcal Microbiology 36, 2548-2553.

Benevides, S.D., Telles, F.J.S., 2002. Caractesistinicrobiologicas, de armazenamento e de
embalagem de queijos tipo “coalho” comercializadasidade de Fortaleza, CE. Higiene
Alimentar 16, 44-47.

Boerema, J.A., Clemens, R., Brightwell, G., 200&algation of molecular methods to
determine enterotoxigenic status and molecular typroof bovine, ovine, human and
food isolates ofStaphylococcus aureutternational Journal of Food Microbiology 107,
192-201.

Cenci-Goga, B.T., Karama, M., Rossitto, P.V., Motga R.A., Cullor, J.S., 2003.
Enterotoxin production bgtaphylococcus aureusolated from mastitis cows. Journal of
Food Protection 66, 1693-1696.

Cha, J.O., Lee, J.K,, Jung, Y.H,, Yoo, J.I., PAK., Kim, B.S., Lee, Y.S., 2006. Molecular
analysis ofStaphylococcus aureusolates associated with staphylococcal food pomp
in South Korea. Journal of Applied Microbiology 1@b4-871.

Chen, T.R., Hsiao, M.H., Chiou, C.S., Tsen, H.YOO2. Development and use of PCR
primers for the investigation of C1, C2, and C3eentioxin types ofStaphylococcus
aureus strains isolated from food-borne outbreaks. Irdgomal Journal of Food
Microbiology 71, 63-70.

Chen, T.R., Chiou, C.C., Tsen, H.Y., 2004. Usemfaht PCR primers specific to the genes of
staphylococcal enterotoxin G, H, | for the survey Staphylococcus aureustrains
isolated from food-poisoning cases and food sampl@saiwan. International Journal of
Food Microbiology 92, 189-197.

Chesney, P.J., 1997. Toxic shock syndrome. In: SlegsK.B., Archer, G. L. (eds). The
staphylococci in human disease. New York, Churdiviingstone, 509-525.

Chiang, Y-C., Chang, L.T., Lin, C.W., Yang, C.Y.sén, H-Y., 2006. PCR primers for the

detection of Staphylococcal enterotoxins (SEs) K,M. and survey of SEs types in



113

Staphylococcus aureusolates from food-poisoning cases in Taiwan. dauof Food
Protection 69, 1072-1079.

Chiang, Y-C., Liao, W-W., Fan, C-M., Pai, W-Y., ©hbi C-S., Tsen, H-Y., 2008. PCR
detection of Staphylococcal enterotoxins (SEs) sypeStaphylococcus aureusolates
from food-poisoning cases in Taiwan. Internatiodaiirnal of Food Microbiology 121,
66-73.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLS2006. Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing. Wayne.

Cremonesi, P., Luzzana, M., Brasca, M., MorandiL8di, R., Vimercati, C., Agnellini, D.,
Caramente, G., Moroni, P., Castiglioni, B., 200®vBlopment of multiplex PCR assay
for the identification ofStaphylococcus aurewnterotoxigenic strains isoalated from milk
and dairy products. Mol. Cell. Probes. 19, 299-305.

De Buyser, M.L., Dufour, B., Maire, M., Lafarge, ,\2001. Implication of milk and milk
products in food-borne diseases in France and ffereint industrialised countries.
International Journal of Food Microbiology 67, 1-17

De Oliveira, A.P., Watts, J.L., Salmon, S.A., Adareg, F.M., 2000. Antimicrobial
susceptibility ofStaphylococcus aureusolated from bovine mastitis in Europe and the
United States. Journal of Dairy Science 83, 855-862

Ferens, W.A., Davis, W.C., Hamilton, M.J., ParkHY,.Deobald, C.F., Fox, L., Bohach, G.,
1998. Activation of bovine lymphocyte subpopulatdoy staphylococcal enterotoxin C.
Infection and Immunity 66, 573-580.

Fitzgerald, J.R., Monday, S.R., Foster, T.J., Bohdg.A., Hartigan, P.J., Meaney, W.J.,
Smyth, C.J., 2001. Characterization of putativehpgenicity island from bovine
Staphylococcus aurewsncoding multiple superantigens. Journal of Baultegy 183, 63-
70.

Freitas, M.F.L. Caracterizacdo fenotipica e geidigle Staphylococcuspp. isolados de
gueijos de coalho e leite de vacas com mastitestarde de Pernambuco, Brasil. 2006.
200p Tese (Doutorado). Universidade Federal dedPdraco, Departamento de Nutricéo.

Goh, S-H., Byrne, S.K., Zhang, J.L., Chow, A.W.929Molecular typing oStaphylococcus
aureuson the basis of coagulase gene polymorphismsndbof Clinical Microbiology
30, 1642-1645.

Hata, E., Katsuda, K., Kobayashi, H., Ogawa, Tdd ., Eguchi, M., 2006. Characteristics
and epidemiologic genotyping @taphylococcus aureusolates from bovine mastitic
milk in Hokkaido, Japan. The Journal of Veterinitgdical Science 68, 165-170.



114

Howe, R.A., 2004. Vancomycin susceptibility withmethicillin-resistantStaphylococcus
aureuslineages. Emerging Infectious Diseases 10, 5,805-

Jarraud, S., Cozon, G., Vandenesch, F., Bes, Menig, J., Lina, G., 1999. Involvement of
enterotoxins G and | staphylococcal toxic shockdsyme and staphylococcal scarlet
fever. Journal of Clinical Microbiology 37, 2446491

Jorgensen, H.J., Mork, T., Rorvik, L.M., 2005a. Toeurrence oStaphylococcus aurews
a farm with small-scale production of raw milk cekeeJournal of Dairy Science 88, 3810-
3817.

Jorgensen, H.J., Mork, T., Caugant, D.A., Kearns Rbrvik, L.M., 2005b. Genetic variation
among Staphylococcus aureustrains from Norwegian bulk milk. Applied and
Environmental Microbiology 71, 8352-8361.

Jorgensen, H., Mathisen, T., Lovseth, A., Omoe,Q¥ale, K.S., Loncarevic, S., 2005c. An
outbreak of staphylococcal food poisoning causefehterotoxin H in mashed potato
made with raw milk. FEMS Microbiology Letters 25257-272.

Katsuda, K., Hata, E., Kobayashi, H., Kohmoto, Kawashima, K., Tsunemitsu, H., Eguchi,
M., 2005. Molecular typing oStaphylococcus aureusolated from bovine mastitic milk
on the basis of toxin genes and coagulase genenpgbhisms. Veterinary Microbiology
105, 301-305.

Kuzma, K., Malinowski, E., Lassa, H., Klossowska, R2003. Detection of genes for
enterotoxins and toxic shock syndrome toxin-1Staphylococcus aureusolated from
bovine mastitis. Bull. Vet. Inst. Pulawy 47, 419642

Lange, C., Cardoso, M., Senczek, D., Schwarz, 3991 Molecular subtyping of
Staphylococcus aureusolates from cases of bovine mastitis in BraXleterinary
Microbiology 67, 127-141

Letertre C., Perelle, S., Dilasser, F., Fach, Q32 Identification of a new putative
enterotoxin SEU encoded by tlegc cluster ofStaphylococcus aureudournal of Food
Microbiology 95, 38-43.

Lina, G., Bohach, G.A., Nair, S.P., Hiramatsu, Bouvin-Marche, E., Mariuzza, R., 2004.
Standard nomenclature for the superantigens exgudssStaphylococcusThe Journal of
Infectious Diseases 189, 2334-2336.

Mac Faddin, J.F., 1980. Biochemical test for idesgtion of medical bacteria. 2ed. Baltimore
Williams & Wilkins, p.527.

Maniatis, T.; Frisch, E.; Sambrook, J. Moleculasnthg: A Laboratory Manual., 1982ed,
New York: Cold Spring Harbor Laboratory.



115

Melish, M.E., 1982. Staphylococci, streptococci ahe skin: review of impetigo and
staphylococcal scalded skin syndrome. Semin DelrhattD1-109.

Moon, J.S., Lee, A.R., Kang, H.M., Lee, E.S., J¢&., Park, Y.H., Kim, M.N., Koo, H.C.,
2007. Antibiogram and Coagulase Diversity in Staptyccal Enterotoxin-Producing
Staphylococcus auretisom Bovine Mastitis 90, 4, 1716-1724

Nema, V., Agrawal, R., Kamboj, D.V., Goel, AK., ngh, L., 2007. Isolation and
characterization of heat resistant enterotoxigediaphylococcus aureusom a food
poisoning outbreak in Indian subcontinent. Intaoval Journal of Food Microbiology
117, 29-35.

Normanno, G., Firinu, A., Virgilio, S., Mula, G.,dnbrosio, A., Poggiu, A., Decastelli, L.,
Mioni, R., Scuota, S., Bolzoni, G., Di Giannatale, Salinetti, A.P., La Salandra, G.,
Bartoli, M., Zuccon, F., Pirino, T., Sias, S., RarA., Quaglia, N.C., Celano, G.V., 2005.
Coagulase-positive staphylococci aBthphylococcus aureus food products marketed
in Italy. International Journal of Food Microbiokp§8, 73-79.

Normanno, G., La Salandra, G., Dambrosio, A., Qaadl.C., Corrente, M., Parisi, A.,
Santagada, G., Firinu, A., Crisetti, E., Celanoy.G2007. Occurrence, characterization
and antimicrobial resistance of enterotoxigediaphylococcus aureusolated from meat
and dairy products. International Journal of Foadrbbiology 115, 290-296.

Omoe, K., Ishikawa, M., Shimoda, Y. Hu, D., Ueda, Shinagawa, K., 2002. Detection of
seg, she,and sei genes inStaphylococcus aureusolates and determination of the
enterotoxin productivities oStaphylococcus aureusolates harboringeg, sehpr sei
genes. Journal of Clinical Microbiology 40, 3, 85G2.

Ritter R., Santos D., Bergmann, G.P., 2001. Andlisequalidade microbioldgica de queijo
colonial, ndo pasteurizado, produzido e comer@edbzpor pequenos produtores, no Rio
Grande do Sul. Higiene Alimentar 15, 51-55.

Rosec, J. P., Gigaud, O., 2002. Staphylococcal@oten genes of classical and new types
detected by PCR in France. International Journ&loaid Microbiology 77, 61-70.

Salasia, S.I.O., Khusnan, Z., Lammler, C., Zsch&tk,2004. Comparative studies on pheno-
and genotypic properties ddtaphylococcus aureusolated from bovine subclinical
mastitis in central Java in Indonesia and HessBeamany. Journal of Veterinary Science
5, 103-109.

Silva, N., Junqueira, V.C.A., Silveira, N.F.A., I@9Manual de métodos de analise

microbiolégica de alimentos. Sdo Paulo, SP: Vag9ap.



116

Su, Y.C.,, Wong, A.C.L., 1995. Identification andrification of a new staphylococcal
enterotoxin, H. Applied and Environmental Microlaigy 61, 1438-1443.

Su, C., Herbelin, C., Frieze, N., Skardova, O.,d8lor L.M., 1999. Coagulase gene
polymorphism of Staphylococcus aureussolates from dairy cattle in different
geographical areas. Epidemiol. Infect. 122, 329-336

Thomas, D.Y., Jarraud, S., Lemercier, B., Cozon Hehasserieau, K., Etienne, J., Gougeon,
M.L., Lina, G., Vandenesch, F., 2006. Staphylocbecaerotoxin-like toxins U2 and V,
two new staphylococcal superantigens arising freaombination within the enterotoxin
gene cluster. Infection and Immunity 74, 4724-4734.

Vautor, E., Abadie, G., Guibert, J.-M., Huard, @®épin, M., 2003. Genotyping of
Staphylococcus aureusolated from various sites on farms with dairgegh using pulsed-
field gel electrophoresis. Veterinary Microbiolog§, 69-79.

Waage, S., Bjorland, J., Caugant, D.A., OppegddrdTollersrud, T., Mork, T., Aarestrup,
F.M., 2002. Spread @taphylococcus aureussistant to penicillin and tetracycline within
and between dairy herds. Epidemiology and Infecti?®, 193-202.

Zschock, M., Kloppert, B., Wolter, W., Hamann, H.Rammler, C., 2005. Pattern of
enterotoxin geneseg, seh, seand sej positive Staphylococcus aureusolated from
bovine mastitis. Veterinary Microbiology 108, 2432



117

Tabela 1

Sequéncias dgsrimers utilizados para a detec¢éo dos genes respongalaiproducdo das toxinas
(SEA-SEE, SEG-SEJ, ETA-ETB e TSST-1), tamanho esfoedos fragmentos e referéncias

Primers Sequéncia (5> 3)) Gene Tamanho do Referéncias
amplicon
(pb)

SEA-3b  cct ttg gaa acg gtt aaa acg sea 127 Beckeet al,
1998

SEA-4b  tct gaa cct tcc cat caa aaa c

SEB-1c  tcg cat caa act gac aaa cg seb 477 Beckeet al,
1998

SEB-4b gca ggt act cta taa gtg cct gc

SEC-3b  ctc aag aac tag aca taa aag ctagg sec 271 Beckeet al,
1998

SEC-4b tca aaa tcg gat taa cat tat cc

SED-3b  cta gtt tgg taa tat ctc ctt taa acg sed 319 Beckeet al,
1998

SED-4b  tta atg cta tat ctt ata ggg taa aca tc

SEE-3b cag tac cta tag ata aag tta aaa caa gesee 178 Beckeet al,
1998

SEE-2c taa ctt acc gtg gac cct tc

TST-3 aagccctttgttgcttgcg tst 445 Beckeet al,
1998

TST-6 atcgaactttggcccatacttt

ETA-3b  ctagtgcatttgttattcaagacg eta 119 Beckeet al,
1998

ETA-4b  tgcattgacaccatagtacttattc

ETB-3b  acg gct ata tac att caa ttc aat g etb 262 Beckeet al,
1998

ETB-4b  aaa gtt att cat tta atg cac tgt ctc

SEG-1 acgtctccacctgttgaagg seg 400 Rosec; Gigaud,
2002

SEG-2 tgagccagtgtcttgctttg

SEH-1 tcacatcatatgcgaaagcag seh 357 Rosec; Gigaud,
2002

SEH-2 tagcaccaatcaccctttcc

SEI-1 ggtgatattggtgtaggtaac sei 454 Omoeet al,
2002

SEI-2 atccatattctttgcctttaccag

SEJ-1 cagcgatagcaaaaatgaaaca sej 426 Rosec; Gigaud,
2002

SEJ-2 tctagcggaacaacagttctga
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Tabela 2
Percentual de resisténcia aos antibioticos d8.®ureussolados de leite e queijo de coalho de cinco
municipios do estado de Pernambuco, Brasil

Municipio % de resisténcia a
(n° de isolados) NOR ENO SUT CLO TET ERI PEN AMO NOV OXA VAN BAC LIN GEN

Sao Bento do Una (27) 22,22 14,81 3,704 48,15 51,85 96,15 8519 74,07 66,67 8519 0 92,59 100 100 60,04

Média

Angelim (9) 0 375 125 25 12,5 8333 875 625 375 50 0 100 100 87,5 49,70
Caetés (13) 7,69 0 0 0 7,69 7,69 84,62 84,62 0 0 0 30,77 61,54 7,69 20,88
Correntes (7) 0 0 0 0 14,29 14,29 71,43 71,43 0 0 0 0 0 28,57 14,29
Gravata (38) 44,74 28,95 10,53 18,42 42,11 84,21 97,37 73,68 7895 21,05 0 526 86,84 2,63 4248
Total (94) 2553 19,15 6,38 234 3511 68,09 883 734 5426 37,23 0 41,49 80,85 40,42 42,40

NOR = norfloxacina, ENO = enrofloxacina, SUT = sulfa + trimetoprim, CLO = cloranfenicol, TET = tetraciclina, ERI = eritromicina, PEN = penicilina G,
AMO = amoxicilina, NOV = novobiocina, OXA = oxacilina, VAN = vancomicina, BAC = bacitracina, LIN =lincomicina e GEN = gentamicina.

Tabela 3
Distribuicdo dos geneseq seh seie sejnos 94S. aureusisolados de leite e queijo de coalho em
cinco municipios do estado de Pernambuco, Brasil

Genes Toxigénicos Municipios
(seg-sey Sao Bentodo  Angelim Caetés Correntes  Gravata
Una

seg 4 - 3 - 5
seh - - - 6 -
sei 5 8 - - -
seg+ seh - - 3 - -
seg+ sei 8 - 4 - 10
seg+ sej 4 - 2 - 1
seh+ sei - - - 1 -
seg+ seh+ sei - - - - 11
seg+ sei+ sej 1 - 1 - 4
seg+ seh+ sei+ sej - - - - 7

Isolados negativos 5 1 - - -

Total deS. aureus 27 9 13 7 38
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Tabela 4
Perfil genotipico dos 98. aureussolados de leite e queijo de coalho em cinco mipits do estado de Pernambuco, Brasil

Gendtiposoa Genes toxigénicos Transcritos

Coagulotipos G H | G/H G/l GIJ HN G/MHN G/NII G/HNI Negatvos G H | G/H G/J G/I/J Negativos

coal (750 pb) 8 4 4 1 14 5 - 11 4 7 1 2 4 - 1 1 - 3
coa2 (1000pb) 4 2 92 8 2 1 - 2 - 5 2 - 1 - - - 5
FRI 361 (800 ph) 1

G-J:segsej
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Fig. 1. Municipios onde foram realizadas as cold&alite e queijo de coalho. Abaixo, mapa do esthd
Pernambuco (Brasil), dividido em mesorregibes.
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MCP1 2 3 4 5

400pb—> 400pb—>

MCP1 2 3 4 5

400pb—>

Fig. 2. Produtos de amplificacé@o representativoR@R-Uniplex dos geneseg seh seie sej LinhaM,
marcador de peso molecular (100pb DMéden), linhaCP- FRI 361. A 6eg linhal- 1G, linha2- 4G,
linha 3- 19G, linha4- 20G, linha5- 21G, linha6- 22G. B éeh: linha 1- CR6, linha2- 1G, linha3- 4G,
linha 4- 19G, linha5- 20G, linha6- 21G, linha7- 22G. C ée: linha 1- 1G, linha2- 4G, linha3- 19G,

linha 4- 20G, linha5- 21G, linha6- 22G. D ée): linha 1- 1G, linha2- 31G, linha3- 40G, linha4- 51G,
linha5- 53G, linha6- 57G.
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600 pb -

Fig. 3. Perfis eletroforéticos representativos @&RRlo geneoade S. aureussolados em municipios do
estado de Pernambuco, Brasil. Linkla marcador de peso molecular (100pb DN#&lden, controle
positivo: linhal- S. aureuATCC 25923, linh&- Perfil coal: ~750 pb, linh&- Perfil coa2: ~1000 pb.

A B
M1 2 3 456 78 910 11d M .CP. 1 .2 2GR Ao IOt

800 p . - gy = - S ew e e

Fig. 4. Amplificacdo por PCR dos transcritosanos 20 isolados d8. aureusnvestigados pela RT-PCR.
LinhaM, marcador de peso molecular (100pb Diddden, linhaCP- FRI 361,CN- controle negativo. A
(coal): linha1-F, linha2- CR®6, linha3- 19G, linha4- 53G, linha5- 85G, linha6- 99G, linha7- 100G,
linha 8- C, linha9- 1G, linhalC 51G, linhall- CR2. B €oa2): linhal- 5A, linha2- 7A, linha3- 10SB,
linha 4- 20SB, linhab- 34SB, linhab- I, linha7- L, linha8- CR1.
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MCP1 2 3 4568RM7 8 9 10 11C

Fig. 5. Amplificacao por PCR dos transcriteeg seh seie sejnos 12 isolados d8. aureusnvestigados
pela RT-PCR. Linhavi, marcador de peso molecular (100pb DN&der), linha CP- FRI 361, CN-
controle negativo. Asege seb: linha1-20SB, linha2- C, linha3- F, linha4- |, linha5- 1G, linha6- 85G,
linha7- CR2, linha8- CR6, linha9- 19G, linhal0- 53G, linhall- 85G. B éeie se): linhal- 7A, linha2-

C.
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