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RESUMO

S. aureus € o principal representante dos estafilococos coagulase-positiva e € a espécie mais
freqUientemente associada as doencas estafilococicas, quer sejam de origem alimentar ou ndo. As
enterotoxinas estafilococicas sdo um grupo de proteinas de baixo peso molecular, de
cadeia Unica, termoestaveis, pirogénicas, com caracteristica emética e efeitos nas células do sistema
imune. A ingestdo de toxinas pré-formadas em alimentos produz diarréia e vomito apos 2 a 8
horas, mas a quantidade de enterotoxina necessaria para acarretar doenca depende da
susceptibilidade, do peso e da saude da pessoa afetada. Os leites crus ou pasteurizados e
0s queijos tém sido freqientemente implicados como veiculos de transmissdo de
bactérias patogénicas e com surtos de intoxicagdes estafilococicas relatados em todo o
mundo. Este trabalho teve como objetivos a pesquisa de estafilococos coagulase-positiva
isolados de gqueijos minas frescal de algumas regides do Rio de Janeiro e a padronizacao de
um protocolo de M-PCR para a deteccdo de genes de S. aureus que codificam para as suas
enterotoxinas. Para a padronizacdo da M-PCR foram utilizadas cinco cepas controle de S.
aureus. Das 30 amostras de queijo minas frescal analisadas em nosso trabalho, 12 (40%)
apresentaram contagens de estafilococos coagulase positiva acima de 5 x 10° UFC/g, valor
este estabelecido como limite permitido pela ANVISA para o queijo minas frescal. Dez por
cento de nossas amostras apresentaram valores acima de 10° UFC/g, o que é preocupante
principalmente pelo fato destes valores estarem muito proximos dos requeridos (10° UFC/g a
10° UFC/g) pelas cepas enterotoxigénicas para a producdo de enterotoxinas; e para a
ocorréncia de surtos de intoxicacdo alimentar estafilococica. Os resultados mostraram que na
deteccdo direta dos genes das enterotoxinas A, B, C, D, E nos queijos minas frescal a
multiplex PCR foi negativa, sendo necessario o isolamento de coldnias estafilococos
coagulase-positiva. Das 231 coldnias isoladas foram selecionadas 111 col6nias coagulase-
positiva e coagulasenegativa.para o teste da multiplex PCR. Trinta e quatro colonias (30,62%)
foram positivas para algum dos cinco genes de enterotoxinas pesquisados. Os produtos da
reacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose (1,5%), marcado com brometo de
etidio e fotografado sob luz UV. Os resultados deste trabalho revelam que os queijos minas
frescal obtidos e comercializados na area geografica deste estudo estdo em desacordo com o

padrdo legal vigente.
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ABSTRACT

S. aureus 1S one of the most important species of coagulase-positive group and it is often
associated to staphylococcal diseases as food poisoning. The staphylococcal enterotoxins are
a low weight, heat-stable protein group with a single chain, classified as emetic toxins, that are
members of the pyrogenic toxin superantigen family and cause damage to immunity cells.
The consume of foods with pre-formed toxins causes diarrhea and vomit after 2 to 8 hours,
but the dose necessary to motive illness depends on human susceptibility, weight and
health. The raw or pasteurized milk and cheeses are often considered as vehicle of the
pathogenic bacteria and staphylococcal food poisoning outbreaks in all the world. The aim of
this work was to isolate coagulase-positive staphylococcal from Minas cheese and the
standardization of a Multiplex PCR (M-PCR) protocol for the detection of S. aureus
enterotoxins genes. In the M-PCR standardization five strains of . aureus were used as control.
Thirty samples were examined and 12 (40%) showed counts of coagulase-positive staphylococcal
above 5 x 10% cfu/g, which is the limit established by ANVISA for Minas cheese. Ten percent
of the samples showed counts above 10° cfu/g, and it is critical mainly because that is the
counts requested by enterotoxigenic strains to produce enterotoxins and cause staphylococcal
food poisoning outbreaks. The M-PCR results showed that the enterotoxins genes direct
detection in Minas cheese failed. Its was necessary the isolation of staphylococcal
coagulase-positive colonies. Two hundred and thirty one colonies were isolated and one
hundred eleven coagulase-positive and negative colonies were selected to M-PCR assay.
Thirty four colonies (30,62%) were positive for one among the five enterotoxins genes
analized. The reaction products were separated by agarose gel electrophoresis (1,5%)
stained with ethidium bromide, and visualized with UV light. The results of this work
revealed that the Minas cheeses marketed in this geographic area were in disagreement with

the Brazilian law.
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1 Introducéo

1.1 Doengas de Origem Alimentar

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as doencas de origem alimentar
(DOA) sdo definidas como doencas usualmente infecciosas ou toxicas, causadas por
agentes que penetram no hospedeiro através da ingestdo de alimentos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003a). Os sinais e sintomas variam muito, dependendo dos agentes
etioldgicos, mas diarréia e vomito sdo 0s sinais mais comuns.

Vérios agentes causadores de doencas no homem podem ser transmitidos pelos
alimentos: produtos quimicos (metais pesados, pesticidas, etc); toxinas naturais de plantas
e de animais (alcaldides, histamina, etc); virus (hepatite A, virus da poliomielite, virus
Norwalk, Rotavirus, etc); parasitas (amebas, helmintos, etc); bactérias patogénicas e
fungos toxigénicos. Entre os microrganismos de interesse em alimentos, destacam-se 0s
enteropatogénicos, correspondentes aqueles cuja patologia se expressa no trato
gastrointestinal (FRANCO & LANDGRAF, 2004).

As doencas microbianas de origem alimentar podem ser subdivididas em duas grandes
categorias: a) IntoxicacOes alimentares, causadas pela ingestdo de alimentos contendo
toxinas microbianas pre-formadas. Estas toxinas sdo produzidas durante proliferacdo do(s)
microrganismo(s) toxigénico(s) no alimento. Neste grupo estdo Clostridium botulinum,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus forma emética e os fungos produtores de
micotoxinas; b) Infeccdes alimentares, causadas pela ingestdo de alimentos contendo
células viaveis de microrganismos patogénicos. Estes microrganismos aderem a mucosa do
intestino humano e proliferam, colonizando-o. Em seguida, pode ocorrer a invasdo da
mucosa e penetragdo nos tecidos, ou ainda, a producdo de toxinas que alteram o
funcionamento das células do trato gastrintestinal. Entre as bactérias invasivas, destacam-
se Salmonella, Shigella, Escherichia coli invasora, Yersinia enterocolitica, entre outras.
Entre as toxigénicas, incluem-se Vibrio cholerae, Escherichia coli enterotoxigénica,
Campylobacter jejuni, entre outras (FRANCO & LANDGRAF, 2004).

E dificil estimar a incidéncia global das DOA, mas segundo os dados disponiveis, s6 no
ano 2000, 2,1 milhdes de pessoas morreram de doencas diarréicas, que em sua maioria
podem ser atribuidas a ingestdo de agua e alimentos contaminados. Em paises
industrializados, o percentual de pessoas que sofrem de DOA tem aumentado em torno de
30% a cada ano. Nos Estados Unidos, por exemplo, em torno de 76 milhGes de casos de
DOA resultaram em 325.000 hospitalizacbes e 5.000 6bitos (MEAD et al, 1999). Isto
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equivale a um em cada quatro americanos ter uma doenca gastrointestinal transmitida por
alimento e que mais de um em 1.000 é hospitalizado. Os custos médicos na Inglaterra em
1996 foram estimados em 300-700 milhdes de libras e, na Australia, os cerca de 11.500
casos tem custo anual estimado em AU$ 2,6 bilhdes (TAUXE, 2002; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002). Na Franca, por um periodo de dois anos 1999-2000 (registros
do Institut de Veille Sanitaire), ocorreram 1.267 surtos de DOA, envolvendo 17.378
pessoas, causando 1.383 hospitalizacdes e 10 mortes (LE LOIR, BARON & GAUTIER,
2003; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003a).

De acordo com Tauxe (2002) existem cerca de 27 principais patégenos causadores de
doengas que podem estar presentes em alimentos e estes 27 patdgenos contribuem com
19% do numero total estimado de casos atribuidos a infecgbes alimentares e 36% de
mortes, sendo que a grande maioria restante é de patdgenos ainda ndo identificados.

Adak, Long e O’Brien (2002) descrevem o 0Onus (mortalidade, morbidade, novas
formas de apresentacdo, admissdes hospitalares, e ocupacao hospitalar) e a tendéncia das
DOA nos nativos da Inglaterra e do Pais de Gales entre 1992 e 2000. Segundo seus
resultados em 1995 havia uma estimativa de 10.464.004 casos de infecgOes intestinais
nestes paises. Aproximadamente 14% foram adquiridos em paises estrangeiros, restando
9.021.129 de casos de infeccOes intestinais adquiridos na Inglaterra e no Pais de Gales.
Destes, 2.365.909 casos (26,2%) foram estimados como doencas de origem alimentar e
989.928 (41,8%) foram atribuidos a microrganismos patogénicos conhecidos. Dentre eles,
seis foram responséveis por 92,7% das doencas de origem alimentar: Yersinia spp.,
Campylobacter spp., salmonelas ndo-tifoide, virus Norwalk, e Escherichia coli ndo
produtora de verotoxina.

Além dos 2.365.909 casos, ocorreram 21.138 admissdes hospitalares e 718 mortes
nestes paises devido as DOA. Em 2000 estes numeros cairam 53,3% (1.338.772 casos,
20.759 admissdes hospitalares, e 480 mortes). Campylobacter spp. foi a causa mais comum
destas doencas no ano de 2000. Sua contribuicdo nas admissdes hospitalares subiu de
54,8%, em 1992, para 81,6%, em 2000. As salmonelas permaneceram como a segunda
maior causa de admissdo hospitalar apesar da queda de seus nimeros entre 1995 e 2000.
Staphylococcus aureus em 1992 apresentou 25.493 casos, 626 admissdes hospitalares e
771 dias de ocupacdo de vagas em hospitais. Nenhuma morte foi registrada devido a
intoxicacdo alimentar estafilococica. Em 2000, o nimero de casos de DOA devido a S.
aureus caiu para 2.276 casos, 57 hospitalizacdes e 69 dias de ocupacdo de vagas em
hospitais. Novamente, nenhuma morte foi registrada devido a intoxicagdo alimentar
estafilococica (ADAK, LONG & O’BRIEN, 2002).
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Bem menos documentados, os paises em desenvolvimento sustentam a maior parte do
problema devido a grande extensdo das DOA, inclusive daquelas causadas por parasitas. A
alta prevaléncia de doencas diarréicas em muitos paises em desenvolvimento sugere uma
necessidade de maior atencdo aos problemas de seguranca alimentar. Embora as
estatisticas brasileiras sejam precérias, acredita-se que a incidéncia de doengas microbianas
de origem alimentar em nosso pais seja bastante elevada (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003a).

Novas ameacas de DOA ocorrem por varias razdes. Elas incluem aumento em viagens
e negdcios internacionais, adaptacdo microbiana e mudancas nos sistemas de producdo de
alimentos, além do aumento do numero de pessoas que comem em restaurantes,
lanchonetes, cantinas, lojas de “fast foods™ e alimentos vendidos nas ruas. Mudancas na
populacdo microbiana podem levar a evolugdo de novos microrganismos patogénicos e ao
desenvolvimento de novos fatores de viruléncia em antigos patégenos, desenvolvendo
resisténcia a antimicrobianos, o que pode dificultar o tratamento, ou mudancas na
habilidade de sobrevivéncia em condi¢bes ambientais adversas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003a).

Considerando que as DOA sdo um consideravel perigo para a saude humana e para a
economia dos individuos, familias e nagdes, seu controle requer uma unido de esforgos dos
trés principais envolvidos nesta questdo, a saber, 0 governo, as industrias de alimentos e 0s
consumidores (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003a).

Entre as agdes corretivas e profilaticas necessarias para avangos no conhecimento da
epidemiologia e controle destas doencas estdo: a pesquisa de patdgenos, a Analise de
Riscos, as Boas Praticas de Fabricacdo, programas de controle da qualidade como o
sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle — APPCC, programas

agropecuarios, como o0 PAMVET, e o estabelecimento de Grupos Técnicos.

1.2 Staphylococcus spp.

Em 1880, um cirurgido escocés, Sir Alexander Ogston publicou seus dados que
mostravam conclusivamente que os cocos em forma de cachos eram a causa de uma série
de doencas piogénicas no homem. Subsegiientemente ele nomeou o organismo de
‘staphylococcus’, um nome derivado do grego staphyle, que significa cacho de uvas, e de
coccus, que significa grdo ou semente (ONGSTON apud BAIRD-PARKER, 1990). Em
uma série de experimentos classicos ele demonstrou que quando injetava pus contendo

estafilococos em ratos eles desenvolveram os mesmos sintomas observados nos pacientes
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com as feridas de onde o pus foi retirado. Além disso, ele descobriu que quando o pus era
aquecido ou tratado com fenol, a doenca nao ocorria (BAIRD-PARKER, 1990).

Rosenbach (apud BAIRD-PARKER, 1990) foi provavelmente o primeiro a conseguir o
crescimento de estafilococos em uma cultura pura e a estudar suas caracteristicas em
laboratorio. Ele considerou que um organismo que ele isolou do pus era idéntico aquele
descrito por Ongston e, por essa razéo, ele adotou o nome Staphylococcus para o0 género
que ele elegeu para conter este organismo. Ele observou que col6nias laranjas e brancas
cresciam no meio solido e nomeou Staphylococcus pyogenes aureus o organismo formador
de colbnias laranjas e de Staphylococcus piogenes albus aqueles formadores de colbnias
brancas (BAIRD-PARKER, 1990).

Desde o trabalho original de Rosenbach o escopo e o conteddo do género
Staphylococcus tém mudado enormemente. Staphylococcus foi colocado na Familia
Micrococcaceae por Winslow et al.(apud BAIRD-PARKER, 1990) em 1920. De 1908 e
até as cinco primeiras edi¢cdes do Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, duas
especies de estafilococos foram reconhecidas, isto €, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis. Na sexta edicdo do Manual Bergey as duas espécies foram
transferidas para o género Micrococcus por Hucker (apud BAIRD-PARKER, 1990) que
concluiu que os estafilococos a 0os micrococos ndo eram distintos, e que 0s Micrococcus,
tinham prioridade sobre os estafilococos. Todavia, 0 género Staphylococcus foi listado na
sétima edicdo por Evans (apud BAIRD-PARKER, 1990), que mostrou que os estafilococos
eram fisiologicamente distintos dos micrococos em sua habilidade de crescer
anaerobicamente e em fermentar a glicose. Trés espécies (Staphylococcus aureus,
Staphylococccus epidermidis e Staphylococcus saprophyticus) foram reconhecidas por
Baird-Parker (apud BAIRD-PARKER, 1990) na oitava edicdo do Manual Bergey.

O primeiro relatorio que associou os estafilococos com intoxicacdes alimentares foi
provavelmente feito por Vaughan & Sternberg (DACK apud BAIRD-PARKER, 1990),
que em 1884 descreveu uma investigacdo de um grande surto em Michigan, o qual se
acreditava ter sido causado pela ingestdo de queijo contaminado com estafilococos. Em
menos de 30 anos depois, todavia, Barber (apud BAIRD-PARKER, 1990) demonstrou
claramente que os estafilococos eram capazes de causar intoxicacdo como resultado do
consumo de leite oriundo de vacas que sofriam de mastite estafilocdcica. Dack et al. (apud
BAIRD-PARKER, 1990) foram os primeiros a demonstrar que a intoxicacdo alimentar
estafilocdcica era causada por uma toxina filtravel, mais tarde chamada enterotoxina.

O género Staphylococcus tem pelo menos 33 espécies, 17 das quais podem ser isoladas

de amostras biolégicas humanas (KONEMAN et al., 2001). As trés espécies de maior
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importdncia clinica sdo Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus saprophyticus. De acordo com a edi¢do de 1986 do Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology, somente as espécies S. aureus, S. delphini, S. intermedius, S.
schleiferi subsp. coagulans e algumas cepas de S. hyicus sédo coagulase-positiva. Entre os
estafilococos coagulase-negativa estéo S. epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus, S.
hominis, S. warneri, S. simulans, S. lugdunensis, S. schleiferi e S. saccharolyticus.

Staphylococcus aureus é o principal representante dos estafilococos coagulase-positiva,
sendo considerado um importante patégeno para humanos e animais. A maioria dos
individuos ja apresentou ou vai apresentar algum tipo de infeccdo ou intoxicacdo por
Staphylococcus aureus durante a sua vida, cuja gravidade vai desde uma intoxicacdo
alimentar ou infeccdo cutanea de pouca importancia até infeccdes graves potencialmente
fatais (NASCIMENTO, CORBIA & NASCIMENTO, 2001)

Os estafilococos coagulase-negativa sdo membros da microbiota humana normal e,
algumas vezes causam infeccdes, sobretudo em pacientes muito jovens, idosos e
imunocomprometidos. Os tipos de infecgdes associadas aos estafilococos coagulase-
negativos incluem: 1. infecgBes urindrias, nosocomiais e adquiridas na comunidade; 2.
infeccBes associadas a dispositivos permanentes (valvulas cardiacas protéticas, cateteres
endovenosos, proteses articulares, implantes de bombas intratecais, derivacdes para
hemodialise e cerebrospinais, marcapassos, cateteres para didlise peritonial); 3. bacteremia
em hospedeiros comprometidos (prematuros, pacientes com doencas neoplasicas ou
cardiovasculares, com processos hematoldgicos malignos, queimados, com traumatismos,
receptores de transplante, pacientes com alteracdes congénitas); 4. endocardite de valvulas
cardiacas naturais e protéticas; 5. Osteomielite (infeccdo de ferida cirurgica, infeccéo
associada com prétese e com traumatismo) e 6. endoftalmite pos-cirdrgica (KONEMAN et
al., 2001).

Cerca de 75% dessas infeccOes causadas por estafilococos coagulase-negativa ocorrem
devido a Staphylococcus epidermidis. As infec¢des causadas por Staphylococcus warneri,

Staphylococcus hominis e por outras espécies sdo menos comuns (LIVERMORE, 2000).

1.2.1 Morfologia e Identificacéo

Os estafilococos s@o celulas esféricas com diametro de cerca de 1um, dispostos em
cachos irregulares. Observa-se também a presenca de cocos isolados, aos pares, em
tétrades e em cadeias em culturas liquidas. As células bacterianas quando jovens sdo

fortemente Gram-positivas; com o envelhecimento, muitas se tornam Gram-negativas. Os
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estafilococos sdo imoveis e nao formam esporos. Sob a influéncia de farmacos como a
penicilina, os estafilococos sofrem lise (JAWETZ, MELNICK & ADELBERG, 1998).

Os estafilococos crescem rapidamente na maioria dos meios bacterioldgicos em
condicdes aerdbias ou anaerdbias. Crescem mais rapidamente a 37°C, mas formam melhor
seu pigmento em temperatura ambiente (20-25°C). As coldnias, em meios sélidos, s&o
circulares, lisas, elevadas e brilhantes. Em geral, S. aureus forma col6nias acinzentadas e
amarelo-dourado intenso. As colbnias de S. epidermidis geralmente exibem coloracédo
cinza a branca no isolamento priméario; muitas col6nias apresentam pigmento apenas apos
incubacdo prolongada. Nenhum pigmento é produzido em condi¢Bes anaerdbias ou em
caldo. Verifica-se a producdo de varios graus de hemolise por S. aureus e, em certas
ocasides, por outras espécies (JAWETZ, MELNICK & ADELBERG, 1998).

Os estafilococos produzem catalase, que os diferencia dos estreptococos. Os
estafilococos fermentam lentamente muitos carboidratos, produzindo &cido lactico, mas
ndo gas. A atividade proteolitica varia acentuadamente de uma cepa para outra. Os
estafilococos patogénicos produzem muitas substancias extracelulares. Eles séo
relativamente resistentes ao ressecamento, ao calor (suportam 50°C durante 30 minutos) e
ao cloreto de sédio a 9%, mas sdo rapidamente inibidos por determinadas substancias
quimicas, como, por exemplo, hexaclorofeno a 3% (JAWETZ, MELNICK &
ADELBERG, 1998).

A prevaléncia de resisténcia estafilococica aos agentes antimicrobianos é
assustadoramente alta e ainda continua aumentando. Consequentemente, o0
desenvolvimento de testes simples e rapidos de diagnéstico que poderdo identificar
especies de estafilococos e determinar seu perfil de resisténcia podera ser um importante
progresso no diagndstico dessas infeccdes (MEHROTRA, WANG & JOHNSON, 2000).

O sucesso terapéutico dos antibidticos depende do seu uso adequado. Varios tipos de
erros foram e continuam sendo cometidos no emprego destes farmacos, resultando na
ineficacia de muitos deles. O reconhecimento desses erros levou ao estabelecimento de
algumas normas para 0 uso de antibi6ticos, como o conhecimento da sensibilidade dos
microrganismos frente aos seus principais grupos. Esses farmacos tém sido utilizados de
maneira indiscriminada, no setor agricola, tanto para fins terapéuticos, principalmente no
tratamento de mastites bovinas, como incorporados a alimentacdo animal, como
suplemento dietético. Tais procedimentos estdo conduzindo a presenca de niveis elevados
de residuos de antibi6ticos no leite, constituindo-se em sério problema na area econémica e
de Saude Publica (CORBIA et al, 2000). Entre os problemas ocasionados por seus

residuos, destaca-se 0 aparecimento de cepas resistentes, mesmo as nao patogénicas,
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levando-se em conta a possibilidade de transferéncia dessa resisténcia para cepas
patogénicas, através de mecanismos genéticos como o0 de conjugacdo bacteriana
(MULLIGAN et al, 1993).

1.2.2 Staphylococcus aureus

A espécie Staphylococccus aureus é a que esta associada mais frequentemente as
doencas estafilocdcicas, quer sejam de origem alimentar ou ndo. As cepas de S. aureus sdo
sensiveis a uma série de bacteri6fagos, o que auxilia no estudo de surtos de intoxicacéo,
levando muitas vezes a fonte da infeccdo (FRANCO & LANDGRAF, 2004).

S. aureus esta presente nas narinas, na pele e pélos de animais de sangue quente, sendo
que 30-50% da populacdo humana sdo portadores desta bactéria (LE LOIR, BARON &
GAUTIER, 2003). Os homens e 0s animais sdo 0s principais reservatorios. A cavidade
nasal é o principal habitat dos estafilococos no homem e, a partir deste foco, atingem tanto
a epiderme e feridas como o ar, 4gua, solo, leite, esgoto e qualquer superficie ou objeto que
tenha entrado em contato com o homem (FRANCO & LANDGRAF, 2004).

Além do homem, a maioria dos animais domésticos também é portadora ou apresenta-
se contaminada pela bactéria. Exemplo tipico € a mastite estafilocdcica do gado leiteiro.
Caso o leite infectado seja consumido ou utilizado no preparo de queijos, havera chances
de ocorrer intoxicacéo.

S. aureus sdo bactérias mesofilas apresentando temperatura de crescimento na faixa de
7°C a 47,8°C; as enterotoxinas sdo produzidas entre 10°C e 46°C, com temperatura 6tima
entre 40°C e 45°C. Os extremos de temperatura estdo na dependéncia dos demais
parametros que devem encontrar-se em condicdes 6timas. Os surtos de intoxicacdo
alimentar sdo provocados por alimentos que permaneceram neste intervalo de temperatura
por tempo varidvel, de acordo com o nivel de inéculo e temperatura de incubagdo. Em
geral, quanto mais baixa for a temperatura, maior sera o tempo necessario para a producéo
de enterotoxina (FRANCO & LANDGRAF, 2004).

As bactérias do género Staphylococcus séo tolerantes a concentragfes de 10 a 20% de
NaCl e a nitratos, o que torna os alimentos curados veiculos potenciais para as mesmas.
Em relacdo ao pH, S. aureus cresce na faixa de 4 a 9,8, com ponto 6timo entre 6 e 7,0.
Considerando a atividade de dgua (Aa), os estafilococos sdo Unicos em sua capacidade de
crescerem em valores inferiores aos normalmente considerados minimos para as bactérias

ndo-haldfilas. O valor minimo da Aa considerado, atualmente, é de 0,86 apesar de, sob
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condicBes ideais, esta bactéria ja ter se desenvolvido em Aa de 0,83 (FRANCO &
LANDGRAF, 2004).

S. aureus se diferenciam das outras espécies estafilocdcicas através da combinacao dos
seguintes fatores: caracteristicas morfotintoriais, producdo de coagulase, termonuclease,
acetoina, beta-galactosidase, fosfatase e alfa-toxina (hemdlise), producdo de &cidos a partir
do manitol, maltose, xilose, sacarose e da trealose, sensibilidade a novobiocina,
sensibilidade a lisostafina, presenca de ribitol no &cido teicoico e proteina A e fator de
aglutinacdo na parede celular (LANCETTE & TATINI, 1992). A lisostafina é uma
endopeptidase que rompe as ligacbes cruzadas dos pentapeptideos ricos em glicina do
glicopeptideo da parede celular dos estafilococos. Esta atividade torna as células sensiveis
a lise osmatica (KONEMAN et al., 2001).

A caracteristica isolada mais confiavel para identificar S. aureus é determinada pela
prova de coagulase. A prova de coagulase convencional pode ser realizada mediante
procedimento em lamina ou em tubo. A coagulase € uma enzima que coagula o plasma
humano e de outras espécies animais. Diferencas entre a susceptibilidade dos plasmas de
varias espécies ja foi demonstrada, sendo que para o teste de coagulase, 0s plasmas
humano e de coelho sdo os mais utilizados. A producdo de coagulase pelos S. aureus pode
ser afetada adversamente por fatores fisicos, como as condi¢es de armazenamento, pH do
meio e 0 dessecamento (LANCETTE & TATINI, 1992).

A presenca do fator de aglutinacdo nas células é uma caracteristica Unica dos S. aureus.
Este teste pode ser utilizado para distinguir S. aureus coagulase-positiva de outras espécies
também coagulase-positiva como S. hyicus. O fator de aglutinacéo, presente nas células
dos S. aureus, liga-se ao fibrinogénio ou a fibrina presente no plasma humano ou de
coelho, resultando na aglutinacéo das células. O agrupamento das células é rapido (menos
de 2 minutos) e os resultados sdo mais nitidos do que os coagulos 1+ e 2+ dos testes de
coagulase (LANCETTE & TATINI, 1992).

A termonuclease também é freqlientemente utilizada como um teste simples, rapido e
pratico para a identificacdo de rotina de S. aureus. Todavia, 0 uso dos testes de coagulase e
termonuclease podem resultar em resultados falso-negativos na designacdo das espécies,
visto que duas outras espécies, S. intermedius e S. hyicus, sdo ambos coagulase e
termonuclease positivos. Devido aos motivos expostos, surge a necessidade de
confirmacdo através de outros testes (LANCETTE & TATINI, 1992 ).

Os meios de cultura empregam varias substancias quimicas, que sdo inibidores para o
crescimento de espécies competitivas com S. aureus. As duas substancias seletivas toxicas

mais freqientemente utilizadas em meios de isolamento de estafilococos sdo o cloreto de
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sodio (NaCl) e o telurito de potéssio (K,TeOs). Varias concentracdes desses agentes tém
sido utilizadas, variando de 5,5% a 10% de NaCl e de 0,0025% a 0,05% de K;TeOs.
Outras substancias quimicas como o sulfato de amdnia, o acido sorbico, a glicina, o cloreto
de litio e a polimixina sdo frequentemente combinados com o NaCl e o K;TeO;
(LANCETTE & TATINI, 1992).

As principais caracteristicas do meio de isolamento incluem: (a) a capacidade de S.
aureus crescer na presenca de 7,5 a 10% de NaCl; (b) a capacidade de crescer na presenca
de 0,01% a 0,05% de K,TeO3; em combinac¢do com 0,2% ou 0,5% de cloreto de litio, e de
0,12% a 1,26% de glicina, ou 40 png/ml de polimixina; (c) a habilidade do S. aureus reduzir
0 K,;TeOs, produzindo colbnias negras, aerobicamente; (d) a forma, a aparéncia e o
tamanho das coldnias; (e) a pigmentacdo das coldnias; (f) a atividade de coagulase e de
producéo de acidos em meios sélidos; (g) a habilidade do S. aureus hidrolisar a lecitina de
gema de ovo; (h) a producdo de fosfatase; (i) a producdo de termonuclease; (j) crescimento
a 42 a 43°C em meios seletivos (LANCETTE & TATINI, 1992).

Varios meios comuns e seletivo-indicadores, entre os quais se inclui o 4gar manitol-
salgado e o agar Baird-Parker, no caso de amostras de alimentos, podem ser empregados
no isolamento dos S. aureus. No Agar Baird-Parker as col6nias tipicas sdo circulares, lisas,
umidas, de coloragdo cinza escuro a negro, rodeadas ou ndo por halo transparente, duplo
ou opaco.

Nascimento, Corbia e Nascimento (2001) relataram as limitacbes da técnica de
isolamento e enumeracdo de S. aureus. Eles verificaram que além das variantes de
Staphylococcus coagulase-positiva, também existem limitacGes na identificacdo visual das
col6nias em meio de isolamento, evidenciadas no decorrer do isolamento e da enumeragéo
de Staphylococcus spp. coagulase-positiva, em queijos minas frescal, e alertaram para a
necessidade de aplicacdo de testes bioquimicos subseqiientes, para viabilizar os critérios de
diagnostico. Do total de 59 amostras de queijo minas frescal examinadas eles isolaram 18
colbnias de S. aureus, 25 colbnias de Staphylococcus spp. coagulase-positiva, 93 colbnias
de Micrococcus spp., 64 de Streptococcus app. e quatro colonias de leveduras. Na maioria
das placas com crescimento de coldnias tipicas (pretas, brilhantes), houve diferencas em
relacdo a presenca/auséncia de halo, variacdo de tamanho do préprio halo que, em algumas
vezes, parecia que a col6nia era circundada por dois halos, além das diferengas de tamanho
de colbnias. Tais diferencas algumas vezes foram confirmadas por testes bioquimicos
evidenciando a presenca de bactérias diferentes. Porém, em alguns casos, foi constatado
que coldnias com e sem a formacgdo de halo, apds isolamento e identificacdo bioquimica,

foram consideradas colbnias de S. aureus. Dessa maneira, eles constataram que o critério
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diagndstico de contagem em placa padronizado, usado pela visualizagcdo da presenca de
halo ao redor das colbnias negras é passivel de falhas e, por isso, ndo deve ser considerado
0 Unico indicador de S. aureus. Outra observacdo feita por estes autores foi em relacdo a
tonalidade das col6nias, pretas nos meios tradicionais de isolamento de amostras de
alimentos traduzidas pela habilidade da bactéria de reduzir o componente seletivo telurito
de potéassio, presente em Agar Baird-Parker e em Agar Voges-Johson. A presenca de
colbnias pretas ndo ficou restrita as bactérias isoladas dos queijos analisados, visto que,
constatou-se também a presenca de algumas leveduras, com caracteristicas tipicas de S.
aureus.

As técnicas de biologia molecular, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR e a
Multiplex PCR, também sdo utilizadas para detectar S. aureus. Brakstad, Aasbakk e
Maeland (1992) desenvolveram um protocolo de PCR para amplificar a sequiéncia do gene
nuc, que codifica uma endonuclease termoestavel produzida pelo S. aureus. Wang, Cao e
Cerniglia (1997) desenvolveram um protocolo universal de PCR para deteccdo de 13
espécies de patdgenos alimentares, dentre eles, o S. aureus.

S. aureus produz uma grande variedade de exoproteinas que contribuem para sua
habilidade de colonizar e causar doencas nos hospedeiros. Todas as cepas secretam um
grupo de enzimas e citotoxinas que incluem quatro hemolisinas (alfa, beta, gama e delta),
nucleases, proteases, lipases, hialuronidase e coagulase. A principal funcdo destas
proteinas é converter tecido local do hospedeiro em nutrientes requeridos para o
crescimento bacteriano. Algumas cepas produzem exoproteinas adicionais, que incluem a
Toxina-1 da Sindrome do Choque Toxico — TSST-1, as toxinas esfoliativas Eta e Eth, que
causam a Sindrome Estafilocdcica da Pele Escaldada e as enterotoxinas A, B, C, D, E, G,
H, 1,J, K, L M, NeO (BALABAN & RASOOLY, 2000; BLAIOTTA et al., 2004).

A intoxicacdo alimentar causada pelo S. aureus se d& logo apos a ingestdo do alimento
contaminado com a toxina pré-formada. A ingestdo de apenas um micrograma é suficiente
para causar 0s sintomas caracteristicos da intoxicacdo alimentar, e calcula-se que cerca de
10° células de S. aureus por grama de alimento sdo necessérios para produzir enterotoxina
(FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 1998). Segundo Jablonski e Bohach (2001) as
enterotoxinas ndo podem ser detectadas em laboratério até que se alcance uma contagem
de 10° UFC/g de alimento. Em 1998, Meyrand et al. detectaram a enterotoxina
estafilocdcica A em 10° UFC/g (em meio enriquecido a 37°C).

Os sinais e sintomas sdo caracterizados por nausea, vomito, diarréia, dores abdominais,

sudorese e, eventualmente, dores de cabeca, calafrios, queda de presséo arterial, prostracéo
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e, rarissimas vezes, febre, quando a quantidade de toxina ingerida é grande
(NASCIMENTO, CORBIA & NASCIMENTO, 2001; FRANCO & LANDGRAF, 2004).

Os alimentos comuns da intoxicacdo alimentar estafilocdcica sao o leite, cremes, tortas
recheadas com creme, entre outros. A contaminacdo de queijos também j& causou Varios
surtos tanto antes como depois do advento do emprego do leite pasteurizado na sua
fabricacdo. Neste ltimo caso, pode ocorrer contaminacao pos-processamento ou utilizacéo
de fermentos contaminados por S. aureus.

De Luca, Zanetti e Stampi (1997) avaliaram a contaminacdo de produtos laticinios
vendidos em Bologna, Itdlia com S. aureus e bactérias do género Staphylococcus. S.
aureus foi encontrado em 16,30% das amostras de 135 queijos examinados: 8,3% em soft
cheese, 17,6% em blue cheese, 18,9% em semi soft-cheese e 25% em queijo mussarela.

Toshkova et al. (2001) desenvolveram um estudo para investigar a significancia e a
relacdo entre o estado de portador de S. aureus nas cavidades nasais e as infeccOes
cuténeas estafilococicas. Trinta e uma amostras, isoladas de 12 pacientes com infecgdes
cutaneas cronicas e recorrentes, um paciente com septicemia e um paciente com otite
externa foram estudadas. Os seus resultados mostraram que ha uma identidade entre os S.
aureus obtidos das cavidades nasais anteriores e nas infec¢des cutaneas de cada paciente,
indicando para a importancia do estado de portador dessas bactérias para o
desenvolvimento destas infecces.

Vautor et al. (2003) investigaram a diversidade genética de 179 isolados de S. aureus
obtidos de varios pontos de 10 fazendas produtoras de queijos fabricados com leite de
ovelha cru. Os isolados foram coletados de queijos artesanais, dos tanques utilizados como
reservatorios do leite, dos Uberes, de abscessos cutaneos nos uberes, quando presentes, das
maos e cavidades nasais anteriores dos fazendeiros e do ar da area de ordenha. Os isolados
foram tipificados através da técnica de Eletroforese em Campo Pulsado — Pulsed-field Gel
Electrophoresis (PFGE) e comparados com outros isolados de S. aureus oriundos de
diferentes hospedeiros em diferentes locais. Os resultados mostraram que nove fazendas
estavam contaminadas por isolados de S. aureus com 0s mesmos padrdes genéticos ou com
padrdes relacionados. Também foi verificado que havia um Unico clone de S. aureus
amplamente disseminado tanto nas glandulas mamarias infectadas quanto nos queijos
produzidos com o leite cru, o que confirmou que estas infec¢fes sdo a principal fonte de
contaminacdo de produtos laticinios fabricados com leite de ovelha.

Em 2005 Vautor et al. avaliaram a prevaléncia de portadores nasais S. aureus nas
fabricas de laticinios das fazendas produtoras de queijos com leite de ovelha cru. O estudo

mostrou que 29% das ovelhas eram portadoras de S. aureus em suas cavidades nasais. A
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diversidade genética dos 136 isolados obtidos das cavidades nasais das ovelhas, do ar
ambiente da area de ordenha e dos queijos foi investigada também pela técnica de PFGE.
Os resultados sugeriram uma continuidade entre os isolados oriundos das cavidades nasais

com os isolados nos outros locais.

1.2.3 Enterotoxinas produzidas por Staphylococcus aureus

As cepas de Staphylococcus aureus produzem uma variedade de toxinas extracelulares,
incluindo as enterotoxinas (SEs), a toxina 1 da Sindrome do Choque Toxico (TSST-1), a
toxina esfoliativa (Eta e Etb). A Sindrome do Choque Téxico de humanos e animais é
causada pela presenca de S. aureus que produzem TSST-1. As enterotoxinas, assim como
TSST-1, pertencem a familia dos superantigenos (MEHROTRA, WANG & JOHNSON,
2000).

As enterotoxinas sdo um grupo de proteinas simples, com baixo peso molecular —
26.000 a 30.000 daltons, que sdo produzidas durante todas as fases do crescimento
bacteriano, mas principalmente durante a metade e o fim da fase exponencial (SORIANO
et al.,, 2002). Elas sdo nomeadas com as letras alfabéticas de acordo com a ordem
cronoldgica de suas descobertas.

Até o presente momento, 18 enterotoxinas distintas tém sido purificadas: SEA, SEB,
SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEM, SEO, SEP, SEQ, SER e
SEU (BALABAN & RASOOLY, 2000; GENIGEORGIS, 1989; JABLONSKI &
BOHACH, 2001; JARRAUD et al., 2001; KURODA et al., 2001; ORWIN et al., 2001,
2003; LETERTRE et al., 2003; OMOE et al., 2003). Além disso, para SEC, SEG, SEI e
SEU ja tém sido reportadas algumas variantes (MARR et al., 1993; ABE et al., 2000;
OMOE et al., 2002; LETERTRE et al., 2003). A relacdo entre estas novas enterotoxinas e
a intoxicacao alimentar humana ndo é completamente entendida até o presente momento.
Existem poucos estudos a respeito da incidéncia dos genes que codificam estas novas
enterotoxinas, e eles consideram principalmente amostras clinicas ou de colecdes
bacterianas (JARRAUD et al.,1999; MONDAY & BOHACH, 1999; ABE et al., 2000;
LARSEN et al., 2000; OMOE et al., 2002; BECKER et al., 2003). Pouco se tem relatado
sobre a deteccdo das novas enterotoxinas em S. aureus isolados de alimentos
(McLAUCHLIN et al., 2000; AKINEDEN et al., 2001; ROSEC, GIGAUD, 2002). Ao
contrario disso, muitos estudos avaliaram a ocorréncia das cinco enterotoxinas cléssicas
(SEA a SEE) em cepas estafilococicas de origem alimentar e/ou diretamente de amostras
de alimentos (De LUCA, ZANETTI & STAMPI, 1997; ROSEC et al., 1997; MEYRAND
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et al., 1998; RASOOLY & RASOOLY, 1998; GONZALES-FANDOS et al., 1999;
McLAUCHLIN et al., 2000; AKINEDEN et al., 2001; ATANOSSAVA et al., 2001;
BALABAN, RASOOLY, 2001; FUEYO et al., 2001; TAMARAPU, McKILLIP &
DRAKE., 2001; TONG-RONG et al.,, 2001; HOLECKOVA et al., 2002; ROSEC &
GIGAUD, 2002; ERCOLINI et al., 2004). Suas cadeias polipeptidicas apresentam
quantidades apreciaveis de lisina, &cido aspartico, acido glutdmico e tirosina. A
composicdo de aminoacidos das enterotoxinas A, D e E é similar, 0 mesmo ocorrendo
entre a B e a C. O sequienciamento parcial de aminoacidos das enterotoxinas A, B e C
mostrou a existéncia de uma regido homdloga nas trés moléculas, 0 que sugere ser esta
regido o sitio ativo da molécula de enterotoxina (FRANCO & LANDGRAF, 2004).

As enterotoxinas sdo similares em sua composicdo e atividade bioldgica, mas sdo
identificadas separadamente devido as suas diferencas antigénicas. Vaérias SEs
sorologicamente distintas tém sido reconhecidas e classificadas de A a U, e seus genes
como sea a seu. A toxina 1 da Sindrome do Choque Toxico foi equivocadamente
designada SEF e por isto ndo existe a enterotoxina sorotipo F. Pequenas variacdes
antigénicas da SEC (SEC; ,3) tém sido descritas assim como duas SEH distintas. Isto ndo é
incomum para cepas que secretam mais de uma enterotoxina (FUEYO et al., 2001).

Elas séo higroscépicas e facilmente soliveis em agua e solucbes salinas. Apresentam
ponto isoelétrico entre 7,0 e 8,6, pico de absorbancia a 277nm e sdo resistentes a tripsina,
quimiotripsina, renina, papaina e pepsina, com excecao da enterotoxina B que é destruida
pela pepsina, em valores de pH ao redor de 2 (BERGDOLL, 1983; LE LOIR, BARON &
GAUTIER, 2003).

As enterotoxinas sdo termorresistentes, 0 que é especialmente importante para a
industria de alimentos, porque a maioria dos alimentos processados sofre algum tratamento
térmico durante o processamento. Por exemplo, a pasteurizacdo do leite destruird o
microrganismo — S. aureus — mas nao inativara a toxina, caso ja esteja presente (FRANCO
& LANDGRAF, 2004). Porém, elas podem ser inativadas por tratamento térmico utilizado
na esterilizacdo de alimentos enlatados quando estdo presentes em baixas concentracfes
(BERGDOLL, 1983). Schwabe et al. (1990) mostraram que a inativacao térmica de SEA,
SEB e SEC varia de acordo com a matriz alimentar e o pH. Sendo assim, € muito dificil
calcular o impacto de tratamento térmico na atividade das enterotoxinas, visto que, isto
depende do tipo e da concentracdo de enterotoxina e da matriz alimentar. Além disso, em
alguns casos, a inativacao térmica é espontaneamente reversivel pelo tratamento com pH

alcalino ou com uréia (BENNET, 1992). Estes dados mostram que as enterotoxinas
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resistem a condigdes (tratamento térmico, baixo pH) que destruiriam facilmente a bactéria
que as produziu.

Segundo Franco & Landgraf (2004) as enterotoxinas apresentam varias acoes, entre
elas:

%+ Acdo emética: é a reacdo mais freqlientemente observada neste tipo de intoxicacao.

Os sitios desta acdo parecem localizar-se no intestino. Este estimulo € transferido
através do nervo vago ao centro do vomito, que faz parte do sistema nervoso
central (SNC). O centro do vémito induz, de alguma maneira, a retroperistalsia do
estdmago e do intestino delgado provocando o vomito. Por esta razéo, as toxinas
estafilococicas deveriam ser denominadas neurotoxinas e ndo enterotoxinas.

% Acdo diarréica: a diarréia € o segundo sintoma mais comum na intoxicacdo
alimentar estafilococica. O mecanismo de acdo ainda ndo estd perfeitamente
elucidado porque, aparentemente, é diferente de outras diarréias, como, por
exemplo, as provocadas por Clostridium perfringens e por Bacillus cereus. Nestes
dois casos, as toxinas provocam uma dilatacdo na alca de intestino de coelho,
enquanto que as estafilocdcicas ndo o fazem. Uma provavel explicacdo é a ativacdo
de um mecanismo secretor de Na e Cl. Além disso, caso uma quantidade suficiente
de enterotoxina esteja presente no alimento, ela causard inflamacéo e irritacdo da
mucosa do estbmago e intestino delgado.

% Atividade de superantigenos: as enterotoxinas estafilocdcicas pertencem a uma

grande familia das toxinas estafilococias e estreptocécicas pirogénicas, que

compartilham relagdes filogenéticas, estrutura, fungéo e seqliéncia homologa. Estas
toxinas pirogénicas causam sindromes como a Sindrome do Choque Téxico e estdo
envolvidas nas intoxicacOes alimentares (BALABAN & RASOOLY, 2000). Elas

apresentam atividades bioldgicas comuns como a imunossupressao e o estimulo a

proliferacdo de células T ndo especificas. Estas atividades sdo referidas como

atividade de superantigenos.

A atividade de superantigeno resulta da interacdo direta das enterotoxinas com as
células T receptoras de antigenos (TCR) e com o Complexo Maior de
Histocompatibilidade (MHC), classe Il, das células apresentadoras de antigenos (APC).
Esta interacdo leva a ativacéo e proliferacdo das células T ndo-especificas e na secrecdo de
interleucinas que podem estar envolvidas nos mecanismos de toxicidade das enterotoxinas
(LE LOIR, BARON & GAUTIER, 2003).

As primeiras sequéncias de todas as SEs classicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) tém

sido estudadas com o sequenciamento das proteinas e com a tecnologia do DNA
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recombinante (BALABAN & RASOOLY, 2000). A quantidade de enterotoxina necessaria

para produzir doenca depende da susceptibilidade do individuo a enterotoxina, peso e
especialmente da salde da pessoa afetada (JABLONSKI & BOHACH, 2001).

A quantidade de enterotoxina necessaria para causar intoxicacdo € muito pequena. A
dose emética em testes feitos com macacos foi de ~5-20 ug/animal (BERGDOLL, 1983).
A dose minima de SEA necessaria para causar doenca em escolares foi 144 + 50 ng, de
acordo com o que foi documentado por Evenson et al. (1988). Intoxicacdo causada pela
SEB exibe sintomas mais severos do que a causada pela SEA, porém, SEB é menos
comum (JABLONSKI & BOHACH, 2001).

SEA ¢ a enterotoxina mais comum detectada em surtos de intoxicacdo alimentar nos
EUA, seguida da SED e da SEB. O gene que a codifica, sea, é carreado por um
bacteri6fago (BETLEY & MEKALANOS, 1985; BORST & BETLEY, 1994). SEA é
produzida na fase exponencial do crescimento, e ndo € regulada pelo gene acessorio agr,
ao contrario dos genes seb, sec e sed, que requerem um agr funcional para sua expressdo
maxima.

O gene que codifica a SEB, seb, € um gene cromossomal isolado de amostras clinicas e
de casos de intoxicagdo alimentar. Todavia, em outras cepas bacterianas, o gene é carreado
por plasmidio (BALABAN & RASOOLY, 2000).

As SECs sdo um grupo de proteinas altamente conservadas. Existem trés subtipos
antigenicamente distintos de SECs; SEC1, SEC2 e SEC3. A SEC bovina é codificada por
um gene localizado em uma ilha de patogenicidade. SED é o segundo sorotipo mais
comum associado com intoxicacdo alimentar. O gene sed, que a codifica, esta localizado
em um plasmidio designado plB485. SEE compartilha alta homologia (81%) com SEA e
seu gene € carreado por um fago incompleto (BALABAN & RASOOLY, 2000).

A producdo de enterotoxinas por estafilococos coagulase-negativa ou por S.
intermedius e S. hyicus foi extensamente estudada no passado (HIROOKA et al., 1988;
JAULHAC et al., 1992; KHAMBATY, BENNET & SHAH., 1994; RODRIGUEZ et al.,
1996; VERNOZY-ROZAND et al., 1996; ROSEC et al., 1997; UDO et al., 1999;
BECKER et al., 2001; SORIANO et al., 2002). Os resultados de alguns desses estudos
sugeriram que os estafilococos coagulase-negativa (RODRIGUEZ et al., 1996;
VERNOZY-ROZAND et al., 1996; UDO et al., 1999) e S. intermedius (KHAMBATY et
al., 1994) podem ser potencialmente envolvidos na intoxicacao alimentar.

Entre as amostras isoladas de alimentos, 25% das cepas sdo enterotoxigénicas
(BERGDOLL, 1989), todavia, as estimativas variam consideravelmente de um alimento

para outro e de um caso para outro. Na Franca, de 61 amostras isoladas de queijo
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produzido a partir de leite cru, 15,9% eram enterotoxigénicas (ROSEC et al., 1997). Na
Dinamarca, outro estudo executado com amostras isoladas de vacas com mastite, detectou
somente um isolado de 414 isolados de Staphylococcus aureus carreando o gene de
enterotoxinas (LARSEN et al., 2000). Um estudo similar foi desenvolvido em Minas
Gerais, onde 54 (43%) de 127 S. aureus isolados de vacas com mastite eram produtores de
enterotoxinas (CARDOSO et al., 1999).

Dos surtos de doencas alimentares relatados, 66% na Inglaterra e no Pais de Gales,
quase 48% no México e 86% no Egito sdo atribuidos ao S. aureus. Uma estimativa da
contagem de estafilococos em surtos de doencas de origem alimentar foi de 5, 8, 10, 30, 15
e 24% do total de doencas de origem alimentar na Holanda, USA, Finlandia, Franca,
Coréia e Japdo, respectivamente. Cerca de 9 e 19% dos incidentes de intoxicacao alimentar
estafilococica na Inglaterra e nos USA, respectivamente, ocorreram em restaurantes
(SORIANO et al., 2002).

Rosec et al. (1997) isolaram 213 cepas de S. aureus e 51 cepas de outros estafilococos
de 121 géneros alimenticios, entre eles, queijos preparados com leite cru, queijos
preparados com leite de cabra e ovelha, tortas, refei¢cdes cozidas, carne de porco cozida e
crua, sorvetes, pedagos de carne e semolina de milho. Dos S. aureus isolados 30,5 %
produziram ao menos uma ou mais das cinco enterotoxinas estafilocdcicas mais
conhecidas, enquanto as cepas coagulase-negativas ndo produziram nenhuma delas. Cepas
originadas de biovar humano foram as mais enterotoxigénicas e a enterotoxina C foi o tipo
mais detectado.

Akineden et al. (2001) isolaram 103 cepas de Staphylococcus aureus de amostras de
leite produzidas por 60 vacas com mastite oriundas de oito fazendas diferentes localizadas
em uma regido da Alemanha. Todos os isolados foram identificados como S. aureus com
bases nas caracteristicas das culturas, nas propriedades hemoliticas e nos testes de
coagulase. Tais resultados foram confirmados com a amplificacdo pela PCR do gene que
codifica 0 23S rRNA, caracteristico deste microrganismo. Todos os isolados apresentaram
0s genes que codificam para a enzima coagulase e para o fator de aglutinacdo. Pela PCR
foram detectados os genes que codificam a toxina estafilocdcica TSST-1 e para as
enterotoxinas SEA, SEC, SED, SEG, SElI, e SEJ.

Blaiotta et al. (2004) avaliaram a ocorréncia das enterotoxinas estafilococicas mais
conhecidas e do gene TSST-1 (toxina-1 da Sindrome do Choque ToOxico) em cepas
estafilococicas coagulase-positiva e coagulase-negativa isoladas de carne e de produtos
laticinios. De 109 cepas selvagens de Staphylococcus spp. analisadas, somente 11 cepas de
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S. aureus foram positivas para enterotoxinas (SEG, SEI, SEM, SEN e SEO) e para TSST-1
na PCR.

Normanno et al. (2005) investigaram a presenca de estafilococos coagulase-positiva e
S. aureus em varios produtos alimenticios comercializados em mercados da Italia e em
“swabs” de superficies de contacto com alimentos das inddstrias alimenticias. Um total de
11.384 amostras foi analisado e 1971 delas (17,3%) continham estafilococos coagulase-
positiva. Os testes realizados em 541 cepas coagulase-positivas levaram a identificacdo de
537 S. aureus cuja capacidade de producédo de enterotoxinas tipos A, B, C e D foi avaliada.
Um total de 298 cepas de S. aureus (55,5%) produziu uma ou mais enterotoxinas: 33,9%
produziram SEC, 26,5% SEA, 20,5% SEA + SED, 13,4% SED, 2,7% SEB, 1,7% SEA +
SEB, 0,7% SEC + SED e 0,3% produziram SEA + SEC e SEB + SEC.

Kitai et al. (2005) examinaram 444 amostras de frango cru vendidas em 145
supermercados diferentes para avaliar a contaminagdo com S. aureus e sua
enterotoxigenicidade. S. aureus foi isolado de 292 amostras, sendo que cerca de 80% dos
714 isolados pertenciam aos biotipos de aves domésticas (57,1%) e de humanos (22,1%).
Setenta e oito (21,7%) de 360 isolados foram enterotoxigénicos e isolados de 78 amostras
de 53 supermercados. As enterotoxinas estafilococicas produzidas foram: SEB (50
isolados), SEA (14), SEC (8), SED (2), SEA + SEB (2) e SEA + SEC (2).

1.2.4 FemA

A resisténcia de S. aureus a meticilina e a outros B-lactamicos é atribuida a presenca do
gene mecA, cujo produto é uma proteina de 78-kDa chamada penicillin binding protein 2a
(PBP2a) (MEHROTRA, WANG & JOHNSON, 2000). Atraves de uma série de estudos
genéticos, varios outros genes foram identificados como fatores envolvidos na resisténcia a
meticilina. Estes fatores, conhecidos como gene fem (factors essential for methicillin
resistance) ou gene aux (auxilary), estdo diretamente envolvidos na biossintese da parade
celular bacteriana ou na sintese de fatores associados, além de influenciar o nivel de
resisténcia a meticilina. Ao contrario do gene mecA, 0s genes fem ou aux estdo presentes
tanto em cepas estafilococicas resistentes a meticilina quanto naquelas que sao susceptiveis
a esta droga. Trés desses genes, femX (ou FmhB), femA e femB, desempenham um papel
vital nos estdgios posteriores a sintese de peptideoglicano da parede celular dos
estafilococos e, por essa razdo, podem servir como alvos apropriados para o

desenvolvimento de novos agentes antibacterianos (BENSON et al., 2002).
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Nos S. aureus, 0 estadgio posterior a biossintese do peptideoglicano envolve a
construcdo de filamentos de pentaglicina no grupo € amino ao lado da cadeia de lisina.
Estes filamentos constituem as pontes interpeptidicas. Neste microrganismo a responsavel
por esta construcdo é a familia de enzimas FemXAB, onde FemX € responsavel pela
adicdo da primeira glicina no grupo € amino ao lado da cadeia de lisina; FemA é
responsavel pela adi¢do dos dois préximos residuos de glicina e FemB pelos dois ultimos
residuos de glicina. A cadeia estendida Lisina-Glicinas nos estafilococos servem como
pontes entre os peptideos durante os estagios finais da transpeptidacdo que é catalizada
pelas PBPs. Esta ligacdo transversal entre os filamentos de peptideos é fundamental para a
manutencdo da estabilidade da parede celular bacteriana durante variacbes de pressao
osmatica (BENSON et al., 2002).

Estudos bioguimicos tém mostrado que a inativacdo do femA nos S. aureus resulta em
alteragbes na composicdo da parede celular (JOHNSON, KRUGER & LABISCHINSKI,
1995). Além disso, genes mutantes de femA também mostraram uma leve reducdo na razao
de crescimento, diminuicdo da atividade de autdlise e do turnover da parede celular, e
menor susceptibilidade para a atividade de endoglicinase da lisostafina. (MAIDHOF et al.,
1991).

Kizaki, Kobayashi e Ikeda (1994) analisaram 45 amostras de estafilococos isolados de
sangue utilizando a técnica de detecgdo enzimética da reacdo em cadeia da polimerase -
ED-PCR. Das 45 amostras, 0 ED-PCR detectou 0 gene femA em 34 amostras. Analises
fenotipicas mostraram que estas 34 amostras (femA positivas) eram todas S. aureus e que
as outras 11 amostras (femA negativas) eram S. epidermidis. Estes resultados foram
completamente consistentes com o0s resultados da deteccdo de femA usando as técnicas de
PCR padrdo e subsequente hibridizagdo com Southern Blot. No PCR padréo, o gene femA
foi detectado tanto nos S. aureus meticilina resistentes (MRSA) quanto nos S. aureus
sensiveis a meticilina (MSSA) e foi ausente para todas as amostras de S. epidermidis.

A deteccdo dos genes femA e mecA tem sido explorada através da técnica de Multiplex
PCR para a identificacdo de MRSA. Varios testes moleculares desenhados para detectar
femA em S. aureus falharam na amplificagcdo de sua seqiiéncia homdéloga nos estafilococos
coagulase-negativa (CNS), mas ha evidéncias da presenca de um gene estruturalmente
relacionado com o femA dos S. aureus em S. epidermidis. Estes dados foram confirmados
através da completa identificacdo e sequenciamento do Open Reading Frame — ORF — dos
genes femA e femB em S. epidermidis e S. simulans (dados originarios do Gene Bank). Ao
contrario da aproximada identidade dos genes mecA em S. aureus e nas cepas CNS, os

genes femA e femB dos S. aureus e dos S. epidermidis exibem aproximadamente 20-22%
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de divergéncia, 0 que ndo ocorre com 0 arranjo gendémico do operon femA-femB dos S.
epidermidis que é aproximadamente idéntico ao encontrado nos S. aureus (VANNUFFEL
etal., 1999).

A ligacdo intra- e interespécies desses genes e a conservacao da organizacdo genémica
sdo, por essa razdo, consistentes com a copia de um desses genes em um organismo
ancestral e com a possibilidade da conservacdo filogenética do femA em todas as espécies
estafilococicas (VANNUFFEL et al., 1999).

Vannuffel et al. (1999) analisaram a presenca de genes homdélogos do femA em
Staphylococcus hominis e em Staphylococcus saprophyticus e compararam sua homologia
com os genes femA das especies Staphylococccus aureus, Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus simulans. Com relacdo as comparacbes da sequéncia e as analises
filogeneticas eles observaram que a organizacdo deste gene mostrou uma alternancia entre
regides altamente conservadas e regiGes variadas. Na analise dos acidos nucléicos eles
observaram uma homologia de 77,9% entre os genes femA dos S. hominis e S.
saprophyticus. O gene femA dos S. hominis mostrou 78,3%, 77,1% e 75,2% de homologia
com a sequéncia correspondente nos S. aureus, S. epidermidis e nos S. simulans,
respectivamente, considerando que S. saprophyticus compartilhou 75,1%, 76,2% e 76,2%
de identidade com as mesmas seqliéncias. Resultados semelhantes foram observados com
0s genes femB de S. aureus e S. epidermidis.

Estes dados mostram com precisdo a diversidade genémica dos genes femA entre as
espécies do género Staphylococcus e explica as razdes para a deficiente amplificacdo do
gene femA em estafilococos coagulase-negativa pelas técnicas citadas, ja que os primers do
femA especificos de S. aureus foram, de fato, complementares para as regides especificas
de S. aureus, enquanto foram ndo-homdlogos com as regides femA dos estafilococos
coagulase negativo.

Assim como 0s genes nuc e 16S rRNA, o gene femA tem sido explorado como
marcador especifico de S. aureus em testes baseados em pesquisa de DNA, sendo esta uma

atil ferramenta no diagndstico diferencial de espécies estafilocdcicas.

1.2.5 Patologia

O protdtipo de uma lesdo estafilococica € o furdnculo ou outros abscessos localizados.
S. aureus localizado em um foliculo piloso provoca necrose tecidual (fator
dermonecratico). A coagulase é produzida, e coagula a fibrina em volta da lesdo e dentro

dos vasos linfaticos, resultando na formacdo de uma parede que delimita o processo e €
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reforcada pelo acimulo de células inflamatérias e, mais tarde, de tecido fibroso. No centro
da lesdo, ocorre liquefacdo do tecido necrotico (exarcebada por hipersensibilidade tardia),
e 0 abscesso “aponta” na direcdo de menor resisténcia. A drenagem do liquido de centro
necrotico é seguida de preenchimento lento da cavidade pelo tecido de granulagdo e
cicatrizagéo final JAWETZ, MELNICK & ADELBERG, 1998).

A supuracao focal (abscesso) e tipica da infeccdo estafilocdcica. A partir de qualquer
foco, os microrganismos podem propAgar-se através dos vasos linfaticos e da corrente
sanguinea para outras partes do corpo. A supuragdo em veias associadas a trombose
constitui uma caracteristica comum dessa disseminacdo. Na osteomielite, o foco primério
de crescimento de S. aureus consiste tipicamente num vaso sanguineo terminal da metéafise
de um osso longo, resultando em necrose do 0sso e supuracdo cronica. S aureus pode
causar pneumonia, meningite, empiema, endocardite ou sepse com supuracdo em qualquer
orgdo. Os estafilococos de baixa invasividade estdo envolvidos em muitas infeccOes
cutaneas (acne, piodermite ou impetigo). Os cocos anaerobios (Peptostreptococcus)
participam de infeccdes anaerdbias mistas (JAWETZ, MELNICK & ADELBERG, 1998).

1.2.6 Manifestacdes Clinicas

A infeccéo estafilococica localizada aparece na forma de abscessos ou de infecgédo de
foliculo piloso. Em geral, verifica-se uma reacdo inflamatdria intensa, localizada e
dolorosa que sofre supuracdo central e cicatriza rapidamente quando o pus é drenado. A
parede de fibrina e células em torno do centro do abscesso tende a evitar a propagacdo dos
microrganismos e ndo deve ser rompida por manipulagdo ou traumatismo (JAWETZ,
MELNICK & ADELBERG, 1998).

A infeccdo por S. aureus também pode resultar da contaminacdo direta de uma leséo,
como, por exemplo, infecgdo estafiloccica pos-operatoria ou infeccdo apds traumatismo
(osteomielite cronica apds fratura exposta, meningite apds fratura de crénio). Se houver
disseminacdo de S. aureus através de bacteremia, podem ocorrer endocardite, osteomielite
hematogénica aguda, meningite ou infeccdo pulmonar. O quadro clinico assemelha-se aos
observados em outras infec¢cdes hematogénicas. A localizacdo secundéaria no interior de um
Orgdo e acompanhada de sintomas de disfuncdo deste 6rgdo e de supuracdo focal intensa
(JAWETZ, MELNICK & ADELBERG, 1998).
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1.2.7 Diagnéstico Laboratorial

O diagndstico laboratorial das infeccdes estafilococicas é feito pelo isolamento e
identificagcdo do microrganismo.

Entre as amostras utilizadas na pesquisa de estafilococos estdo “swab” superficial, pus,
sangue, aspirado traqueal ou liquido cefalorraquidiano para cultura, dependendo da
localizacdo do processo. A determinacdo de anticorpos no soro ndo tem qualquer valor.
Nos esfregacos de sangue ou pus verifica-se a presenca de estafilococos tipicos, porém,
ndo é possivel diferenciar os microrganismos saprofitas (S. epidermidis) dos patogénicos
(S. aureus) JAWETZ, MELNICK & ADELBERG, 1998).

O isolamento é realizado nos meios de cultura comuns, como 0 &gar-sangue. Varios
meios seletivo-indicadores, entre os quais se inclui o agar manitol-salgado, podem também
ser empregados para essa finalidade (MARTINS, 1999). As amostras semeadas em placas
de éagar sangue produzem coldnias tipicas em 18 horas a 37°C, mas a hemdlise e a
producdo de pigmento podem ocorrer apds varios dias, principalmente a temperatura
ambiente. As amostras contaminadas por uma microbiota mista podem ser cultivadas em
meios contendo NaCl a 7,5%, visto que esta concentracdo de sal inibe a maioria dos
microrganismos da microbiota normal, mas ndo S.aureus (JAWETZ, MELNICK &
ADELBERG, 1998).

Na pesquisa de estafilococos em alimentos o meio utilizado é o Agar Baird-Parker,
onde as colénias tipicas sdo circulares, lisas, umidas, de coloragdo cinza escuro a negro,
rodeadas ou ndo por halo transparente, duplo ou opaco. O diagndstico da intoxicacao
alimentar ¢ realizado pela pesquisa das enterotoxinas nos alimentos ingeridos e no vomito
do paciente. De modo geral, Staphylococcus aureus é encontrado em grande quantidade
(10° ufc/g) no alimento que contém a enterotoxina responsavel pelas manifestacdes
clinicas (MARTINS, 1999).

Han et al. (2005) estudaram o comportamento (sobrevivéncia, crescimento, formacéo
de enterotoxinas) de varias cepas de S. aureus numa simulacdo em escala laboratorial da
producgéo de queijo tofu. Das 15 cepas testadas, sete apresentaram bom crescimento em
Caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI) estéril com alta concentracdo de NaCl (6-12%
p/p), demonstrando sua halotolerancia. Cepas halotolerantes produtoras de enterotoxinas
foram inoculadas em varios estagios da producdo do queijo tofu. Niveis de 6 a 12% de
NaCl na salmoura foram baixos para inibir o crescimento microbiano e a producdo de
enterotoxinas. Igualmente, uma salmoura com 18% de NaCl néo foi suficiente para inibir o

crescimento microbiano, mas a producdo de enterotoxinas foi evitada. A salmoura com
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24% de NaCl foi eficiente em evitar o crescimento microbiano e a producdo de
enterotoxinas. A conclusédo foi de que para garantir um minimo de seguranga na producgéo
deste queijo contra a producdo de enterotoxinas estafilococicas deve ser utilizada uma
concentracéo final de 9% de NaCl.

Outros testes devem ser utilizados no diagnostico laboratorial como o teste da catalase
e o teste da coagulase. Com relacdo as provas soroldgicas e de tipagem, é possivel detectar
a presenca de anticorpos contra o acido teicdico em infeccBes profundas e prolongadas.
Essas provas soroldgicas tém pouco valor pratico. A fagotipagem € utilizada para a
avaliacdo epidemioldgica da infeccdo apenas em epidemias graves por S. aureus, COmo as

que podem ocorrer em hospitais.

1.2.8 Tratamento

A maioria dos individuos possui estafilococos na pele, no nariz ou na garganta. Mesmo
que se possa remover os estafilococos da pele, ocorrerd quase imediatamente nova
colonizagdo por perdigoto. Como 0s microrganismos patogénicos geralmente se
disseminam de uma lesdo para outras areas da pele através de dedos e pela roupa, €
importante manter assepsia local meticulosa para controlar a furunculose (JAWETZ,
MELNICK & ADELBERG, 1998).

Embora S. aureus possa ser suscetivel a acdo de varias drogas ativas contra bactérias
Gram-positivas (tais como penicilinas, cefalosporinas, eritromicina, aminoglicosidios,
tetraciclina e cloranfenicol), é também conhecido pela sua elevada capacidade de
desenvolver resisténcia a diversas delas. Portanto, a antibioticoterapia adequada das
infeccdes estafilococicas deve ser precedida da escolha da droga com base nos resultados
de testes de suscetibilidade (MARTINS, 1999).

A penicilina é a droga de escolha se a amostra for sensivel. A introdugdo do uso da
benzilpenicilina (penicilina G), na década de 40, resolveu, temporariamente, o problema do
tratamento das estafilococcias. Pouco depois, no entanto, foi relatado o surgimento de
amostras resistentes. A disseminagdo progressiva dessas amostras reduziu drasticamente o
valor terapéutico desse antimicrobiano, sendo que, atualmente, apenas um percentual
reduzido de amostras de S. aureus se apresenta sensivel a penicilina. A resisténcia a
penicilina é atribuida a producdo de enzimas capazes de inibir a acdo dessa droga,
conhecida como penicilases, ou, mais genericamente, betalactamase, codificadas por genes
plasmidiais (MARTINS, 1999).
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O emprego de meticilina e outras penicilinas semi-sintéticas (tais como a oxacilina e
cloxacilina) resistentes a acdo de penicilases, iniciado em 1959, representou uma etapa
significativa na terapia antiestafilococica. Contudo, a resisténcia a essas drogas foi
detectada cerca de dois anos apds. As amostras resistentes a meticilina se espalharam
rapidamente e sua frequéncia tem aumentado em diversas regides geograficas, sendo
responsaveis, particularmente, por surtos de infec¢Bes hospitalares. Um aspecto importante
é o fato de a resisténcia a meticilina ter, em geral, caracteristicas de heterogeneidade
variada, o que levou a denominar as amostras que a expressam como heterorresistentes.
Assim sendo, uma mesma amostra pode apresentar freqliéncia variavel de células
individualmente sensiveis e resistentes a essa droga, 0 que dificulta a sua deteccdo em
nivel laboratorial (MARTINS, 1999).

Uma outra importante droga para a qual os estafilococos (particularmente os resistentes
a meticilina) também tém se tornado resistentes é a gentamicina. A vancomicina é
considerada a droga de escolha para o tratamento de estafilococcias de carater grave,
especialmente as causadas por amostras multirresistentes, incluindo a meticilina. Alguns

estudos ja citam amostras resistentes a vancomicina (MARTINS, 1999).

1.2.9 Alimentos envolvidos em intoxicacOes estafilocdcicas

Os alimentos que geralmente estdo envolvidos com intoxicacdes estafilocdcicas
incluem as carnes e produtos carneos, aves e produtos com ovos, saladas com ovos, atum,
batatas e massas, produtos de panificacdo, assim como tortas recheadas, bombas de
chocolate, sanduiches recheados, leite e produtos laticinios (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2001).

1.3 Leite

Segundo o Decreto Lei n° 15.642 de 09 de fevereiro de 1946, o leite é “o produto
integral oriundo da ordenha completa e ininterrupta de vacas sadias e convenientemente
alimentadas e tratadas, excetuando-se o periodo entre 30 dias antes e 10 dias ap0s o parto”.
A raca tem influéncia na producdo e na composicdo do leite e, normalmente o teor de
gordura aumenta do 1° para o 2° dia de lactacdo e deste para o 3° dia do processo
permanecendo inalterado nos 4° e 5° dias do mesmo, diminuindo nos subseqentes
(SOUZA, 2001).
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A temperatura de congelamento do leite difere da agua por causa de sua composi¢cdo
basica que é solucdo verdadeira (SOUZA, 2001). No seu estado natural, o leite € um
liquido e sob esta forma €, normalmente, utilizado como alimento. Todavia, por se tratar de
um alimento muito rico em nutrientes e em estado facilmente assimilavel, a sua
conservacao sem intervencgdo tecnoldgica € praticamente impossivel sendo, portanto, uma
substancia altamente perecivel. Ao ser armazenado em condi¢Ges ambientais, o leite sofre
uma série de alteragdes devida, basicamente, a acdo dos microrganismos contaminantes.
Tais alteragdes e/ou transformacdes levaram ao desenvolvimento de varios derivados do
leite, que passaram a ser utilizados como alimento: a coalhada, o iogurte e o queijo que
surgiram empiricamente, muito antes que a tecnologia fosse conhecida (OLIVEIRA,
1986).

Com relagdo ao leite da espécie bovina, que é o mais utilizado, 0 componente que mais
varia € a gordura, sendo geralmente fixado o teor minimo de gordura no leite e
conseqiientemente, no queijo resultante, de acordo com o tipo e variedade. A gordura tem
um papel muito importante na cor, na consisténcia e no sabor final do queijo, ja que
promove uma melhor retencdo da umidade, diminuindo, portanto, as perdas por
desidratacdo durante a cura, armazenamento e comercializacdo. Além disso, ha o aspecto
econdmico a se considerar que € o rendimento, o qual é cerca de 30% maior quando a
gordura € transformada em queijo, em comparacao com a manteiga (OLIVEIRA, 1986).

Na fabricacdo de queijos, a qualidade do produto é diretamente proporcional a
qualidade do leite, que segundo alguns autores representa o elo fraco de uma cadeia de
eventos que determinam a qualidade do queijo. Varios séo os fatores que influenciam na
qualidade do leite, como: pouco incentivo a producéo de leite com qualidade, deficiéncia
de transportes, o clima quente e, sobretudo, o despreparo cultural de grande parte dos
produtores de leite (FURTADO, 1991).

Algumas propriedades do leite cru s&o fundamentais para o seu processamento, entre
elas: a sua composicdo (gordura, proteina, lactose, sais minerais); mudancas apds a sua
producdo (rancificacdo, oxidacdo, producdo de &cidos, desenvolvimento de off-flavor,
mudancas na micela de caseina); leite anormal (mastite); contaminagdes (bactérias
termoduricas, bactérias psicotroficas, bacteriofagos); presenca de residuos (antibioticos,
desinfetantes, metais). Quando se obtém o leite de um animal sadio, a manutencdo da sua
qualidade é uma questdo de observancia de uma série de regras, 0 que, na pratica, dada a
diversidade das condi¢bes de producdo, armazenamento, coleta e transporte, torna-se
dificil (FURTADO, 1991). Portanto, a observacao destas condi¢fes e dos fatores que a

afetam ¢é crucial neste processo.
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O leite para fabricacdo de queijos deve obedecer as mesmas exigéncias de qualidade e
de conservacdo requeridas para o leite pasteurizado (OLIVEIRA, 1986). O queijo minas
frescal é muitas vezes obtido a partir do leite cru, principalmente nos estabelecimentos
artesanais e nas pequenas industrias. A qualidade do leite cru e, por conseqiéncia, dos
leites pasteurizados e esterilizados, assim como de derivados, esta relacionada a fatores
como deficiéncias no manejo e higiene de ordenha, indices elevados de mastite,
manutencdo e desinfeccdo inadequadas dos equipamentos, refrigeracdo ineficiente ou até
inexistente, médo-de-obra desqualificada, entre outros (BRAMLEY & MAC-KINNON,
1990).

A pasteurizacdo tem como finalidade destruir todos os patdgenos que, por ventura,
estejam presentes no leite. Na pasteurizacdo do leite para a producdo de queijos, 0
tratamento térmico exigido para a destruicdo dos patégenos, ou seja, 72°C por 15
segundos, ou 63°C por 30 minutos, destrdi também os microrganismos laticos importantes
na producdo do sabor e aroma dos queijos durante a cura, principalmente, gerando a
exigéncia de se adicionar ao leite, apds a pasteurizacdo, culturas laticas selecionadas
especificamente para os diversos tipos de queijos (OLIVEIRA, 1986).

Na tentativa de evitar este problema muitos queijeiros optam pela pratica de empregar
temperatura entre 68°C e 70°C durante os mesmos 15 segundos. Esta é uma medida
fraudulenta do ponto de vista de Saude Publica, visto que tais temperaturas ndo séo
suficientes para destruir os microrganismos patogénicos resistentes (OLIVEIRA, 1986).

Sob o aspecto microbiol6gico, 0os microrganismos produtores de gas sdo de extrema
importancia por causa dos problemas de estufamento de queijos, sendo que os coliformes e
os esporulados do género Clostridium sdo os mais importantes. Também € de extrema
importancia que o leite para queijos ndo apresente inibidores bacteriolégicos como
antibioticos, por exemplo, visto que a agdo da cultura latica € essencial na fabricacdo de
praticamente todos os tipos de queijo (OLIVEIRA, 1986).

O leite deve ser filtrado, podendo ser clarificado dependendo de sua qualidade e do tipo
de queijo que se deseja obter. A refrigeracao do leite nas fazendas tem sido cada vez mais
usada como um recurso para evitar a deterioracdo do leite (elevagdo da acidez) e para
minimizar os custos de transporte, ja que o leite é coletado a cada 2 ou 3 dias (FURTADO,
1991).

Existem varios tratamentos corretivos que permitem restabelecer praticamente todas as
caracteristicas normais do leite, mas, no caso do leite cru o mais recomendado é a
pasteurizacdo (72°C/15 segundos), ap6s o qual diversos tratamentos podem ser aplicados

no sentido de recuperar a aptidao original do leite para a coagulacdo e fabricacdo de
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queijos como a adicdo de cloreto de célcio, a pasteurizacdo lenta do leite, a pré-maturacdo
do leite com fermento e ainda a maturacao prolongada do leite com fermento (FURTADO,
1991).

Um dos fatores que altera a qualidade do leite é a mastite. A mastite € uma infeccdo
que pode ser causada por Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenes e
Staphylococcus aureus. Doenca comum em rebanhos bovinos pode se manifestar de trés
formas diferentes: mastite clinica (reconhecivel ao olho nu e ao tato), mastite subclinica
(ndo é evidente, mas provoca secre¢do de leite anormal) e mastite latente (detectada
somente através de exames bacterioldgicos). Uma série de alteracfes na composicdo fisico-
quimica do leite ocorre devido a mastite, dentre elas: mudanca no teor de gordura do leite;
variacbes nas fracGes protéicas — teores de caseina, alfa-lactoalbumina e beta-
lactoglobulina tendem a diminuir e teores de soroalbumina e imunoglobulinas tendem a
aumentar; diminuicdo do teor de lactose; aumento no teor de cloretos (NaCl) e redugéo no
teor de K e Ca; aumento dos teores de catalase, fosfatase alcalina e xantina oxidativa;
aumento do pH e da viscosidade (FURTADO, 1991).

1.4 Queijo Minas Frescal

O queijo minas pode ser considerado um tipo de queijo desenvolvido no Brasil e que
teve sua origem nas fabricacdes caseiras difundidas no Estado de Minas Gerais, as quais
existem até hoje. Foi na década de 1930, que o referido queijo teve a sua definigdo
tecnoldgica e desde entdo tem crescido o volume de queijo minas fabricado em industrias
organizadas comercialmente (OLIVEIRA, 1986).

O Regulamento Técnico para Fixacdo de lIdentidade e Qualidade de Queijo Minas
Frescal (BRASIL, 1997) estabeleceu a identidade e 0s requisitos minimos de qualidade que
deverd4 cumprir o queijo minas frescal destinado ao consumo humano. Segundo esta
portaria, entende-se por queijo minas frescal, o queijo fresco obtido por coagulacdo
enzimatica do leite com coalho e/ou enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou
ndo com acéo de bactérias lacticas especificas. E classificado como um queijo semigordo,
de alta umidade, a ser consumido fresco. Além disso, apresenta baixo pH (5,1-5,6) e em
torno de 1,6% de NaCl (FREITAS et al., 1993).

Tecnologicamente, 0 queijo minas ndo exige muita gordura na sua massa, embora o
mesmo responda favoravelmente quando é mais elevado. Um leite integral, ou seja, com
teores de gordura na faixa de 3 a 4%, apresenta-se como ideal para a fabricagdo de queijo

minas. Entretanto, em termos tecnoldgicos, o leite deve apresentar-se dia-a-dia com uma



27

composi¢cdo 0 mais constante possivel, a fim de permitir a padronizacdo da qualidade do
produto. Para que tal resultado seja obtido, é recomendavel a padronizacao do leite a um
teor de gordura que possa ser mantido constante durante todo o ano, como por exemplo,
3,5%. Sob o ponto de vista higiénico-sanitario, o leite para queijo minas deve ser
pasteurizado, visto que o Queijo Minas Frescal € normalmente consumido antes de dois
meses apos a fabricacdo (OLIVEIRA, 1986).

O queijo minas tem sido o objeto de estudo de varios pesquisadores em diferentes
regides do pais. Os diferentes estudos buscam avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e as
condicBes microbioldgicas deste produto, avaliando também a metodologia para
enumeracdo de microrganismos e dos melhores meios de cultura para isolamento destes
microrganismos. O interesse por este produto se deve ao fato de que o queijo minas esta
relacionado a doencas de origem alimentar, como intoxicacdes estafilocdcicas. Além do
que, muitas sdo as espécies enteropatogénicas que tém sido encontradas no leite e em
queijos armazenados sob temperaturas de refrigeracdo. A contaminagdo pos-pasteurizacéo,
producdo, manipulacdo, equipamentos, temperaturas inadequadas durante o transporte e
condicBes de estocagem podem resultar em altos niveis de microrganismos patogénicos e
enterotoxinas no queijo (ARAUJO et al., 2002).

Almeida Filho e Nader Filho (2000) investigaram a presenca e o nimero de cepas de S.
aureus em 80 amostras de queijo minas frescal produzido artesanalmente e comercializado
na cidade de Pocos de Caldas, MG. Os resultados obtidos evidenciaram a presenca do
microrganismo em 50% das amostras cujas contagens revelaram valores médios em torno
de 10° UFC/g de queijo. Tais contagens apresentaram-se bem préximas das que s&o
requeridas para a producéo de enterotoxinas.

Peresi (2001) avaliou a qualidade microscdpica e microbioldgica de queijos minas
frescal de 30 amostras de origem artesanal e 30 amostras de origem industrial. Foi
realizada a contagem de coliformes fecais, a enumeracdo de estafilococos coagulase-
positiva, pesquisa de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes. As cepas de Salmonella
spp. e de estafilococos coagulase-positiva foram testadas quanto a resisténcia aos agentes
antimicrobianos. Seus resultados revelaram sete amostras industriais e 23 amostras
artesanais em desacordo com os padrdes da legislacdo vigente, causados principalmente,
pela presenca de coliformes fecais e/ou estafilococos coagulase-positiva em niveis
elevados. Ndo houve isolamento de Listeria monocytogenes em nenhuma das amostras,
enquanto que, Salmonella spp. foram detectadas em duas amostras artesanais. Das cepas de
estafilococos coagulase-positiva isoladas 50% foram resistentes a penicilina, 4,5% a

tetraciclina e 4,5% a ambas. Os resultados microscopicos demonstraram que 20% das
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amostras artesanais continham matérias estranhas externas e internas, sendo os fragmentos
de insetos e pélos de animais, as mais freqlentes; das amostras industriais, 8 %
apresentaram matérias estranhas internas, sendo a totalidade delas contaminadas por
fragmentos de insetos.

Loguercio e Aleixo (2001) avaliaram a qualidade microbiol6gica do queijo minas
frescal produzido artesanalmente em Cuiaba, MT. Trinta amostras foram coletadas de dois
pontos de comercializacdo e submetidas a contagem de Staphylococcus aureus em placas e
a contagem estimativa de coliformes totais e fecais e Escherichia coli pela técnica do
NUmero Mais Provavel — NMP. Na determinacdo de coliformes fecais, 28 amostras
(93,33%) apresentaram contagem acima de 10° NMP/g de queijo e na contagem de
Staphylococcus aureus, em 29 amostras (96,67%) obteve-se valores superiores a 10°
UFC/g de queijo.

Araljo et al. (2002) investigaram a presencga de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli enteropatogénica (EPEC), Aeromonas spp. e Yersinia spp. em 45 amostras de queijos
minas frescal de trés diferentes marcas comercializadas na cidade do Rio de Janeiro, RJ. S.
aureus foi isolado em 20% das amostras, dos quais 17,7% estavam acima dos limites
estabelecidos pela legislacéo brasileira. Aeromonas hydrophila e Aeromonas caviae foram
detectadas em 17,7% das amostras. Yersinia spp. ndo foi detectada. EPEC foi isolada em
21,1% das amostras e 0s sorogrupos mais achados foram 0127, seguido do O55 e O26.

Carmo et al. (2002) analisaram amostras de queijo minas frescal e leite cru suspeitos de
serem a origem de dois surtos alimentares que acometeram 378 pessoas nas cidades de
Passa-Quatro e Manhuagu, MG. As anélises dos queijos minas frescal mostraram que S.
aureus estava presente nas amostras com contagens variando entre 2,4 x 10° e 2,0 x 10°
UFC/g. Foi detectada a producdo das enterotoxinas SEA, SEB e SEC. No leite cru foi
evidenciada a presenca de estafilocoocs coagulase-negativa com contagens acima de 2,0 x
10® UFC/qg e, foi detectada a producéo das enterotoxinas SEC e SED.

Isepon, Santos e Silva (2003) analisaram a qualidade microbioldgica de queijos minas
frescal comercializados na cidade de Ilha Solteira — SP. Foram determinadas as contagens
de microrganismos mesofilos, contagem de microrganismos proteoliticos e de coliformes.
Segundo seus resultados 75% das amostras situaram-se fora dos padr@es microbioldgicos
vigentes. Almeida & Franco (2003) analisaram 20 amostras de queijo minas frescal atraves
das andlises de Salmonella sp., coliformes fecais e Staphylococcus aureus. Seus resultados
demonstraram que das 20 amostras analisadas, 18 foram positivas para coliformes fecais,

duas foram estafilococos coagulase-positivas e em nenhuma se isolou Salmonella sp.
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A contagem de Staphylococcus aureus € usada como um indicador de contaminacéo
pos-processamento em industrias de laticinios, possibilitando o controle sanitario destes
produtos. Estudos tém mostrado que o queijo minas frescal e outros laticinios estdo
envolvidos em varios surtos de intoxicagdo alimentar estafilococica no Brasil e em outros
paises. A Resolugdo RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), que estabelece
0 Regulamento Técnico sobre PadrGes Microbioldgicos para Alimentos, preconiza que
para queijos de muito alta umidade, em torno de 55%, incluindo os queijos coalho com
umidade correspondente, minas frescal e outros, devem ser pesquisados 0s seguintes
microrganismos: coliformes a 45°C (5x10° UFCIg), estafilococos coagulase-positiva
(5x10% UFC/g), Salmonella sp (auséncia em 25g) e Listeria monocytogenes (auséncia em
25Q).

1.5 Deteccdo de patdgenos alimentares

A analise microbioldgica de um produto alimenticio pode ser conduzida para investigar
a presenca ou a auséncia de microrganismos nesse produto ou para quantificar os
microrganismos presentes e para identificar e caracterizar as diferentes espécies
microbianas. Inumeros métodos laboratoriais de andlise podem ser utilizados e,
atualmente, esses métodos sdo comumente divididos em métodos “convencionais” e
métodos “rapidos” (FRANCO, 2004a).

Os métodos convencionais recebem essa denominacéo porque foram desenvolvidos ha
muitos anos e desde entdo vém sendo empregados como métodos oficiais na maioria dos
laboratdrios brasileiros e também em outros paises. Esses métodos estdo descritos em
publicacdes consideradas de referéncia, internacionalmente aceitas. Entre essas
publicacOes destacam-se o Bacteriological Analytical Manual (BAM), publicado em
conjunto pela United States Food and Drug Administration (FDA) e pela Association of
Official Analytical Chemists International (AOAC International,), o Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods, editado pela American Public
Health Association (APHA) e o Microorganisms in Foods — their significance and
methods of enumeration, publicado pela International Commission on Microbiological
Specifications for Foods (ICMSF). Além destes, existem ainda os métodos recomendados
por outras associacdes como a International Organization for Standardization (ISO), a
International Dairy Federation (IDF) e outras (FRANCO, 2004a).

Os métodos convencionais de deteccdo de bactérias em alimentos envolvem etapas de

pré-enriquecimento e enriquecimento seletivo seguidos por testes de identificacdo



30

morfoldgica, bioquimica e imunoldgica. Apesar de serem bem estabelecidos e de
requererem materiais de consumo mais baratos, tais procedimentos apresentam algumas
desvantagens como o intenso trabalho e a espera pelos resultados finais por varios dias.
Muitos trabalhos vém sendo desenvolvidos na busca de métodos rapidos e confiaveis para
a deteccdo de microrganismos em alimentos (LANTZ, HAHN-HAGERDAL &
RADSTROM, 1994).

Os métodos rapidos surgiram a partir da década de 70, como conseqiiéncia da
necessidade de se abreviar o tempo necessario para a obtencdo de resultados analiticos,
melhorar a produtividade laboratorial, simplificar o trabalho e reduzir custos. Além dessas
vantagens, alguns desses métodos apresentam maior sensibilidade e especificidade que os
métodos convencionais (FRANCO, 2004a). Entre os métodos rapidos estd a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR).

A PCR tem sido estabelecida em diagnosticos microbiol6gicos como uma valiosa
alternativa para os méetodos convencionais. Rapidez, bom limite de deteccdo, seletividade e
potencial para otimizacdo sdo as maiores vantagens deste método. Entretanto, existem
algumas variaveis a serem consideradas no uso da PCR, como o custo do alto investimento
tecnoldgico, a necessidade de aprovacdo oficial, regulamentos e instrucdes padronizadas
(MALORNY et al., 2003).

Wang, Cao e Cerniglia (1997) desenvolveram um protocolo universal de PCR para a
deteccdo de 13 espécies de patdgenos alimentares. O protocolo utilizou um meio de cultura
universal e as mesmas condi¢fes de PCR com os 13 sets de primers especificos. As
espécies de patdgenos alimentares examinadas neste trabalho foram: Escherichia coli, E.
coli-ETEC, E. coli-O157-H7, Shigella spp., Salmonella spp., Yersinia enterocolitica, Y.
pseudotuberculosis, Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus.

Kuchta et al. (2002) apresentaram um método baseado na PCR que fornece resultados
definitivos no terceiro dia apés a coleta da amostra. Este método é equivalente a ISO 6579
em termos de limite de detec¢cdo da amostra e com 100% de exatiddo. Kuchta et al. (2003)
apresentaram um meétodo também baseado na PCR para a deteccdo de Listeria
monocytogenes que fornece resultados definitivos no terceiro dia apds a coleta das
amostras. Este método é equivalente a EN 1SO 11290 ou a ISO 10560 em termos de limite

de deteccdo da amostra e com 100% de exatid&o.
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1.5.1 Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR, concebida em 1983 por Kary Mullis, ¢ um método de amplificacdo de
sequéncias especificas de DNA ou RNA. Repetidas séries do ciclo envolvem a
desnaturacdo do DNA molde, o anelamento dos primers e a extensdo dos primers anelados
pela DNA polimerase resultando em uma acumulagdo exponencial de fragmentos
especificos. Devido a extensdo do primer, os produtos sintetizados em um ciclo podem
servir de molde para os proximos e o numero de copias do fragmento alvo dobra a cada
ciclo (ERLICH, 1992).

Entre as aplicacbes deste método estdo a clonagem de genes ou fragmentos de
DNA/RNA,; o diagnostico genético; testes de mutacdes; teste de paternidade; mutagénese
para investigacdo da funcdo protéica; para avaliar diferencas quantitativas na expressdo
genética; transcricdo reversa; identificacio de mudancas na expressdo de genes
desconhecidos, Diferencial Display (DD)-PCR; andlises forenses; controle de qualidade
industrial (ERLICH, 1992).

Os componentes essenciais para a PCR sdo a DNA polimerase termoestavel, os
primers oligonucleotideos, desoxinucleotideos (dANTPs), DNA molde, ions magnésio,
tampao e agua. Geralmente o volume total de reacdo varia de 25 a 100 pl.

DNA alvo (molde): para a PCR deve haver ao menos uma cdpia intacta do DNA alvo.
Um grande namero de cépias aumenta a probabilidade de sucesso na amplificacdo do
DNA. O gene alvo pode ser de <0,1 a poucas kilobases. A quantidade de DNA tipicamente
usada para PCR varia de 0,05 a 1,0 png. Uma amostra ndo necessita ser altamente
purificada e pode ser preparada pela lise das células ou pela fervura. Todavia, algumas
impurezas — como formalina, heparina, agentes quelantes de Mg?*, detergentes e metais
pesados (especialmente Fe’* e Fe **) podem ser eliminados ou diluidos a ponto de néo
inibir a amplificacdo do DNA (ATLAS & BEJ, 1994).

Primers Oligonucleotideos: Primers oligonucleotideos ou iniciadores sdo pequenas
bandas Unicas (segmentos de DNA), complementares a extremidade 5’das bandas do DNA
alvo a ser amplificado. Para que o anelamento do primer ocorra especificamente na regido
do DNA a ser amplificada, deve haver uma completa identidade entre 0 DNA alvo e a
sequéncia nucleotidica do primer. Tipicamente os primers sdo compostos de 15 a 30
nucleotidios preferivelmente sem sobreposicdo nas extremidades 3’. Existem varios
programas de computador que auxiliam na selecéo e desenho de primers para amplificacdo
de sequiéncias especificas. Estes programas ajudam a evitar erros na amplificacdo de locais

que ndo sdo alvo no DNA, além de selecionar primers com contedo similar das bases
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G+C permitindo entdo que uma eficiente temperatura de anelamento seja utilizada
(ATLAS & BEJ, 1994).

Todos os primers para a amplificacdo do DNA alvo devem ter aproximadamente a
mesma temperatura de fusdo — melting temperature (Tm), ou, mais especificamente, a
mesma temperatura de anelamento (Ta) para 0 DNA molde, e uma média de G+C de 40-
60%. A Ta dos primers pode ser calculada tanto pela temperatura de fusdo (Tm) através da
equacdo Ta = Tm —5°C = 2(A+T) + 4(G+C) — 5°C, como pelo uso de microcomputadores.

ConcentracGes de primers entre 0,1 a 0,5uM sdo recomendadas. Altas concentracfes
podem promover a formacdo de produtos ndo-especificos e baixas concentracdes podem
permitir o anelamento da banda complementar competindo com o anelamento do primer,
reduzindo o rendimento (ATLAS & BEJ, 1994).

DNA Polimerase: a concentracdo recomendada da Taqg polimerase para PCR varia
entre 1 a 5 U por 100 ul. Se a concentracdo da enzima for muito alta, produtos néo-
especificos podem se formar. Se a concentracdo da enzima for muito baixa, serd obtida
uma gquantidade insuficiente do produto desejado. A Taq polimerase tem uma atividade
6tima em torno dos 70°C e ndo ¢ inativada por curtos periodos a temperaturas que
desnaturam os fragmentos formados pela PCR (usualmente 90 a 95°C). A Taq polimerase
tem uma meia-vida de 45 minutos a 95°C (ATLAS & BEJ, 1994).

Desoxirribonucleotideos livres sdo requeridos para a sintese de DNA. As
concentragfes de dNTPs para PCR devem ficar entre 20 a 200 uM para cada
desorribonucleotideo para dar uma 6tima especificidade. Os quatro dNTPs (dATP, dTTP,
dGTP, dCTP) devem ser usados em concentra¢fes equivalentes para minimizar erros na
incorporacdo dos dNTPs (ATLAS & BEJ, 1994).

fons Magnésio (MgCly,): A concentracdo dos inos magnésio afeta o anelamento dos
primers, a temperatura de fusdo do DNA (Tm) e a atividade da enzima. PCRs devem
conter enre 0,5 a 2,5 mM de magnésio sobre o total da concentracdo de dNTP. Varias
concentracfes de MgCl,, usualmente variando entre 1,5 a 4 mM podem ser empregadas
para aumentar a especificidade e melhorar o rendimento dos produtos da PCR (ATLAS &
BEJ, 1994).

Reacdo tampédo: Em adicdo aos reagentes diretamente envolvidos na reacdo, a PCR
requer um tampao apropriado. A reacdo tampdo recomendada é a de 10 a 50mM de Tris
HCI (pH 8,3 a 8,9) (ATLAS & BEJ, 1994).

A PCR envolve ciclos repetidos de altas temperaturas para separar os filamentos de
DNA, temperaturas relativamente baixas para permitir a hibridizacdo dos primers

(anelamento) com as regides complementares do DNA alvo, e uma temperatura
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intermediaria para a extensdo do primer. A variacdo da temperatura é realizada através do
termociclador. E essencial que o termociclador promova aquecimento e resfriamento
uniformes, fornecendo resultados uniformes em todas as reacdes (ATLAS & BEJ, 1994).

A temperatura apropriada para o anelamento dos primers depende da composic¢ao de
bases, tamanho e concentragdo dos primers de amplificacdo. A temperatura de anelamento
ideal é aquela que esta cerca de 5°C abaixo da verdadeira temperatura de fusdo (Tm) dos
primers. Temperaturas de anelamento que variam entre 55 a 72°C geralmente rendem os
melhores resultados (ATLAS & BEJ, 1994).

Métodos baseados na PCR podem ser utilizados para caracterizar cepas que Sao
isoladas e purificadas por métodos tradicionais de cultura. Eles substituem as etapas finais
dos métodos convencionais, isto é, confirmacdo bioquimica e soroldgica. A PCR também
pode ser utilizada para a detec¢do de bactérias em alimentos pela sua aplicagdo direta nos
produtos alimenticios, nos meios de pré-enriquecimento ou nos meios seletivos contendo
culturas mistas. Ela pode ser aplicada ap6s uma curta etapa de preparacdo da amostra
envolvendo concentracdo e lise das bactérias (RIJPENS & HERMAN, 2002).

A PCR detecta tanto células viaveis quanto células ndo-viaveis A etapa de
enriquecimento antes da PCR garante que a detec¢do é baseada somente nas células viaveis
até porque as células ndo-viaveis juntamente com os inibidores da PCR estdo diluidos no
meio de enriquecimento. A sensibilidade da técnica de PCR é aumentada quando uma
etapa de enriquecimento é utilizada antes da PCR (LANTZ, HAHN-HAGERDAL &
RADSTROM, 1994).

Segundo Rijpens e Herman (2002) uma quantidade minima de 10* bactérias/mL no
meio de enriquecimento é necessaria para deteccdo em uma PCR com 30 ciclos. O periodo
de enriquecimento necessario para alcancar este nUmero é extremamente dependente do
microrganismo e do alimento. As bactérias presentes nos alimentos encontram-se na
maioria das vezes, no estado de injuria e por isto requerem um periodo de recuperacao
antes de alcancar seu total potencial de crescimento.

Quando a PCR é aplicada em meios de pré-enriquecimento, uma possivel inibicdo pelo
meio ou por componentes dos alimentos deve ser considerada. Em geral, uma curta
preparacdo das amostras, baseada em etapas de centrifugacdo, filtracdo e lavagem séo
suficientes para evitar tal inibicdo (RIJPENS & HERMAN, 2002).

A interferéncia da PCR ocorre na maioria das vezes pela presenca de inibidores nos
alimentos que podem afetar a ligagdo dos primers ou a eficiéncia da amplificacdo ou ainda
causar resultados falso-negativos. Na aplicagdo da PCR para deteccdo de patdgenos

alimentares, alimentos com alto teor de proteina e gordura, como frango, carne, queijos,
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entre outros, tendem a interferir na amplificacdo. Isto pode ser devido a presenca de
proteinases nestas amostras, que podem degradar a enzima. Além dos componentes dos
alimentos, altos niveis de alguns ingredientes utilizados no enriquecimento ou meio e
componentes utilizados na extracdo de DNA de amostras de alimentos também podem
interferir na PCR. Por esta razdo, por causa da complexidade dos alimentos, 0 método
desenvolvido para um tipo de alimento em particular pode néo ser utilizavel para outros
alimentos (FENG, 2001). Powell et al. (apud RIJPENS & HERMAN, 2002) encontraram
uma proteinase presente no leite que inibia a PCR pela degradacdo da Taq polimerase.
Bickley et al. (apud RIJPENS & HERMAN, 2002) relataram que os ions de célcio
presentes no leite eram a maior fonte de inibicdo da PCR e que o seu efeito inibitério pode
ser parcialmente removido pelo aumento da concentracdo de magnesio na reacao.

Um exemplo desta questdo € que a extracdo usando detergentes e condicGes alcalinas
pode reduzir os efeitos inibidores da PCR de alimentos constituidos por altas
concentracfes de proteinas e gorduras, mas, outros alimentos podem requerer etapas de
diluicdo, lavagens, filtracdo e/ou centrifugacdo para remover os inibidores (FENG, 2001).

McLauchlin et al. (2000) desenvolveram uma reacdo simplex de PCR para a detecgédo
dos genes das enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH e SEI juntamente com
0 gene da toxina TSST-1 produzidas por S. aureus. Cento e vinte e nove culturas de S.
aureus foram selecionadas, 39 das quais foram retomadas de 38 incidentes de intoxicagédo
alimentar  estafilococica. Também foram analisados alimentos contaminados
artificialmente e alimentos contaminados naturalmente com S. aureus. A contaminagéo
artificial de alimentos foi realizada para verificar: (i) a sensibilidade do método através da
inoculacdo de diferentes niveis de S. aureus nos alimentos e, (ii) para simular a
temperatura em que 0s S. aureus crescem nos alimentos contaminados. Os alimentos
reconhecidos como potencial veiculo de intoxicacdo alimentar estafilococica (sopa de
cogumelos enlatada, creme de leite, queijo cotage, queijo mussarela, queijo gordo e
presunto fatiado) foram comprados em supermercados e contaminados com culturas
bacterianas de S. aureus previamente caracterizadas como enterotoxigénicas pela
distribuicdo uniforme de 100 uL de suspensdo bacteriana em 0,5 mL de alimento liquido
ou 0,5 g de alimento s6lido ou semi-solido. As amostras de alimentos foram inoculadas
com 107, 10° 10°, ou 10* UFC de S. aureus (que mostraram conter o gene que codifica a
enterotoxina SEA) e foram homogeneizadas com 5 mL de agua.

Os resultados da PCR para detec¢cdo dos genes de enterotoxinas nas 129 cepas foram:
SEA (12), SEA +SEB (2), SEA+SEC + TSST-1 (2), SEA + SED (4), SEA +SEG+SEH
(1), SEA + SEH (4), SEA + TSST-1 + SEG (10), SEA + TSST-1+ SEG + SEI (2), SEB
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(5), SEB + SEC + SEG + SEI (2), SEB +SEG (2), SEB + SEG + SEI (5), SEB +SEH (1),
SEC (7), SEC + SED + SEG + SEI (2), SEC + SEG (2), SEC +SEG + SEI (1) SEC + SEH
(1), SEC + TSST-1 (16), SEC +TSST-1 +SEE (10), SEC + TSST-1 + SEG (1), SEE (1),
SEE + TSST-1 (2), SEG (14), SEH (13), SEI (1) entre outros. Das cepas suspeitas de
envolvimento em intoxicacdo alimentar, 9, 4 e 2 foram devidos a SEA, SEB e SEC
(sozinhas ou associadas com outra enterotoxina), respectivamente. Os resultados da PCR
nos alimentos contaminados com SEA em diferentes niveis de S. aureus mostraram uma
nitida inibicdo das reagdes mas, isto foi parcialmente superado pela diluicdo. O exame da
amostra controle (a diluicdo de células viaveis em agua) indicou que o limite de
sensibilidade para a detec¢do do gene da SEA foi < 4 S. aureus por teste. Um nivel similar
de sensibilidade, de 4 a 40 UFC de S. aureus, foi alcangado na sopa e no presunto
contaminados artificialmente. Porém, a deteccdo de genes das enterotoxinas foi fraca ou
ndo foi obtida nos quatro produtos laticinios (queijos e creme de leite). Com relacdo ao
teste da temperatura, no qual avaliou-se o crescimento ap6s 30 minutos e 24 horas de
incubacédo a 37°C, o crescimento do microrganismo inoculado foi detectado na sopa, no
creme de leite e no presunto; algum crescimento foi detectado no queijo mussarela e no
queijo gordo; células ndo-viaveis de S. aureus foram obtidas do queijo cotage. Uma
variedade de diferentes cepas de S. aureus foi utilizada na inoculagdo da sopa e a
amplificacédo dos genes de enterotoxinas de todas elas foi alcangada. Na sopa, no creme de
leite e no presunto, os genes de enterotoxinas apropriados foram detectados, sendo que o
creme de leite apresentou a deteccdo mais fraca. SEA e SED foram detectadas no queijo
gordo e SEA no queijo mussarela, embora a amplificacdo tenha sido moderada. Nao houve
deteccdo da SED nos queijos cotage e mussarela artificialmente contaminados ou da SEA
no queijo cotage.

Ercolini et al. (2004) estabeleceram uma PCR para detectar S. aureus em leite cru e em
queijos fabricados a partir do leite cru. As amostras de leite foram contaminadas
artificialmente, por diluicbes decimais, com a cepa S. aureus FRI 137, que contém o0s
genes nuc, sec, seg, seh e sei, e foram utilizadas na producdo dos queijos. O numero de
células viaveis foi determinado através do plaqueamento das diluices em Agar Padrdo
Contagem (PCA). O Agar Baird-Parker foi utilizado para a contagem de estafilococos
vidveis em leite e queijos, ndo contaminados artificialmente, usados como controle. O
microrganismo foi detectado em uma contaminacdo inicial de 10° UFC/mL pela
amplificacdo dos genes nuc e seh. Um nivel de 10° e 10" UFC/mL foi necessario para
detectar seg, ou sei e sec. A extracdo de DNA e a amplificagdo da PCR foram realizadas a
partir da cultura de leite que teve enriquecimento. Neste caso o limite de deteccdo
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aumentou para 10> UFC/mL ap6s 24 horas de enriquecimento quando o alvo eram os genes
nuc, seg e seh. Apds 48 horas de enriquecimento todas as amplificagdes da PCR renderam

resultados positivos.

1.5.2 Multiplex PCR

A multiplex PCR consiste na amplificacdo simultanea de varios genes pelo uso de
maltiplos pares de primers na mesma reacdo (ATLAS & BEJ, 1994; HENEGARIU et al.,
1997). O papel dos reagentes da PCR tem sido discutido e os protocolos de multiplex PCR
tém sido descritos por varios grupos. Todavia, poucos estudos tém apresentado uma
extensiva discussdo sobre alguns fatores (ex., concentracdo dos primers, perfil do ciclo de
amplificagéo, etc.) que podem influenciar os resultados da multiplex PCR.

Henegariu et al. (1997) desenvolveram um estudo em que mais de 50 locus foram
amplificados sob varias combinagdes de multiplex PCR utilizando um mesmo tampéo de
reacdo contendo KCI. Segundo seus resultados sdo especialmente importantes para o
sucesso da multiplex PCR a concentra¢do dos primers dos varios loci, a concentracdo do
tampdo de reacédo, as temperaturas do ciclo de amplificagcdo e o balango entre o cloreto de
magnésio e a concentracdo de desoxirribonucleotideos (ANTPs). Também foram avaliados
0 tempo e a temperatura de extensdo, o tempo e a temperatura de anelamento e a
quantidade de Taq polimerase e de DNA molde.

Kapley et al. (2000) descreveram o papel dos ciclos de temperatura na garantia de uma
deteccdo eficiente. Eles avaliaram o efeito do programa do termociclador, da concentracéo
dos primers e a sensibilidade da multiplex PCR.

Becher, Roth e Peters (1998) desenvolveram um teste de multiplex PCR para detec¢édo
de mdltiplos genes de toxinas estafilococicas que usam sets de primers individuais para
cada gene de toxina. Monday e Bonach (1999) desenvolveram um teste de multiplex PCR
para todos 0s genes de toxinas ja caracterizadas (sea-sej) e tst que também requer um Unico
set de primers para deteccdo de genes individuais. Dodd, Sharma e Rees (2000)
desenvolveram um teste de multiplex PCR de reacdo Unica para genes de enterotoxinas de
S. aureus que utiliza um primer universal de genes de toxina em combina¢do com primers
toxina-especificos para amplificar produtos caracteristicos de genes de toxinas
estafilococicas.

Mehrotra, Wang e Johnson (2000) desenvolveram um teste de multiplex PCR para
deteccdo de genes das enterotoxinas estafilococicas A a E (sea, seb, sec, sed e see), da

toxina 1 da Sindrome do Choque Toxico (tst), das toxinas esfoliativas A e B (eta e eth), e
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do gene de resisténcia intrinseca a meticilina (mecA). Dos 176 isolados testados, 107 foram
coletados de *“swabs” nasais de humanos saudaveis, 47 eram oriundos da Holanda e 19
eram cepas MRSA obtidos em um estudo nacional no Canada. Dos 107 isolados, 21
(19,6%) foram positivos para SEA, 26 (24,3%) para TSST-1, 6 (5,6%) para SEB, 8 (7,5%)
para SEC e 2 (1,9%) para SED. Nenhum dos isolados foi positivo para SEE, ETA, ETB ou
para o gene mecA. Dos 47 isolados oriundos da Holanda, 6 foram positivos para SEA, 1
para SEB, 3 para SEC, 4 para ETA, e 11 para TSST-1. Entre as 19 cepas MRSA, 18 foram
mecA positivo, 3 foram positivas para SEA, 2 para SEB, 3 para SEC, 2 para SED, 3 para
SEE E 1 continha o gene para TSST-1. Todos os isolados testados foram positivos para o
gene femA. Este teste demonstrou grande especificidade, rapidez, confiabilidade e uma
alternativa econémica para os testes convencionais de PCR usados em laboratérios clinicos
para identificar varios genes de toxinas estafilococicas.

Tamarapu et al. (2001) desenvolveram uma multiplex PCR para deteccdo e
diferenciacdo de S. aureus enterotoxigénicos em leite desnatado e queijo tipo cheddar. As
amostras foram contaminadas artificialmente com as cepas de S. aureus ATCC 12600 e S.
aureus 33862 e diluidas de 1 até 10® UFC/mL. Os primers para o gene sec (enterotoxina
C) e para o gene nuc (termonuclease) foram utilizados para as rea¢6es simplex e multiplex
PCR. Para a simplex PCR, os produtos dos genes nuc e sec apresentaram os tamanhos
esperados e foram observados satisfatoriamente em 10" UFC/mL de S aureus no leite
desnatado e em 10" UFC/20g de queijo tipo cheddar. Para a multiplex PCR, os produtos
da reagdo foram observados nas diluicdes de 10° a 10% UFC/mL para o leite desnatado e
na diluicdo 10? UFC/20g para o queijo. Em ambos os produtos, a sensibilidade da
amplificacdo foi diminuida em 1 log na multiplex PCR quando comparada com a simplex
PCR. Chamberlain et al. (1994) sugeriram que uma competicdo entre oS primers na
multiplex PCR pode diminuir a sua sensibilidade.

Néjera-Sanchez et al. (2003) desenvolveram dois protocolos de multiplex PCR para
deteccdo de S. aureus enterotoxigénicos: uma reacdo foi desenvolvida para detectar
simultaneamente 0s genes das enterotoxinas SEA, SEB e SEE. A outra reacdo foi
desenhada para detectar os genes das enterotoxinas SEC e SED. Ambas as reac0es foram
padronizadas com o uso das cepas enterotoxigéncias de referéncia: FRI 722 (SEA), FRI
1007 (SEB), FRI 137 (SEC1), FRI 472 (SED) e FRI 326 (SEE). Os protocolos
padronizados foram utilizados para determinar a presenca dos genes destas enterotoxinas
em 51 S. aureus isolados de carne (linglica, presunto e chouri¢o) e produtos laticinios
(leite em po e queijo) pela técnica de Baird-Parker. Os resultados mostraram que 50 das 51

cepas isoladas eram toxigénicas e produziram de uma a quatro enterotoxinas, sendo 0s
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tipos mais frequientes a SEA e a SED. Bergdoll (1990), Rodrigues et al. (1993), Un Lee et

al. (1998) e Vernozy-Rozand et al. (1996) demonstraram em seus trabalhos que a
determinacdo do tipo de enterotoxina sugere a possivel fonte de contaminacdo do alimento.
Assim sendo, SEA e SEB tém sido associadas com contamina¢do humana (principalmente
manipuladores de alimentos) e SEC e SED tém sido associadas com contaminacao animal
(principalmente em vacas e porcos).

Silva, Carmo e Silva (2005) analisaram 36 cepas de S. aureus isoladas de cabras com
mastite e 64 cepas de S. aureus isoladas de vacas com mastite para determinar a
distribuicdo dos genes que codificam as enterotoxinas SEA, SEB e SEC através da
multiplex PCR. Das cepas isoladas de vacas com mastite, 4 (6,3%) amplificaram os genes
da SEA e da SEB e 2 (3,1%) foram positivas para SEC. Das cepas isoladas de cabras com
mastite, 31 (86%) foram positivas para a multiplex PCR e o gene da SEC foi detectado em
todas elas.

1.6 Critérios Microbiol6gicos para Alimentos e Seguranca Alimentar

Entre os véarios pardmetros que determinam a qualidade de um alimento, 0s mais
importantes sdo aqueles que definem as suas caracteristicas microbioldgicas. Os critérios
microbiologicos sao utilizados para distinguir entre um produto aceitavel ou inaceitavel, ou
entre processos e praticas de manipulacdo de alimentos aceitaveis ou ndo. Os nimeros e 0s
tipos de microrganismos presentes no produto alimentar podem ser utilizados para avaliar
sua seguranca e qualidade microbiol6gica. A seguranca € determinada pela presenca ou
auséncia de microrganismos patogénicos ou suas toxinas, pelo numero de microrganismos
patogénicos e pelo controle ou destruicao destes agentes (PIERSON & SMOQT, 2001). Os
testes sobre a qualidade microbiolégica de um produto fornecem informacdes que
permitem avalid-lo quanto as condicGes de processamento, armazenamento e distribuicao
para 0 consumo, sua vida Util e quanto ao risco a saude da populacdo (FRANCO, 2004).

Para que a analise microbioldgica forneca resultados que permitam um julgamento
correto do produto analisado, é necessario que critérios de avaliagdo sejam claramente
estabelecidos. Esses critérios sdo definidos de modo a permitir uma avaliacdo confiavel e
valida, relacionada a segurancga que o produto oferece para o consumidor e também para o
produtor (FRANCO, 2004).

Os critérios microbioldgicos sdo usados para: (i) seguranca alimentar, (ii) adesdo as
Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF), (iii) manutencdo da qualidade (vida util) de certos

alimentos pereciveis, e (iv) conformidade de ingredientes alimentares. Além disso, estes
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critérios fornecem as industrias e as agéncias reguladoras guias para controle da cadeia
alimentar e sdo componentes essenciais para qualquer ponto critico de controle que remete
a perigo microbiolégico no Plano de Anélise de Perigos e Pontos Criticos de Controle, o
APPCC (PIERSON & SMOOT, 2001).

A vida atil dos produtos pereciveis é geralmente determinada pelo nimero de
microrganismos inicialmente presentes. Como regra geral, os alimentos que contém uma
grande populacdo de microrganismos deteriorantes terdo uma vida Util menor do que
aqueles alimentos que contém um namero menor dos mMESMOS microrganismos
deteriorantes. Todavia, a relacdo entre a contagem total e a vida Gtil ndo é absoluta. Alguns
tipos de microrganismos tém um maior impacto nas caracteristicas organolépticas de um
alimento do que outros devido a presenca de diferentes enzimas que atuam sobre 0s
constituintes do alimento. O efeito de certos niveis e/ou tipos de microrganismos
deteriorantes, que mudam as caracteristicas de qualidade, irdo variar de acordo com o
alimento, suas condicGes de armazenamento, assim como a temperatura e 0S gases
atmosféricos. Todos estes parametros devem ser considerados no estabelecimento de
limites para critérios microbioldgicos utilizados para determinar a qualidade do produto
e/ou sua vida util (PFIERSON & SMOOT, 2001).

Alimentos que sdo produzidos e estocados sob as Boas Praticas de Fabricacdo podem
apresentar perfis microbioldgicos diferentes do que daqueles expostos a condigdes
inadequadas. O uso de materiais de baixa qualidade, a manipulacdo imprépria e a falta de
condicBes sanitdrias adequadas podem resultar em uma alta contagem bacteriana no
produto final. Todavia, baixas contagens no produto final ndo significam adesdo as BPF, ja
que alguns produtos apresentam altas contagens microbianas mesmo quando produzidos
sob as melhores condicdes de processamento. Portanto, o uso de limites dos critérios
microbioldgicos para avaliar a adesdo as BPF requer um grande conhecimento dos tipos e
niveis de microrganismos presentes nas varias etapas do processamento para O
estabelecimento da relagdo entre a Microbiologia dos Alimentos e as BPF (PIERSON &
SMOOQOT, 2001).

No sistema de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle, um limite critico é
estabelecido para cada ponto critico de controle de cada opera¢do. Um limite critico é o
valor maximo e/ou minimo para cada parametro bioldgico, quimico ou fisico que deve ser
controlado através do ponto critico de controle para prevenir, eliminar ou reduzir a um
nivel aceitavel a ocorréncia de um perigo a seguranca alimentar. A aceitacdo internacional
destes critérios pode levar a progressos no livre comércio através da padronizacdo dos

requerimentos para seguranca e qualidade alimentar (PIERSON & SMOOT, 2001).
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Ao se estabelecer os critérios a serem adotados para aprovar ou reprovar determinado
produto alimenticio, € necessario conhecer quais microrganismos devem ser pesquisados
nesse produto. A pesquisa desses microrganismos é que vai determinar se o produto esta
ou ndo adequado, dos pontos de vista higiénico-sanitario e de saude publica. De acordo
com os diferentes graus de risco oferecidos por estes microrganismos (Tabela 1), a The
International Commission on Microbiological Specifications of Foods — ICMSF - os

classifica em cinco categorias diferentes (FRANCO, 2004):

1. microrganismos sem risco direto a saude: neste grupo estdo incluidos os
microrganismos de importancia limitada quanto a sua capacidade de causar
alteracdes no alimento, sem serem patogénicos. E o caso dos fungos e das bactérias

mesofilas aerdbias;

2. microrganismos que oferecem um risco indireto a saude do consumidor: neste
grupo incluem-se os microrganismos que dao indicacdes sobre as condicdes
higiénico-sanitarias do produto (microrganismos indicadores). Sem serem
patogénicos, eles podem indicar a possivel presenca de outros microrganismos
prejudiciais a saude, como Salmonella, S. aureus e muitos outros. Além disso,

muitos deles podem causar altera¢fes nas caracteristicas originais dos alimentos;

3. microrganismos que oferecem risco direto & saude do consumidor: aqui estdo
incluidos todos os microrganismos patogénicos de interesse em alimentos.
Dependendo da gravidade da patologia que provocam e do tamanho dos surtos que

sdo capazes de causar, sdo classificados em trés grupos:

a. risco direto, moderado e disseminagdo limitada: microrganismos
potencialmente patogénicos que causam doencas relativamente brandas.
Normalmente, esses microrganismos sdo inicialmente transmitidos por um
unico alimento, mas contaminagfes cruzadas podem causar sua
transferéncia para outros alimentos. Nesse grupo estdo: Staphylococcus
aureus, Clostridium perfringens tipo A, Coxiella burnetti, Yersinia

enterocolitica, Campylobacter jejuni e o nematoide Trichinella spiralis;

b. risco direto, moderado e disseminagdo extensa: microrganismos

potencialmente patogénicos, mas que causam doencas mais graves que as
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do grupo anterior, e em doses infectantes mais baixas. Sdo capazes de se
difundir pelos alimentos com mais facilidade. Pertencem a esse grupo:
Salmonella typhimurium, Escherichia coli patogénica, Shigella sp, Vibrio

parahaemolyticus e estreptococos beta-hemoliticos;

c. risco direto e grave: microrganismos altamente patogénicos, que ndo devem
estar presentes em nenhum alimento. Pertencem a esse grupo: Clostridium
botulinum, Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A e B, Salmonella
cholerasuis, Shigella dysenteriae tipo 1, Vibrio cholerae, Brucella

melitensis, Clostridium perfringens tipo C e virus da hepatite infecciosa.

Segundo Pierson & Corlett (1992) os microrganismos patogénicos de origem alimentar
podem ser agrupados em trés categorias baseadas na severidade do perigo potencial (isto é,
perigos severos, perigos moderados com potencial disseminacdo extensa, e perigo
moderado com disseminacdo limitada) (Tabela 1).

A aprovacdo ou rejeicdo de qualquer produto alimenticio submetido a analise esta na
dependéncia dos resultados da anélise e dos critérios microbioldgicos adotados.

Os critérios microbioldgicos podem ser obrigatérios ou de orientacdo. Um critério
obrigatorio € aquele que ndo pode ser desobedecido em nenhuma situacdo. Os alimentos
que ndo estiverem de acordo com esse critério devem ser reprovados. A reprovacdo
significa, entre outras possiveis, uma das seguintes providéncias: destruicdo do produto,
reprocessamento, devolugdo do produto ao fabricante, suspensdo da licenca para
comercializacdo. Critérios de orientacdo servem para alertar sobre possiveis problemas no
processamento, armazenamento, distribuicdo e comercializacdo dos alimentos, sem
necessidades de providéncias drasticas como as que determinam um critério obrigatdrio
(FRANCO, 2004).

Sendo assim, padrdo microbioldgico € um critério obrigatorio, pois faz parte de uma lei
ou de uma regulamentacdo administrativa. O ndo atendimento ao padrdo microbiol6gico
vigente constitui violacdo da lei, e medidas legais por parte dos 6rgdos competentes sao
possiveis. As normas microbioldgicas, antes denominadas “limites recomendados”, sdo de
orientacdo e correspondem a um critério utilizado pela inddstria alimenticia para
monitoramento dos pontos criticos de controle de todo o processo produtivo. As normas
microbioldgicas sdo estabelecidas pela prépria industria, podendo variar de uma parte para
outra, e serem ainda mais ou menos rigidas que os padrées microbiolégicos. Além das

normas existem especificagbes microbiologicas que sdo utilizadas no comércio de
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alimentos. O atendimento as especificacbes € uma condicdo para o acordo entre
vendedores e compradores de alimentos (FRANCO, 2004).

Os padrdes microbiolégicos do Ministério da Salde, vigentes neste momento estdo
contidos na Resolugdo RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001. Em 26 de novembro de 1993,
0 Ministério da Salde aprovou a Portaria no 1.428 que contém o “Regulamento Técnico
para Inspecdo Sanitaria de Alimentos”, as “Diretrizes para 0 Estabelecimento de Boas
Préaticas de Producdo e de Prestacdo de Servicos na Area de Alimentos” e 0 “Regulamento
Técnico para o Estabelecimento de Padrdo de ldentidade e Qualidade (PIQ’s) para
Servicos e Produtos na Area de Alimentos”, e em 15 de setembro de 2004, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA aprovou o “Regulamento Técnico de Boas
Préaticas para Servicos de Alimentacdo”. Os padrdes do Ministério da Agricultura constam
do Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA), composto pelos Decretos n° 30.691, de 29 de marco de 1952, e n° 1.255, de 25
de junho de 1962, que tém hoje inUmeras portarias complementares. Em niveis estadual e
municipal, alguns estados da federacdo e municipios tém legislacdo propria, citando como
exemplo, os Cddigos Sanitarios (FRANCO, 2004).

A Organizagdo Mundial de Comércio (OMC) fornece uma estrutura para resguardar as
feiras comerciais e harmonizar os padrdes e requerimentos para importacdo dos alimentos
comercializados através dos Acordos de Aplicacdo Sanitaria Medidas e Fitossanitarias e
das Barreiras Técnicas de Comércio. Aos paises € requerido que seus padrdes sejam
estabelecidos com base na ciéncia, que estabelecam programas com metodologias de
analise de riscos, e que desenvolvam meios para alcancar equivaléncia entre os métodos de
inspecdo, analises e certificacdo entre si (LUPIEN & KENNY, 1998; RANDELL &
WHITEHEAD, 1997). A OMC recomenda o uso de padrdes, diretrizes e recomendacdes
desenvolvidas pelo Codex Alimentarius para facilitar a harmonizagdo dos padrdes.
Melhorias no desenvolvimento e execucdo dos critérios microbioldgicos continuardo a ser
feitas com aceitacdo internacional e com larga implementacdo dos pontos do APPCC, um

sistema de prevencdo para controle alimentar baseado em dados cientificos.
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Tabela 1: Microrganismos patogénicos e parasitas agrupados com base na severidade do

risco

I. Perigos severos

Clostridium botulinum tipos A, B,Ee F
Shigella dysenteriae

Salmonella typhi: paratyphi

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)
Virus da Hepatite Ae E

Brucella abortus: B suis

Vibrio cholerae O1

Vibrio vulnificus

Taenia solium

1. perigos moderados: potencial disseminagéo extensa
Listeria monocytogenes

Salmonella spp.

Shigella spp.

Outras Escherichia coli enterovirulentas (EEC)
Streptococcus pyogenes

Rotavirus

Virus Norwalk

Entamoeba histolytica

Diphyllobothium latum

Ascaris lumbricoides

Cryptosporidium parvum

I11. perigo moderado: disseminacéo limitada
Bacillus cereus

Campylobacter jejuni

Clostridium perfringens

Staphylococcus aureus

Vibrio cholerae, ndo O1

Vibrio parahaemolyticus

Yersinia enterocolitica

Giardia lamblia

Taenia saginata

& Todos classificados como perigos moderados, suas complicacdes e seqiielas podem ser severos em certas

populacdes susceptiveis. Fonte: The International Commission on Microbiological Specifications of Foods

(1986)
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1.6.1 Planos de Amostragem

Considerando que a distribuicdo dos microrganismos nos alimentos ndo é uniforme,
guanto maior for o nimero de unidades um produto submetido a analise, maior sera o
significado estatistico do resultado obtido. E muito importante que a amostragem feita
reduza ao minimo as chances de reprovar um produto aceitavel ou de aprovar um produto
inadequado (FRANCO, 2004).

Planos de amostragem foram inicialmente propostos pelo ICMSF em 1974 e,
posteriormente, revistos em 1978. De acordo com este 6rgdo, os diferentes planos de
amostragem sdo subdivididos em 15 categorias (Tabela 2), de acordo com o grau de risco
gue 0s microrganismos contaminantes podem oferecer ao produtor e ao consumidor. O
risco é dependente do tipo de microrganismos presentes e de seu numero. Alguns
microrganismos apenas deterioram o produto (categorias 1, 2 e 3), outros sdo indicadores
da possivel presenca de patdgenos (categorias 4, 5 e 6), outros sdo patogénicos mas causam
doencas leves e sdo de difusdo restrita (categorias 7, 8 e 9), outros sao patogénicos cusando
doengas leves e sdo de difusdo extensa (categorias 10, 11 e 12), e outros sdo patogénicos e
podem causar doencas graves (categorias 13, 14 e 15). O grau de risco é tdo mais grave
quanto maiores forem as chances de os microrganismos presentes se multiplicarem, ou
seja, 0 grau de risco depende das condi¢cbes de armazenamento do produto (FRANCO,
2004).
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Tabela 2: Plano de severidade (caso) em relacdo ao grau de perigo a saude e condi¢des de

uso.

Condicdes esperadas do alimento ao ser manipulado e consumido
apbs amostragem, no curso usual dos eventos

Tipo de Perigo

Grau de perigo
reduzido

N&o causa alteracéo no

perigo

Pode alterar o perigo

Sem perigo direto a
saude
(ex. contaminacdes
gerais, tempo de vida
atil reduzida e
deterioracéo)
Perigo a saude

Baixo, indireto
(indicador).

Moderado, direto,
disseminacéo limitada.

Moderado, direto, com
disseminagéo
potencialmente
extensiva.
Severo, direto

Caso 1

Caso 4

Caso 7

Caso 10

Caso 13

Caso 2

Caso 5

Caso 8

Caso 11

Caso 14

Case 3

Caso 6

Caso 9

Caso 12

Caso 15

Fonte: The International Commission on Microbiological Specifications of Foods (1986)
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Na Tabela 3, n representa o niamero de unidades, retiradas de um Unico lote de produto,
analisadas independentemente, e c representa o numero maximo aceitavel de unidades do
lote que excedem o ndmero maximo de microrganismos por grama tolerado (FRANCO,
2004).

Conforme a Tabela 3, os planos de amostragem das categorias 1 a 9 sdo de trés classes,
e os das categorias 10 a 15 sdo de duas classes. Nos planos de duas classes, a unidade
analisada pode ser classificada como aceitavel ou como inaceitavel, ou seja, o resultado
estd ou ndo de acordo com o esperado. Em um plano de trés classes, estabelecem-se
nameros limites: um limite inferior designado por m, e um limite superior designado por
M. Este plano, evidentemente, s6 se aplica nas andlises quantitativas. Uma unidade é
considerada aceitavel se o resultado for inferior a m e inaceitavel se for superior a M.
Resultados entre m e M conferem ao produto uma qualidade chamada marginal ou
intermediaria (conforme a RDC n° 12 da ANVISA). Quando a categoria se refere a um
plano de trés classes, o valor de ¢ representa 0 nimero total de unidades analisadas que
podem apresentar resultados superiores ao limite minimo m (FRANCO, 2004).

Um plano de duas classes é mais simples que o de trés classes. Em um plano de duas
classes em que n =5 e ¢ = 0 e o critério € auséncia de Salmonella sp em 25 gramas de
produto, se houver uma unidade positiva para Salmonella sp, entre as cinco analisadas,
todo o lote € rejeitado. Se n =5 e ¢ = 2 e o critério é contagem maxima de coliformes
100/g, se houver até duas unidades com contagem de coliformes superior a esse limite, o
lote é aprovado, mas se 0 numero de unidades com resultados superiores a 100/g for trés
ou mais, o lote é rejeitado. Para ilustrar um exemplo de plano de trés classes, considere-se
um produto em que a contagem total ndo deve exceder 10%g (M) ou ser maior que 10°/g
(m) em trés de cinco unidades analisadas. Nesse exemplo, n =5,c =3, m=10°e M = 10°.
Se uma Unica unidade der resultado maior que 10%g, o lote deve ser rejeitado, 0 mesmo
acontecendo quando quatro ou mais unidades derem resultado superior a 10°/g (FRANCO,
2004).
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Tabela 3: Recomendacdo de planos de amostragem de acordo com os riscos a salude e

condigdes de manipulacao.

Condicdes esperadas do alimento na manipulagdo e consumo

apos a amostragem

Grau de relagdo para
utilidade e perigo a

Condigdes que
reduzem o grau de

Condigdes que nao
causam mudanca na

Condigdes que podem
aumentar a relacéo

salde relacdo relacdo
Sem perigo diretoa  Aumento da vida util  Sem alteracBes Vida util reduzida
salide Caso 1 Caso 2 Caso 3
Ex., vida util reduzida Plano de trés classes Plano de trés classes Plano de trés classes
e deterioracao. n=5, c=3 n=5, c=2 n=5, c=1

Perigo a saude

Baixo, indireto Perigo reduzido

Sem alteracGes

Perigo aumentado

(indicador). Caso 4 Caso 5 Caso 6
Plano de trés classes Plano de trés classes Plano de trés classes
n=5, c=3 n=5, c=2 n=5, c=1
Moderado, direto, Caso 7 Caso 8 Caso 9
disseminacdo limitada. Plano de trés classes Plano de trés classes  Plano de trés classes
n=5, c=2 n=5, c=1 n=10, c=1
Moderado, direto, com Caso 10 Caso 11 Caso 12
disseminagdo Plano de duas classes  Plano de duas classes  Plano de duas classes
potencialmente n=5, ¢c=0 n=10, c=0 n=20, c=0
extensiva.
Severo, direto Caso 13 Caso 14 Caso 15
Plano de duas classes  Plano de duas classes  Plano de duas classes
n=15, ¢=0 n=30, ¢=0 n=60, c=0

Fonte: The International Commission on Microbiological Specifications of Foods (1986)
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Considerando que as decisdes de aprovar ou rejeitar um lote sdo baseadas nos
resultados obtidos com unidades amostradas desse lote, deve-se levar em conta que esses
resultados ndo indicam necessariamente a exata situacdo do lote. Existe sempre a
probabilidade de se rejeitar lotes satisfatdrios e de aprovar lotes insatisfatorios. A
probabilidade de se rejeitar lotes satisfatorios define o chamado “risco do produtor”, e a
probabilidade de aprovar lotes insatisfatorios constitui o “risco do consumidor”. E
importante lembrar também que um mesmo lote pode ser rejeitado para uma determinada
finalidade e ser aprovado para outra. Por exemplo, um lote de leite cru pode ser rejeitado
para ser classificado como do tipo B e ser aprovado para ser classificado como do tipo C
(FRANCO, 2004).

Os planos de amostragem para cada tipo de produto alimenticio podem ser
especificados por cada pais, através de legislacdo prépria. No caso de industrias produtoras
de alimentos, muitas definem seus proprios planos de amostragem, que sdo validos para
seus programas internos de controle de qualidade. No entanto, os planos de amostragem
propostos pelo ICMSF sdo adotados internacionalmente.

A severidade dos planos de amostragem para alimentos é baseada tanto no perigo para
0s consumidores de microrganismos patogénicos, suas toxinas ou seus metabdlitos, quanto
na deterioracdo da qualidade do produto a um estado inaceitavel, levando em conta os tipos
de microrganismos presentes e sua contagem (ICMSF, 1986).

A intensidade do perigo de doenca de origem alimentar é proporcional ao numero de
microrganismos presentes no alimento; se 0 nimero € alto, 0 perigo aumenta e se 0 nimero
é reduzido, o perigo também se reduz. Em alguns casos, os alimentos s&o apenas veiculos
de infeccdes microbianas. O tratamento dado aos produtos alimenticios em toda a cadeia
alimentar: distribuicdo, estocagem e preparacdo para consumo, pode diminuir, manter ou
aumentar o namero de microrganismos, enguanto toxinas labeis podem ser decompostas e
toxinas termoestaveis podem permanecer (ICMSF, 1986).

A escolha do plano de amostragem deve considerar: (1) o tipo e a gravidade dos
perigos envolvidos pelo microrganismo para o teste que sera realizado; e (2) as condicdes
esperadas do alimento ao ser manipulado e consumido ap6s a amostragem. A Tabela 2
classifica as 15 diferentes categorias de planos de amostragem que consideram estes
fatores. Na tabela, a severidade no plano de amostragem aumenta com o tipo e o grau de
perigo: de uma situacdo onde ndo ha perigo a saude, passando a um baixo risco indireto
(como o que envolve a presenca de microrganismos indicadores), para riscos diretos

relacionados a doengas moderadas ou severas (ICMSF, 1986).
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A severidade do plano de amostragem também muda de acordo com as condi¢des
esperadas para o alimento ao ser manipulado. Riscos podem permanecer inalterados,
reduzidos pela coc¢do ou aumentados pelo subsequente crescimento de microrganismos. O
plano mais brando é o caso 1. A severidade aumenta da esquerda para a direita e do topo
para baixo na tabela, logo o caso 15 é o mais severo (ICMSF, 1986).

Na determinacdo da natureza do perigo causado pelas espécies microbianas causadoras
de doencas de origem alimentar devemos considerar alguns fatores como: consideragdes
epidemioldgicas (ex., frequéncia com que causam a doenca), caracteristicas clinicas (e.x.,
severidade e duracdo da doenga), e caracteristicas ecoldgicas (interacfes entre ambiente e
hospedeiro que influenciam na transmissdo da doenca). Estas, e a existéncia de métodos
laboratoriais apropriados devem ser levados em consideracdo na selecdo do plano de
amostragem (ICMSF, 1986).
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2 Objetivos

Objetivos Gerais

e Detectar genes associados aos fatores de viruléncia através da Reacdo Multiplex
PCR (M-PCR), fornecendo informacgdes sobre a qualidade microbiolégica dos
queijos minas frescal para a prevencdo de situacdes que possam causar danos a

Saude Coletiva.

Obijetivos Especificos

e Avaliar a presenca de estafilococos coagulase-positiva nos queijos minas frescal

comercializados em supermercados de algumas regides do Rio de Janeiro.

e Padronizar um protocolo Multiplex PCR para deteccdo de genes que codificam

enterotoxinas estafilococicas em queijo minas frescal.

e Detectar 0s genes que codificam para as enterotoxinas estafilococicas sea, seb, sec,

sed, see e do gene femA através da Multiplex PCR.
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3 Justificativa

Segundo o Artigo 2° da Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990 (BRASIL, 1990), que
dispde sobre as condicdes para a promogdo, protecdo e recuperacdo da saude, entre outros,
“a salde é um direito fundamental do ser humano, devendo o Estado prover as condic¢des
indispensaveis ao seu pleno exercicio”. O Artigo 3° dispde que a salide tem como fatores
determinantes e condicionantes, entre outros, a alimentacdo, a moradia, 0 saneamento
basico, 0 meio ambiente, o trabalho, a renda, a educacéo, o transporte, o lazer e 0 acesso
aos bens e servicos essenciais; 0s niveis de saude da populacdo expressam a organizagdo
social e econémica do Pais.

O Sistema Unico de Satde - SUS como disposto nesta mesma lei tem como um de seus
objetivos a identificacdo e divulgacdo dos fatores condicionantes e determinantes da salde.
Incluido no campo de sua atuacéo esta a execucao de acOes de vigilancia sanitaria, que €
um conjunto de acdes capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude e de intervir
nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producdo e circulagéo de bens e
da prestacdo de servicos de interesse da salde, abrangendo o controle de bens de consumo
que, direta ou indiretamente, se relacionem com a saude, compreendidas todas as etapas e
processos, da producdo ao consumo; e, o controle da prestacdo de servicos que se
relacionam direta ou indiretamente com a saide (BRASIL, 1990).

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) e a Organizacdo das Nagbes Unidas para
Alimentagdo e Agricultura (FAQO) estdo a frente no desenvolvimento de apontamentos
baseados em riscos para o gerenciamento de perigos a saude publica em alimentos. A
ferramenta utilizada é a analise de riscos que é composta por trés componentes: avaliacao
de risco, gerenciamento do risco e comunicagdo do risco (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003b).

A busca por técnicas mais rapidas e eficazes de deteccdo de microrganismos que
representem risco imediato de doencas de origem alimentar € fundamental para a producao
de novos conhecimentos técnicos que viabilizem uma acdo sanitaria mais eficiente.
Portanto, neste projeto foram efetuadas partes da avaliacdo de risco no que se refere a
identificacdo e caracterizacdo do perigo bioldgico e a caracterizacdo do risco que alimentos
contaminados por S. aureus contendo 0 gene para a producao de enterotoxinas. O uso da
multiplex PCR fornece informagcGes necessarias para controle de infeccOes e terapia
apropriada durante surtos de doencas causadas por S. aureus. E importante reconhecer que

esta técnica somente identifica cepas que possuem o0s genes que codificam para as
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enterotoxinas, porém, a expressdo e secrecdo destas toxinas sdo independentes e
necessitam de metodos imunoldgicos para sua deteccao.

Considerando o baixo custo e o tempo de analise reduzido para detectar os seis genes
de S. aureus pela multiplex PCR, esta é uma poderosa ferramenta no estudo de genoétipos
de isolados estafilococicos. Este procedimento foi especialmente desenvolvido para ser
ajustado aos padrdes de trabalho diario, nas rotinas de analises laboratoriais de deteccdo da
presenca de genes que codificam para enterotoxinas (MEHROTRA, WANG &
JOHNSON, 2000).



53

4  Metodologia

As técnicas microbioldgicas empregadas foram baseadas no Compendium of Methods
for the Microbiological Examination of Foods (APHA, 1992), no Bacteriological
Analytical Manual (FDA, 2003) e no POP 65.3210.032 do Manual de Qualidade do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude - INCQS - FIOCRUZ.

O protocolo de PCR empregado foi baseado no trabalho de Mehrotra, Wang e Johnson
(2000) que consiste na deteccdo de genes de enterotoxinas estafilococicas (A, B, C, D e E)
e no gene femA pelo teste Multiplex PCR.

4.1 Plano de Amostragem

O plano de amostragem foi desenhado de acordo com as tabelas 3, 4 e 5. Neste trabalho
o plano de amostragem utilizado foi o caso de nimero 8 em que 0 perigo a saude é
moderado, direto, com disseminacdo limitada e sem alteracdo do grau de perigo apos a
amostragem.

O numero de amostras coletadas para analise foi 30, ou seja, respeitando o n de no

minimo, cinco amostras.

4.2 Pesquisa das Colodnias Estafilococos Coagulase-Positiva

Trinta amostras de Queijo Minas Frescal, pesando no minimo 200g cada, de trés
marcas comerciais (10 de cada) foram compradas em supermercados de regides do Estado
do Rio de Janeiro em trés periodos diferentes. Destas, 10 amostras foram de queijos
comercializados em embalagens tipo queijeira, 10 embaladas em potes plasticos
hermeticamente fechados e 10 em embalagens plasticas de polietileno de baixa densidade.
A temperatura do balcéo térmico de distribuicdo nos supermercados foi conferida. Apds a
coleta, as amostras foram transportadas em banho de gelo e analisadas dentro de seu prazo

de validade (Esquema 1).

Aliquotas de 25 gramas (£ 0,1 grama) de cada amostra foram pesadas assepticamente e
transferidas para saco plastico do homogeneizador tipo “Stomacher”, posteriormente foram
adicionados 50 mL de tampéo fosfato de Butterfield. A mistura foi homogeneizada durante

60 segundos e o homogenato foi retornado ao frasco erlenmeyer contendo o restante do
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tampdo fosfato de Butterfield, resultando assim em uma diluicdo equivalente a 10, A
partir desta, foi obtida a diluicdo 10 transferindo-se 10 mL da diluicdo precedente para 90

mL do mesmo diluente.

Para a diluicdo 10™ foram distribuidos dois volumes de 0,2 mL, dois volumes de 0,3
mL (total 1 mL) e dois volumes de 0,1 mL na superficie de seis placas de Agar Baird-
Parker. Para a diluicdo 10 foram distribuidos dois volumes de 0,1 mL na superficie de
duas placas. O inoculo foi espalhado com o auxilio de alca de Drigalsky por toda a
superficie do meio. As placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 48 horas, em posicdo

invertida.

Para a contagem das colbnias foram selecionadas placas, da mesma dilui¢do, que
apresentaram de 30 a 300 coldnias circulares, lisas, tmidas, de coloracdo cinza escuro a
negro, rodeadas ou ndo por halo transparente, duplo ou opaco. Durante a contagem 0s
diferentes tipos de colénias foram classificados, enumerados e encaminhados para 0sS

ensaios de identificagcdo separadamente.

As caracteristicas morfotintoriais das col6nias selecionadas foram verificadas através
do método de coloracdo de Gram (RIBEIRO & SOARES, 2002). Os estafilococos se
apresentam como cocos Gram positivos agrupados em forma de cachos. Para o Teste da
Catalase foi transferida uma al¢ada do crescimento em agar nutriente para a superficie de
uma lamina de vidro. Sobre o crescimento foi adicionada uma gota de perdxido de
hidrogénio a 3%. O resultado foi considerado positivo quando foi observado
desprendimento de oxigénio atraves da formacdo de bolhas. Os representantes do género

Staphylococcus apresentam-se como catalase positivos.

Para o teste confirmatério para estafilococos coagulase-positiva foram selecionadas
mais de uma colbnia tipica que tenha se apresentado como células em forma de cocos,

Gram positivos, dispostos em cachos, com resultado positivo para o teste da catalase.

O teste da coagulase foi realizado transferindo-se 0,3 mL da cultura em caldo BHI
(Brain Heart Infusion) para tubo de ensaio 13x100mm. A cultura foi adicionado 0,5 mL de
plasma de coelho com EDTA e o tubo foi homogeneizado vigorosamente. A mistura foi
incubada a 35 + 2 °C e observada periodicamente para verificar a formacdo de coagulos no

intervalo de 6 horas.
A formacao de coagulo foi observada em diferentes intensidades:

1 + : reacdo com formacdo de coagulo pequeno e fraco, que pode ser observado quando o
tubo € inclinado. O coagulo é visivelmente diferenciado da parte liquida da mistura.
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2 + : reacdo com formacdo de coagulo fraco. Na inclinagdo do tubo ainda se observa a
diferenciacdo do codgulo com a parte liquida da mistura, porém este se apresenta de forma

mais difusa.

3 + : reagdo com formacdo de codgulo de forte intensidade, que se desloca do fundo do
tubo quando este € inclinado.

4 + : reacdo com formacéo de coagulo de forte intensidade, que ndo se desloca do fundo do

tubo quando este é invertido.
A formacdo de coagulo, de qualquer intensidade (1+ a 4+) indicou resultado positivo.

No célculo e expresséo dos resultados foram somados 0s nimeros dos diferentes tipos
de coldnias das placas da dilui¢do selecionada, que apresentaram resultados caracteristicos
de estafilococos coagulase-positiva nos testes de triagem e coagulase. O numero total de
colbnias das placas da mesma diluicdo, caracterizadas como coagulase-positiva, foi
multiplicado pelo fator de diluicdo e pela quantidade de in6culo utilizado.

Cento e onze col6nias foram selecionadas para a Reacdo Multiplex PCR para detec¢éo
dos genes que codificam as enterotoxinas A, B, C, D e E. Estas col6nias foram isoladas das
30 amostras de queijo minas frescal e selecionadas aleatoriamente de forma que 0s
diferentes lotes fossem analisados: amostra 2 (14 col6nias), amostra 3 (15 coldnias),
amostra 5 (15 coldnias), amostra 11 (13 col6nias), amostra 21 (7 col6nias), amostra 22 (6
colbnias), amostra 25 (9 col6nias), amostra 27 (15 colbnias), amostra 28 (8 colbnias) e

amostra 30 (9 coldnias).



56

Esquema 1: Pesquisa de Estafilococos Coagulase-Positiva em 30 amostras de queijo

minas frescal.

10t 102

@ 10 mL

25¢ de queijo minas frescal
+

225 mL de tampao de
Butterfield 90 mL de tampéo de

MN Butterfield

0.3 mL 0.3 mL 0.2 mL 0,2 mL 0,1 mL 0,1 mL 01mL 01mL

OO0 O0000 O

Agar Baird-  Agar Baird- Agar Baird-  Agar Baird- Agar Baird- ] _ ) _
Parker (BP Agar Baird-  Agar Baird-
Parker (BP)  Parker (BP) Parker (BP)  Parker (BP) (BP) parker (BP)  Parker (BP)

Incubacédo 35+ 2°C /48 h

l

Contagem e selecdo das
col6nias tipicas

Teste da Catalase Coloracdo de Gram Teste da Coagulase

l

Extracdo de DNA e Multinlex PCR
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4.3 Padronizacdo da Multiplex PCR

4.3.1 Cepas de Referéncia

As cepas de Staphylocccus aureus ATCC 13565 (sea), ATCC 14458 (seb), ATCC
19095 (sec), ATCC 23235 (sed), ATCC 27664 (see), foram utilizadas na padronizacédo da
Multiplex PCR.

As cepas produtoras das enterotoxinas sea, seb, sec e sed foram inoculadas em cinco
mL de Caldo Nutriente e a cepa produtora da enterotoxina see foi inoculada em cinco mL
de Caldo BHI e, foram incubadas por 16-24 horas a 35 + 2 °C com agitagdo de 150 rpm
(L.E.D. Orbit Shaker, Lab-line Instruments, Inc., Melrose park, ILL, USA). Todas as cepas
foram produtoras do gene femA Posteriormente, foi realizada a semeadura pela técnica de
esgotamento destas culturas em placas de Agar Baird-Parker a fim de se observar a pureza
das culturas e as caracteristicas das colonias. As colbnias isoladas (duas de cada cepa) nas
placas de Agar Baird-Parker foram repicadas para tubos com cinco mL de Caldo BHI ou
Caldo Nutriente que foram incubados por 16-24 horas a 35 + 2 °C com agitacdo de 150
rpm.

A partir destas culturas foi coletado 1 mL e foi realizada a extracdo de seu DNA. De
cada extracdo foram obtidos 400 ul de solucdo de DNA. Na extracdo de DNA foram
utilizados uma centrifuga Sorvall RMC 14, um banho-maria TropiCooler Model 260014 —
Boekel Scientific e um vortex Mini Vortexer MV1-VWR Scientific Products by Ika.

4.3.2 Extracdo do DNA

Foram utilizados dois protocolos para a extracdo do DNA: um utilizando Kit Qiagen e
outro segundo Wang, Cao e Cerniglia (1997). O primeiro foi realizado de acordo com as
instrucdes do quadro 1. No segundo protocolo, 500 ul da cultura adicionados de 1000 ul de
tampdo PBS (Phosphate-buffered Saline — SAMBROOK, RUSSEL, 2001) foram
centrifugados a 9000 rpm por 3 minutos. O sedimento foi lavado por trés vezes com
tampdo PBS, uma vez com agua milli-Q estéril e reconstituido em 50 ul de agua milli-Q
estéril. Apds esta etapa foi realizada uma diluicdo 1:10 com 1% de Triton X-100 que foi

fervida por 10 minutos e congelada imediatamente (quadro 2).
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Quadro 1: Extragdo de DNA com o Kit Qiagen

1.

© N o O

Transferir 1000 pl do crescimento bacteriano (18-24h/35+2°C/agitacdo 200 rpm) para um tubo
de microcentrifuga de 1,5 mL. Centrifugar a 7.500 rpm / 10 minutos. Desprezar o sobrenadante.
Ressuspender o sedimento em 180 ul do tampdo de lise (buffer ATL) do kit Qiagen contendo 3,6
ul de lisostafina (10 mg/mL).

Incubar por no minimo 30 minutos / 37°C.

Adicionar 20 ul de proteinase K (20 mg/mL em tampéo ES) e 200 ul de tampédo AL. Misturar
usando vortex.

Incubar a 56°C por 60 minutos.

Adicionar 2 pl de Rnase (10 mg/mL). Incubar a 37°C por 30 minutos.

Centrifugar por poucos segundos (+3’’).

Adicionar 200 ul de etanol (96-100%). Misturar no vortex pulsando por 15 segundos. Apos

misturar, centrifugar ligeiramente para remover as gotas que ficaram no lado interno da tampa.

OBS;: A adicdo do etanol forma um precipitado branco e é essencial aplicar todo o precipitado na

coluna QlAmp.

9.

Aplicar, cuidadosamente, a mistura da etapa 8 (incluindo o precipitado) a coluna QIAmMp
acoplada ao tubo coletor de 2 mL sem molhar as bordas. Tampar e centrifuguar a 10.000 rpm/ 1
minuto. Colocar a coluna QIAmp em um tubo coletor limpo (fornecido no kit) e descartar o tubo

contendo o filtrado.

OBS;: Se a solucdo ndo tiver passado completamente através da membrana, centrifugar novamente

a uma velocidade maior até que a solugdo tenha passado.

10.

11.

12.

13.

14.

Cuidadosamente, abrir a tampa da coluna e adicionar 500 ul de tampdo AW1 sem molhar as
bordas. Tampar e centrifugar a 10.000 rpm/1 minuto. Colocar a coluna QIAmp em um novo
tubo coletor e descartar o tubo coletor contendo o filtrado.

Cuidadosamente, abrir a coluna QIAmp e adicionar 500 ul de tampdo AW2 sem molhar as
bordas. Tampar e centrifugar a 14.000 rpm/3 minutos.

Colocar a coluna QIAmp em um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL de capacidade (nédo
fornecido no kit) e descartar o tubo coletor contendo o filtrado. Cuidadosamente, abrir a tampa
da coluna QIAmp e adicionar 200 ul de tampdo AE ou agua destilada. Incubar a temperatura
ambiente por 5 minutos, e entdo centrifigar a 10.000 rpm/ 1minuto.

Abrir novamente a tampa da coluna QIAmp com cuidado e adicionar 200 ul de tampéo AE ou
agua destilada. Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos, e entdo centrifigar a 10.000 rpm/
Iminuto.

Armazenar o DNA extraido a —20°C.
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Quadro 2: Protocolo de Extracdo de DNA segundo Wang, Cao & Cerniglia (1997)

Protocolo de Extracdo de DNA

(Wang, R. -F.; Cao, W. -W.; Cerniglia, C. E. A universal protocol for PCR detection of 13
species of foodborne pathogens in food. Journal of Applied Microbiology, v..83, p. 727-736,
1997. Adaptado.

CULTURA (16-24h/37°C soB AGITACAO DE 150 rpm)

0,5 mL DE CULTURA + 1,0 mL DE PBS (ESTERIL 0,01 MoL L™, pH 7,4)

CENTRIFUGAR A 9000 rpm POR 3 MINUTOS

LAVAR O PRECIPITADO COM 1000 uL DE PBS POR TRES VEZES

LAVAR O SEDIMENTO COM 1000 uL AGUA

RESSUSPENDER SEDIMENTO COM 50 uL DE AGUA MILLI-Q ESTERIL

DILUIR 1:10 coM TRITON X-100 A 1% (50 puL:450 uL DE TRITON X-100)

INCUBAR EM AGUA FERVENTE POR 10 MINUTOS

CONGELAR IMEDIATAMENTE
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4.3.3 Teste de Robustez

A robustez da técnica foi testada através da variacdo do termociclador e dos microtubos
utilizados.

Neste trabalho foi utilizado um termociclador PTC-200 Peltier Thermal Cycler — MJ
Research Inc. (Watertown, MA, USA) e microtubos de 200 ul da marca Axygen Scientific
(Union City, Califérnia, USA). Para testar a robustez foram feitas trés amplificacdes, uma
utilizando microtubos de 500 pl da marca Brand, outra utilizando um termociclador
GeneAmp PCR System 2400 e a terceira utilizando um outro termociclador PTC-200
Peltier Thermal Cycler — MJ Research Inc. (Watertown, MA, USA).

4.3.4 Reconstituicdo dos primers oligonucleotideos

Neste trabalho foram utilizados primers Invitrogen (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA),
descritos anteriormente por Mehrotra, Wang & Johnson (2000) e apresentados na tabela 4.
Na preparacdo da solucdo estoque os tubos com os primers foram centrifugados por alguns
segundos para levar todo o DNA ao fundo do tubo. Os tubos foram abertos
cuidadosamente sendo adicionado o volume apropriado de &gua estéril. Apos dois minutos
de rehidratacdo os tubos foram levados ao vortex por 15 segundos. Os primers foram
reconstituidos em concentra¢des acima de 10uM e armazenados sob congelamento.

Na preparacgéo das solucdes de uso dos primers foi feita uma diluicdo 1:10 a partir da

solucdo estoque.
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Tabela 4: Sequéncia de nucleotideos, localizacdo do gene e tamanho dos produtos da PCR

para os primers oligonucleotideos gene-especificos utilizados neste trabalho.

Tamanho do
Seqliéncia de Oligonucleotideos Localizacdo produto
Gene® Primer (5’-3") do gene amplificado
(pb)*
IBR1)F GGTTATCAATGTGCGGGTGG 349-368 102
sea IBR1)R CGGCACTTTTTTCTCTTCGG 431-450
IBR2)F GTATGGTGGTGTAACTGAGC 666-685 164
seb IBR2)R CCAAATAGTGACGAGTTAGG 810-829
IBR3)F AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 432-514 451
sec IBR3)R CACACTTTTAGAATCAACCG 863-882
IBR4)F CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG 492-514 278
sed IBR4)R ATTGGTATTTTTTTTCGTTC 750-769
IBR5)F AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 237-257 209
see IBR5)R CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC 425-445
IBR6)F AAAAAAGCACATAACAAGCG 1444-1463 132
femA IBR6)R GATAAAGAAGAAACCAGCAG 1556-1575

* pb = pares de bases / * A seqiiéncia de nucleotideos e as localizagGes tém origem nas publicacGes das
seqliéncias por sea (Betley & Mekalanos, 1988), seb (Jones & Khan, 1986), sec (Bohach & Schlievert, 1987),
sed (Bayles & landolo, 1989), see (Couch, Soltis & Betley, 1988), femA (Berger-Bachi et al., 1989).



62

4.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Reacdo Multiplex PCR

As reacOes simplex, que foram efetuadas para testar os primers, e as demais reacdes
multiplex foram feitas em um total de 50 ul e incluiram: 5 ul do DNA molde, 5 ul de
tampdo de reacdo 10X do kit da Platinum® Tag DNA Polimerase, 2 mM de MgCl,, 200
uM de solucdo de desoxirribonucleotideos (ANTP) (solucdo estoque de 10mM cada), 20
pmol dos primers de sea, seb, sec e see, 40pmol do primer de sed e 2,5 U da Platinum®
Tagq DNA Polimerase (Invitrogen, Brasil). O volume desta mistura foi ajustado para 50 pl
com agua esterilizada.

O perfil de amplificacdo original, do trabalho de Mehrotra, Wang & Johnson (2000)
consistia em 5 minutos a 94°C para uma desnaturacdo inicial, 35 ciclos de 2 minutos a
94°C para a desnaturagdo, 2 minutos a 57°C para o anelamento e 1 minuto a 72°C para
extensdo, finalizando com uma extensdo final de 7 minutos a 72°C. Para chegar-se ao perfil
de amplificacdo utilizado nas andlises das amostras foram necessarias alteragdes na
temperatura de anelamento que variou entre 57°C, 52°C, 50°C e 48°C; no tempo de
extensdo, que variou entre 1minuto, 2 minutos e 3 minutos; na concentragdo da solucao de
dNTP, que variou entre 200 uM e 300 puM; na concentracdo da Platinum® Tagq DNA
Polimerase, que variou entre 2,5 U a 3,5 U; na concentracdo do MgCl,, que variou entre
2mM a 3mM e, devido a dificuldade de amplificar a maior banda do controle positivo, a do
gene que codifica para a enterotoxina C, também alterou-se a concentracdo dos primers
IBR 3)F e IBR 3)R, que variou entre 0,4 pmoles/ul e 0,8 pmoles/pul.

A amplificacdo do DNA foi realizada em um termociclador PTC-200 - Peltier Thermal
Cycler (MJ Research, Inc., Watertown, MA, USA), e consistiu em 5 minutos a 94°C para
uma desnaturagao inicial, 35 ciclos de 2 minutos a 94°C para a desnaturagdo, 2 minutos a
52°C para o anelamento e 3 minutos a 72°C para extenséo, finalizando com uma extenséo
de 7 minutos a 72°C.

Os produtos da reacdo foram separados por eletroforese em gel de Agarose a 1,5%,
marcado com brometo de etidio e fotografado sob luz UV.
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4.5 Contaminacdo Artificial dos Alimentos — Teste de Sensibilidade e Deteccéo de

Bactérias Vivas

Na primeira fase as cepas produtoras das enterotoxinas sea, seb, sec e sed foram
inoculadas em cinco mL de Caldo Nutriente e a cepa produtora da enterotoxina see foi
inoculada em cinco mL de Caldo BHI e, foram incubadas por 16-24 horas a 35 + 2 °C com

agitacédo de 150 rpm.

A partir destas culturas foram obtidas diluicdes seriadas até 10”° transferindo-se 1 mL
da diluicdo precedente em caldo BHI para 9 mL do mesmo diluente. A seguir foram

realizadas duas etapas (Esquema 2):

1) Para cada uma das diluices de 10°a 10 foram distribuidos volumes de 0,3, 0,3 e
0,4 mL (total 1 mL) na superficie de 12 placas de Agar Nutriente. O inculo foi espalhado
com o auxilio de alca de Drigalsky por toda a superficie do meio. As placas foram

incubadas a 35 + 2 °C por 48 horas, em posicdo invertida.

Para a contagem das colbnias foram selecionadas placas, da mesma dilui¢do, que

apresentaram de 30 a 300 col6nias circulares, lisas, imidas, de coloracdo clara.

2) Em cada um de oito erlenmeyers contendo 220 mL de Caldo Triptona Soja
(TSBYE) adicionado de extrato de levedura — Wang, Cao & Cerniglia, 1997) e 25 gramas
de queijo minas frescal foram adicionados mais 1 mL da diluicdo 10 de cada cepa, 1 mL
da diluicdo 107 de cada cepa, 1 mL da diluicdo 10°® de cada cepa, 1 mL da diluicdo 10° de
cada cepa e a dois erlenmeyers ndo foram adicionadas culturas bacterianas.

Os erlenmeyes foram incubados por 16-24 horas a 35 + 2 °C com agitacdo de 150 rpm
(Wrist Action® Skaker. Modelo 75 — Burrell — Burrell Corporation Pittsburgh, P.A.,
USA). Apos este periodo foram retirados, de cada erlenmeyer, volumes de 100ul que
foram adicionados a tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo TSBYE. Os tubos foram
incubados por 16-24 horas a 35 + 2 °C com agitagdo de 150 rpm.

Apos a incubacdo, novamente foram retirados de cada tubo volumes de 100ul que
foram adicionados a tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo TSBYE. Os tubos foram

incubados por 16-24 horas a 35 + 2 °C com agitagdo de 150 rpm.
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Ao final das 72 horas de incubacéo (erlenmeyers e tubos) foram realizadas a extragéo
do DNA das culturas e a reacdo multiplex PCR. Na extracdo foram utilizados dois

protocolos: um utilizando o Kit Qiagen e outro segundo Wang, Cao & Cerniglia (1997).

4.6 Deteccdo das bactérias diretamente no queijo minas frescal

Seis erlenmeyers foram preparados: 1 e 2: 220 mL de caldo TSBYE, 25 gramas de
queijo minas frescal e 1 mL do crescimento bacteriano de 24 horas de cada uma das cepas
de referéncia (total 5 mL); 3 e 4: 220 mL de caldo TSBYE e 25 gramas de queijo minas
frescal; 5 e 6: 220 mL de caldo TSBYE e 1 mL do crescimento bacteriano de 24 horas de
cada uma das cepas de referéncia (total 5 mL). A seguir foram realizados dois

procedimentos (Esquema 3):

1) Os erlenmeyes foram incubados por 16-24 horas a 35 + 2 °C com agitacdo de 150
rpm. Apés cada periodo de 24 horas de incubagdo foram retirados, de cada erlenmeyer,
volumes de 100ul que foram adicionados a tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo
TSBYE. Este procedimento foi realizado trés vezes.

Os tubos foram incubados por 16-24 horas a 35 + 2 °C com agitacdo de 150 rpm. Ao
final, foram realizadas a extracdo do DNA das culturas e a reacdo multiplex PCR. Na
extracdo foram utilizados dois protocolos: um utilizando o Kit Qiagen e outro segundo
Wang, Cao e Cerniglia (1997).

2) Volumes de 0,5 mL e 1 mL foram retirados apds 24 e 48 horas de incubacao, para
posterior extracdo do DNA e reacdo multiplex PCR. Na extracdo foram utilizados dois

protocolos: um utilizando o Kit da Qiagen e outro segundo Wang, Cao e Cerniglia (1997).
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Esquema 2: Contaminagdo Artificial dos Alimentos — Teste de Sensibilidade e Deteccéo

de Bactérias Vivas - continuacdo (Ercolini et al., 2004).

1° etapa:
10° 10t 10% 10° 10* 10° 10°

ndlnlnlwinind]

Cepa ATCC 13565 (Sea) v
16-24 horas a 35+ 2°C
com agitacdo de 150 rpm

10° 10t 10% 10® 10* 10° 10

ndlnlnwinind]

Cepa ATCC 14458 (Seb) v
16-24 horas a 35 +2°C
com agitacdo de 150 rpm

10° ol 10?2 10 10* 10° 10°

J— (HHHH- |

Cepa ATCC 19095 (Sec) v
16-24 horas a 35+ 2°C
com agitacdo de 150 rpm

10° 10t 10 10°® 10* 10° 10°
Cepa ATCC 23235 (Sed) v
16-24 horas a 35 + 2°C com
agitacdo de 150 rpm
10° o' 10% 10° 10* 10° 10°
Cepa ATCC 27664 (See) v

16-24 horas a 35 + 2°C com
agitacdo de 150 rpm
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Esquema 2: Contaminagdo Artificial dos Alimentos — Teste de Sensibilidade e Deteccéo

de Bactérias Vivas (desenvolvido neste trabalho).

2% etapa:
220 mL de Caldo TSBYE + 25g de queijo minas frescal
y + 5 mL de cultura bacteriana (1mL de cada dilui¢do de
cada cepa)
10° 107 10°® 107

1mLm 1mL 1mL

AA AA A

Sem bactérias

/AYA

10 mL de
Caldo
TSBYE

l 16-24h

100 pL

l

10 mL de
Caldo
TSBYE

16-24h

Extracdo
de DNA
com Kit
Qiagen e
com
Triton X-
100 a 1%
e M-PCR

100 uL 100 uL 100 uL 100 uL
10 mL de 10 mL de 10 mL de 10 mL de
Caldo Caldo
TSBYE TSBYE TSBYE TSBYE
l 16-24h l 16-24h l 16-24h l
100 uL 100 uL 100 uL 100 uL
10 mL de 10 mL de 10 mL de 10 mL de
Caldo Caldo
TSBYE TSBYE TSBYE TSBYE
16-24h 16-24h 16-24h
Extracdo Extracdo Extracdo Extracédo
de DNA de DNA de DNA de DNA
com Kit com Kit com Kit com Kit
Qiagen e Qiagen e Qiagen e Qiagen e
com com com com
Triton X- Triton X- Triton X- Triton X-
100 a 1% 100 a 1% 100 a 1% 100 a 1%
e M-PCR e M-PCR e M-PCR e M-PCR
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Esquema 3: Deteccdo das Bactérias Diretamente do Queijo Minas Frescal (desenvolvido

neste trabalho).

1% procedimento:

AN

25 g de queijo minas
frescal + 220 mL de
caldo TSBYE + 5
mL de cultura
bacteriana (1mL de
cada cepa)

24h/35°C £0,2
/150 rpm

100 pL

l

10 mL de
Caldo
TSBYE

24h/35°C £0,2
/150 rpm

100 pL

l

10 mL de
Caldo
TSBYE

24h/35°C £0,2
/150 rpm

100 pL

l

10 mL de
Caldo
TSBYE

I

AN

220 mL de caldo
TSBYE + 5 mL de
cultura bacteriana
(ImL de cada cepa)

24h/35°C £0,2
/150 rpm

100 pL

10 mL de
Caldo
TSBYE

24h/35°C £0,2
/150 rpm

100 pL

10 mL de
Caldo
TSBYE

24h/35°C £0,2
/150 rpm

100 pL

l

10 mL de
Caldo
TSBYE

l

AN

25 g de queijo minas
frescal + 220 mL de
caldo TSBYE
(Sem bactéria)

24h/35°C £ 0,2
/150 rpm

100 pL

10 mL de
Caldo
TSBYE

24h/35°C £ 0,2
/150 rpm

100 pL

10 mL de
Caldo
TSBYE

24h/35°C £ 0,2
/150 rpm

100 pL

l

10 mL de
Caldo
TSBYE

/

Extracdo de DNA com kit Qiagen e com Triton X-100 a

1% e M-PCR
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Esquema 3: Deteccdo das Bbactérias Diretamente do Queijo Minas Frescal (desenvolvido

neste trabalho).

2% procedimento:

AN

25 g de queijo minas
frescal + 220 mL de
caldo TSBYE +5
mL de cultura
bacteriana (1mL de

cada cepa)
24h/ 48h /
35°C 35°C
+0,2 +0,2
/ 150 /150
rpm rpm
v \ 4

Extracdo de DNA

com kit Qiagen e

com Triton X-100
a 1% e M-PCR

AN

220 mL de caldo
TSBYE + 5 mL de
cultura bacteriana

(ImL de cada cepa)
24h / 48h /
35°C 35°C
+0,2 +0,2
/150 / 150
rpm rpm

\ 4 v

Extracdo de DNA

com kit Qiagen e

com Triton X-100
a 1% e M-PCR

AN

25 g de queijo minas
frescal + 220 mL de
caldo TSBYE
(Sem bactéria)

24h/ 48h /

35°C 35°C

+0,2 +0,2

/150 /150

rpm rpm
v v

Extracdo de DNA

com kit Qiagen e

com Triton X-100
a 1% e M-PCR
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5 Resultados

5.1 Pesquisa de Estafilococos Coagulase-positiva — Isolamento

Trinta amostras de queijo minas frescal, pesando no minimo 200g cada, de trés marcas
comerciais (10 de cada) foram compradas em supermercados de regides do Estado do Rio
de Janeiro em trés periodos diferentes. Destas, 10 amostras ndo apresentaram nenhum
crescimento microbiano. Das 20 amostras que apresentaram crescimento foram isoladas
231 coldnias, cujas caracteristicas morfotintoriais foram verificadas através da coloragdo
de Gram. Aquelas que apresentaram cocos Gram-positivos agrupados em forma de cachos
foram submetidas ao teste da catalase (tabela 5). Para o teste da coagulase foram
selecionadas 151 col6nias, das quais nove (6%) foram coagulase-negativas. Na
identificacdo visual dos estafilococos foram observadas variantes das colbnias coagulase-
positiva: colbnias circulares, lisas, umidas, com variagdo na coloracdo (cinza escuro a
negro), nos tipos de halos (transparentes, duplos, opacos ou brancos) e no tamanho

(colbnias pequenas e medias).

Tabela 5: Caracteristicas morfotintoriais, teste da catalase e coagulase das colénias

isoladas de 20 amostras de queijos minas frescal.

Positivo Negativo Total
Coloracéo de Gram 231 0 231
Catalase 231 0 231
Coagulase 142 9 151

Os resultados da pesquisa de estafilococos coagulase-positiva nas trinta amostras de
queijos minas frescal (tabela 6) mostraram que 33,34% (amostras 6 - 10 e 16 - 20) das
amostras ndo apresentaram nenhum crescimento microbiano nas placas de Agar Baird-
Parker. Cerca de 6,67% (amostras 11 e 15) continham estafilococos coagulase-positiva
dentro do limite estabelecido pela RDC n°12, que é de 5 x 10> UFC/g. Das amostras que se
apresentaram em desacordo com o limite estabelecido pela legislacdo (40%), 13,33%
(amostras 14, 25, 27 e 28) apresentaram valores entre 5 x 10? e 10° UFC/g, 16,66%

(amostras 1, 2, 3, 4 e 5) apresentaram valores entre 10% e 10* UFC/g e 10% apresentaram
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valores acima de 10° UFC/g (amostras 21, 22 e 30) o que, segundo o FDA (1998), é
suficiente para a producao de enterotoxinas. Seis amostras (20%) ndo foram testadas para

coagulase.

Tabela 6: Pesquisa de estafilococos coagulase-positiva em 30 amostras de queijos minas

frescal — Isolamento.

Estafilococos Coagulase-positiva/g de queijo n %
ufc/g
0 10 33,34
>10°-10° 2 6,67
>5x10%- 10° 4 13,33
>10°-10° 5 16,66
>10° 3 10
Nao testadas 6 20

Total 30 100
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5.2 Padronizagdo do protocolo de Multiplex PCR

Reacdes simplex e reacOes duplex foram realizadas para testar os primers
reconstituidos e para verificar a eficicia do protocolo multiplex PCR na amplificacdo dos
genes alvo. Os produtos desta multiplex mostraram que o protocolo é eficaz e que ndo

houve problemas na amplificacdo com o uso destes primers (Figura 1).

451 pb
278 pb
209 pb
164 pb
132 pb
102 pb

v by

Figura 1: Duplex PCR para deteccdo dos genes sea (102 pb), seb (164 pb), sec (451 pb), sed (278
pb), see (209 pb) e femA (132 pb) das cepas de Staphylococcus aureus de referéncia. Gel de
Agarose a 1,5%: Pista P: DNA padrdo de 100 pb (Invitrogen Inc., Valencia, CA, USA); pista 1:
controle negativo (Mix + agua); pista 2: sea + femA; pista 3: seb + femA; pista 4: sec + femA; pista

5: sed+ femA; pista 6: see + femA, pista 7: femA.

A partir das culturas das cepas de Staphylocccus aureus ATCC 13565 (sea), ATCC
14458 (seb), ATCC 19095 (sec), ATCC 23235 (sed), ATCC 27664 (see) foi realizada a
extracdo do DNA com o kit Qiagen e conforme o protocolo de Wang, Cao e Cerniglia
(1997). Reagdes multiplex PCR foram realizadas com os DNAs extraidos pelos dois
protocolos e os resultados demonstraram ndo haver diferencas entre os métodos de

extracdo (Figura 2).
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Figura 2: Multiplex PCR para deteccdo dos genes sea, seb, sec, sed, see e femA das cepas de
Staphylococcus aureus. Extracdo com o kit Qiagen e pelo protocolo de Wang, Cao & Cerniglia
(1997). Gel de Agarose a 1,5%: Pista P: DNA padrdo de 100 pb (Invitrogen Inc., Valencia, CA,
USA); Pistas 1 a 8: extracdo segundo Wang, Cao & Cerniglia (1997) - pista 1: controle negativo
(Mix + &gua); pista 2: controle positivo (sea, seb, sec, sed, see, femA); pista 3: sea + sed + femA;
pista 4: seb + femA; pista 5: sec + femA; pista 6: sed+ femA; pista 7: see + femA, pista 8: cultura
das cinco cepas inoculadas juntas; Pistas 9 a 13: extracdo com kit Qiagen — pista 9: sea + sed +
femA; pista 10: seb + femA; pista 11: sec + femA; pista 12: sed+ femA, pista 13: see + femA.
Tamanhos dos produtos amplificados: sea: 102 pb, seb: 164 pb, sec: 451 pb, sed: 278 pb, see: 209
pb e femA: 132 pb.

Na busca pela amplifica¢do dos produtos da PCR, o protocolo original, do trabalho de
Mehrotra, Wang & Johnson (2000), foi alterado em varios parametros (Quadro 3). O
primeiro parametro alterado foi a temperatura de anelamento, que segundo 0s autores
deveria ser de 57°C. Porém, varias temperaturas (57°C, 52°C, 50°C e 48°C) foram testadas
para alcancgar a amplificacdo da banda do gene da enterotoxina C - sec (451 pb), o que so
foi obtido com a temperatura de 52°C. O tempo de extensdo também variou entre 1, 2 e 3
minutos, sendo o tempo de 3 minutos ideal para a amplificacdo do gene da sec. A
concentracdo da solugdo de dNTP também foi alterada, variando entre 200 uM e 300 uM,
sendo que no protocolo padronizado utilizou-se a concentragdo de 200 uM.

A concentragdo da Platinum® Tag DNA Polimerase variou entre 2,5 U a 3,5 U, mas o
protocolo foi padronizado com uma concentracdo de 2,5 U, o que significa uma
concentracdo final na reagdo de 0,05 U/ul. Também variaram a concentracdo do MgCl;,
que variou entre 2mM a 3mM, sendo adequada a concentracdo de 2mM e, a concentracdo

dos primers IBR 3)F e IBR 3)R, especificos para o gene da sec, entre 0,4 pmoles/ul e 0,8
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pmoles/ul. N&o foram observadas melhorias na amplificagdo com o aumento da
concentracdo destes primers, sendo assim, no protocolo padronizado utilizou-se a
concentracédo de 0,4 pmoles/ul.

O perfil de amplificagcdo padronizado consistiu em 5 minutos a 94°C para uma
desnaturacéo inicial, 35 ciclos de 2 minutos a 94°C para a desnaturagéo, 2 minutos a 52°C
para o anelamento e 3 minutos a 72°C para extenséo, finalizando com uma extenséo de 7

minutos a 72°C.
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Quadro 3: Padronizacédo do protocolo de multiplex PCR
a) 57°C b) 52°C ¢) 50°C d) 48°C

P1234567 P1234567 8 P12 3456 7 P123456 7
e) 1 minuto f) 2 minutos g) 3 minutos

P1234567 P123 4567 P 1234567
h) protocolo padronizado

P 1 2 3 45 6 7 8
Fotos: Padronizagdo da Multiplex PCR. a, b, ¢, d: produtos da amplificacdo com temperaturas de anelamento

de 57°C, 52°C, 50°C e 48°C, respectivamente; e, f, g: produtos da amplificagdo com tempos de extensdo de 1,
2 e 3 minutos, respectivamente; h: protocolo padronizado: 5 minutos a 94°C para uma desnaturagéo inicial,
35 ciclos de 2 minutos a 94°C para a desnaturagdo, 2 minutos a 52°C para o anelamento e 3 minutos a 72°C
para extensdo, finalizando com uma extensdo de 7 minutos a 72°C, concentragdo de dNTPs a 200 uM,
concentragdo da Platinum Taq polimerase a 2,5 U, concentragdo do MgCl, a 2 mM e concentragdo dos
primers IBR 3)F e IBR 3)R a 0,4 pmoles/ul. Pista P: DNA padréo de 100 pb (Invitrogen Inc., Valencia, CA,
USA); pista 1: controle negativo (Mix + dgua); pista 2: controle positivo (sea, seb, sec, sed, see, femA); pista
3: sea + sed + femA, pista 4: sea + sed + femA ; pista 5: seb + femA; pista 6: sec + femA, pista 7: sed+ femA,;

pista 8: see + femA.
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5.3 Teste de Robustez da técnica

A robustez da técnica foi test ada através da variacdo do termociclador e dos
microtubos utilizados (Quadro 4). Trés termocicladores foram utilizados: dois
termocicladores PTC-200 Peltier Thermal Cycler — MJ Research Inc. (Watertown, MA,
USA) e um termociclador GeneAmp PCR System 2400. Nao foram observadas diferencas
nos produtos das amplificagdes feitas nos trés equipamentos, o que confirma a robustez da
técnica.

Microtubos de 200 ul da marca Axygen Scientific (Union City, Califérnia, USA) e
microtubos de 500 ul da marca Brand também foram testados. Novamente ndo foram

observadas diferencas nas amplificagdes.

Quadro 4: Teste de robustez
aP 1 234567 8 bhh)P 1234 56 7 8c)P12345¢6 7 8

dpPp 1 2 3 4 56 7 e)P 1 2 34 5 6

Fotos: Multiplex PCR para deteccdo dos genes sea (102 pb), seb (164 pb), sec (451 pb), sed (278
pb), see (209 pb) e femA (132 pb) das cepas de Staphylococcus aureus de referéncia. Gel de
Agarose a 1,5%: Pista P: DNA padrdo de 100 pb (Invitrogen Inc., Valencia, CA, USA); pista 1:

controle negativo (Mix + &gua); pista 2: controle positivo (sea, seb, sec, sed, see, femA); pista 3:

sea + sed + femA; pista 4: sea + sed + femA ; pista 5: seb + femA; pista 6: sec + femA; pista 7:
sed+ femA; pista 8: see + femA. Foto a: termociclador PTC 200 — Peltier Thermal Cycler — MJ
Research 1; foto b: termociclador Gene Amp PCR System 2400; foto c: termociclador PTC 200 —
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Peltier Thermal Cycler — MJ Research 2; foto d: microtubos de 500 ul da marca Brand; foto e:

microtubos de 200 ul da marca Axygen Scientific (Union City, Califérnia, USA).

5.4 Contaminacdo artificial e Deteccdo das bactérias diretamente no queijo minas frescal

As etapas da contaminacdo artificial do queijo minas frescal e da deteccdo direta dos
genes que codificam para as enterotoxinas A, B, C, D e E foram realizadas. O DNA das
culturas foi extraido com o kit Qiagen e pelo protocolo de Wang, Cao e Cerniglia (1997).
Na contaminacdo artificial comprovou-se que o melhor método de extracdo foi com o kit
da Qiagen.

Na 1% etapa de contaminagcdo artificial dos alimentos os nimeros de células viaveis na
contagem de colénias das culturas puras inoculadas em placas de Agar Nutriente foram: da
ordem de 10* UFC/mlI nas dilui¢des de 10°®, da ordem de 10" a 10 UFC/ml nas diluicbes
de 107 e 1 a 10* UFC/ml nas diluicdes de 10°® e 10°°.

Na 2° etapa da contaminacdo artificial, em que as diluicdes 10°, 107, 10® e 10° de
cada uma das cepas foram inoculadas juntamente com as amostras de queijo minas frescal,
a Multiplex PCR foi negativa. Dos seis genes desejados, somente 0 gene da enterotoxina D
foi amplificado, cuja contagem de células viaveis foi da ordem de 2,0 UFC/ml a 2,7 x 10°
UFC/ml, ou seja, a sensibilidade da multiplex PCR para este gene foi de < 10 a 100
células.

A amplificagcdo dos produtos da multiplex PCR na deteccdo direta dos queijos minas
frescal mostrou-se ineficaz na amplificacdo de todos os genes alvo (sea, seb, sec, sed, see,
femA).

Estes dados mostraram que para 0 queijo minas frescal é necessario primeiramente a
realizacdo do isolamento de col6nias de estafilococos coagulase-positiva para s6 entdo
procedermos a extragdo de DNA, com o kit Qiagen, e a multiplex PCR.

5.5 Distribuicdo dos genes sea, seb, sed e femA nas colbnias isoladas de 20 amostras de

queijos minas frescal

Das 111 coldnias, sete foram de estafilococos coagulase-negativa e 104 foram de
estafilococos coagulase-positiva. O DNA foi extraido com o Kit Qiagen e posteriormente

foi realizada a Multiplex PCR.
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Das 111 coldnias isoladas das amostras 2, 3, 5, 11, 21, 22, 25, 27, 28 e 30 analisadas
pela Multiplex PCR, 34 (30,62%) foram positivas para algum dos cinco genes de
enterotoxinas pesquisados (Figura 3). Destas 34 colbnias, 15 (13,51%) foram positivas
para femA, sea e seb, 5 (4,5%) foram positivas para sea, 9 (8,11%) foram positivas para
sea e seb, 2 (1,8%) foram positivas para sed e 3 (2,7%) foram positivas para femA e sed.
Trinta e nove (35,14%) amplificaram somente o gene femA e nenhum gene das

enterotoxinas (Figura 4), e 38 (34,24%) foram negativas para todos os genes (Tabela 7).

Tabela 7: Distribuicdo dos genes femA, sea, seb e sed de Staphylococcus aureus nos 111
isolados

Gene N° %
femA 39 35,14
femA + sea+ seb 15 13,51
sea 5 4,50
sea + seb 9 8,11
sed 2 1,80
femA + sed 3 2,70
nenhuma 38 34,24
Total 111 100

Entre os sete estafilococos coagulase-negativa analisados pela Multiplex PCR, quatro

foram negativos, um foi positivo para femA e sed e dois foram positivos somente para sed.
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Figura 3: Multiplex PCR em isolados de Staphylococcus aureus de queijos minas frescal (amostra
30). Gel de Agarose a 1,5%: Pista P: DNA padrédo de 100 pb (Invitrogen Inc., Valencia, CA, USA);
pista 1: controle negativo; pistas 2 - 6: cepas de referéncia : pista 2: sea + femA; pista 3: seb + femA

; pista 4: sec + femA,; pista 5: sed + femA; pista 6: see+ femA; pistas 7 — 13: coldnias 1 a 7.

P1 2 345 6 78 9101112 13 1415 16 1718 1920

Figura 4: Multiplex PCR em isolados de Staphylococcus aureus de queijos minas frescal (amostra
5). Gel de Agarose a 1,5%: Pista P: DNA padrdo de 100 pb (Invitrogen Inc., Valencia, CA, USA);
pista 1: controle negativo; pistas 2 - 6: cepas de referéncia: pista 2: sea + femA; pista 3: seb + femA

; pista 4: sec + femA; pista 5: sed + femA,; pista 6: see+ femA; pistas 7 — 20: coldnias 1 a 14.

P 1 2 3456 78 9 101112 13 1415 16 1718 1920 21 22 23

Figura 5: Multiplex PCR em isolados de Staphylococcus aureus de queijos minas frescal
(amostras 25 e 28). Gel de Agarose a 1,5%: Pista P: DNA padrdo de 100 pb (Invitrogen Inc.,
Valencia, CA, USA); pista 1: controle negativo; pistas 2 - 6: cepas de referéncia: pista 2: sea +
femA; pista 3: seb + femA ; pista 4: sec + femA; pista 5: sed + femA; pista 6: see+ femA; pistas 7 —

23: colbnias 1 a 17.
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6 Discussao

O queijo minas frescal é muito consumido pela populacédo brasileira e seu processo de
fabricacdo é, essencialmente, nacional. Devido a sua alta umidade (43 - 55%) o queijo
minas é susceptivel a alteragBes proteoliticas e microbiolégicas. Além disso, os leites crus
ou pasteurizados e 0s queijos tém sido freqlentemente implicados como veiculos de
transmisséo de bactérias patogénicas e com surtos de intoxicacdes estafilococicas relatados
em todo o mundo (DE LUCA, ZANETTI & STAMPI, 1997; ALMEIDA FILHO &
NADER FILHO, 2000; LOGUERCIO, & ALEIXO, 2001; CARMO et al., 2002; ARAUJO
et al., 2002; NORMANNO et al., 2005).

Das 30 amostras de queijo minas frescal analisadas neste trabalho, 12 (40%)
apresentaram contagens de estafilococos coagulase-positiva acima de 5 x 10> UFC/g, valor
este estabelecido como limite maximo permitido pela ANVISA para o queijo minas frescal
(BRASIL, 2001). Tais resultados mostraram-se similares aos obtidos por Carmo et al.
(2002) e Almeida Filho & Nader Filho (2000) que encontraram valores em torno de 10°
UFC/g, e aos achados por Loguercio & Aleixo (2001) e por Aradjo et al. (2002) que
observaram contagens entre 10° e 10* UFC/g. Estes autores destacaram como possiveis
causas da contaminacdo as condigdes insatisfatorias dos utensilios, a manipulacdo e o
processo de pasteurizacdo inadequado e o uso do leite cru pelo pequeno produtor.
Casualmente, o armazenamento sob as altas temperaturas ambientais de nosso Pais, que
permitem o crescimento de Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp., pode estimular a
producdo de enterotoxinas estafilococicas no queijo minas frescal. Toshkova et al. (2001) e
Vautor et al (2005) analisaram a relacdo dos portadores assintomaticos de Staphylococcus
aureus com a ocorréncia de infeccBes estafilococicas. Eles concluiram que os portadores
tém um importante papel na manutencdo e na disseminagcdo desses microrganismos,
especialmente os profissionais de salde e os manipuladores de alimentos.

Das 30 amostras examinadas, 10% apresentaram valores acima de 10° UFC/g, o que é
preocupante principalmente pelo fato destes valores estarem na faixa requerida (10> UFC/g
a 10° UFC/g) pelas cepas enterotoxigénicas para a producdo de enterotoxinas; e em
quantidades suficientes e necessarias para a ocorréncia de surtos de intoxicacdo alimentar
estafilococica (FDA, 1998). De Buyser et al. (2001) estimaram a proporc¢édo de doencas de
origem alimentar devido ao consumo de leite e produtos laticinios registrados na Franca e
em outros paises industrializados. Dados mostraram que na Inglaterra varios surtos
documentados tiveram como veiculo de transmissao o leite e queijos, o que foi confirmado

pelo isolamento de Staphylococcus aureus. No Brasil, poucos surtos de intoxicagdes
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alimentares estafilocécicas por contaminacéo de queijo minas frescal tém sido registrados,
entre eles estdo os estudos de Sabioni, Hirooka & Souza (1988), de Pereira et al. (1991) e
de Carmo et al. (2002).

A identificacdo visual dos estafilococos isolados das amostras de queijo minas frescal
apresentou muitas variantes, como a variagdo da coloracdo das colbnias (cinza escuro a
negro), dos tipos de halos (transparentes, duplos, opacos ou brancos) e do tamanho das
colbnias (pequenas e médias), o que tornou o diagnostico trabalhoso e passivel de falhas.
Este fato também foi observado por Nascimento, Corbia e Nascimento (2001) que
relacionaram estas diferentes caracteristicas a variacdo fisioldgica e/ou genética das cepas
de S. aureus presentes nos alimentos tornando a identificacdo destes e dos Staphylococcus
spp. coagulase-positiva impossivel de ser realizada sem a confirmacdo por testes
bioquimicos ou testes complementares (BAIRD-PARKER, 1990; LANCETTE & TATINI,
1992). Neste trabalho, o teste complementar utilizado foi a multiplex PCR com
amplificacdo do gene femA, especifico para S. aureus.

Na padronizacdo da Multiplex PCR varios parametros foram alterados, como a
temperatura de anelamento, o tempo de extensdo, a concentracdo da solugédo de dNTP,
primers, MgCl, e Taq polimerase. O mesmo fato foi relatado por Najera-Sanchez et al.
(2003) que testaram varias temperaturas de anelamento. Assim como neste trabalho, eles
observaram que baixas temperaturas de anelamento (48°C e 50°C) resultaram em reduzida
sensibilidade e especificidade do gene alvo por causa da competicdo entre 0s produtos nao-
especificos pelos componentes da rea¢do. Todavia, Henegariu et al. (1997) observaram que
para amplificar os loci em misturas multiplex foi necesséario baixar a temperatura de
anelamento em 4 — 6°C, 0 que esta de acordo com estes resultados, visto que no protocolo
original de Mehrotra, Wang & Johnson (2000) a temperatura de anelamento era de 57°C.
Porém, em nosso protocolo padronizado a temperatura ideal para amplificacdo das seis
bandas foi de 52°C, ou seja, com menos 5°C.

Henegariu et al. (1997) amplificaram mais de 50 loci em varias combinagdes de
multiplex PCR para avaliar a influéncia destes mesmos parametros nas reacdes. Eles
concluiram que na multiplex PCR, como mais de um loci é simultaneamente amplificado,
0 pool da enzima e dos nucleotideos (ANTP) torna-se um fator limitante, e um tempo maior
€ necessario para que as moléculas de polimerase completem a sintese de todos os
produtos. Os resultados mostraram que o0 aumento do tempo de extensdo na multiplex PCR
aumentou o rendimento dos produtos da PCR de maior fragmento, ou seja, visivelmente
altos rendimentos dos produtos da PCR foram obtidos quando um tempo de extenséo

maior foi utilizado. Estes dados estdo de acordo com os achados neste trabalho, visto que a
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amplificacdo da maior banda (gene da enterotoxina C — sec - 451 pb) so6 foi obtida com o
aumento do tempo de extensdo para 3 minutos. Estes mesmos autores também concluiram
que os melhores resultados da multiplex PCR foram obtidos quando utilizaram uma
concentracdo de 200 a 400 uM de solucdo de dNTP e de 10,8 mM de MgCl,. Estes
resultados estdo em desacordo com este trabalho, ja que melhores resultados foram obtidos
com uma concentracdo de 200 uM de solucdo de dNTP e de 2mM de MgCl..

Na 1% etapa da contaminacéo artificial dos alimentos os nimeros de células vidveis da
contagem de coldnias a partir das culturas puras inoculadas em placas de Agar Nutriente
foram da ordem de 10> UFC/ml nas diluicdes de 10, da ordem de 10* a 10> UFC/mI nas
diluicdes de 107 e 1 a 10" UFC/mI nas diluicdes de 10® e 10°. Tais resultados estdo de
acordo com Wang, Cao & Johnson (1991), Wang, Cao & Johnson (1992a), Wang, Slavik
& Cao (1992b), Wang et al. (1993a), Wang et al. (1993b), Wang et al. (1994a), Wang et
al. (1994b), Wang, Cao & Cerniglia (1996a), Wang et al. (1996b), Wang et al. (1996¢) e
Slavik et al. (1993), cuja sensibilidade da PCR para culturas puras para a maioria das
bactérias também foi de 100 células; todavia, em desacordo com o estudo de Wang, Cao &
Cerniglia (1997) onde a sensibilidade da PCR variou entre 10* e 10 células.

E importante ressaltar que tanto na contaminagao artificial como na deteccéo direta nos
alimentos as cinco cepas foram inoculadas todas juntas no meio de cultura TSBYE. Este
fato ndo foi observado em nenhum outro experimento dos demais trabalhos, que sempre
inocularam as diferentes cepas separadamente. Neste estudo, este procedimento rendeu
resultados negativos para a multiplex PCR, o que pode ser devido a interferéncia no
crescimento de uma cepa por outra.

Na 2% etapa da contaminacéo artificial, em que as diluicdes 10°, 107, 10® e 10° de
cada uma das cepas foram inoculadas juntamente com as amostras de queijo minas frescal,
a multiplex PCR foi negativa. Somente o gene da enterotoxina D foi amplificado e a
sensibilidade da multiplex PCR foi de 1 a 100 células. Tal resultado diverge dos resultados
encontrados por Tamarapu et al. (2001) que detectaram os genes nuc e sec de S. aureus em
amostras de leite desnatado e queijo tipo cheddar, através de uma multiplex PCR. As
amostras foram contaminadas artificialmente com diluicdes seriadas de S. aureus que
variaram de 10° a 10® UFC/m, e os produtos da reacéo foram observados nas diluicées de
10°® a 10 UFC/mL para o leite desnatado e na diluicdo 10 UFC/20g para o queijo.

Na deteccdo direta dos queijos minas frescal somente bandas inespecificas foram
amplificadas. Este resultado est4d em desacordo com Ercolini et al. (2004) que detectaram
através de reacOes de PCR os genes das enterotoxinas SEG e SEH diretamente de leite cru

artificialmente contaminado. Eles também testaram a PCR com amostras de leite cru
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contaminadas artificialmente e incubadas por 24 e 48 horas em meio de cultura de
enriquecimento. Os resultados mostraram que apds 48 horas de enriquecimento todos 0s
genes alvo (sec, seg, seh e sei) foram amplificados.

Resultado semelhante ao nosso foi encontrado por McLauchlin et al. (2000) que
contaminaram artificialmente amostras de sopa de cogumelos enlatada, creme de leite,
queijo cotage, queijo mussarela, queijo gordo e presunto fatiado. Uma sensibilidade de 4 a
40 UFC de S. aureus foi alcancada na sopa e no presunto contaminados artificialmente.
Porém, a deteccdo de genes das enterotoxinas foi fraca ou ndo foi obtida nos quatro
produtos laticinios (queijos e creme de leite). Apos a incubacdo a 37°C, o crescimento do
microrganismo inoculado foi detectado na sopa, no creme de leite e no presunto; algum
crescimento foi detectado no queijo mussarela e no queijo gordo; células ndo-viaveis de S.
aureus foram obtidas do queijo cotage. Uma variedade de diferentes cepas de S. aureus foi
utilizada na inoculacéo da sopa e a amplificacdo dos genes de enterotoxinas de todas elas
foi alcancada. Na sopa, no creme de leite e no presunto, 0s genes de enterotoxinas
apropriados foram detectados, sendo que o creme de leite apresentou a deteccdo mais
fraca. SEA e SED foram detectadas no queijo gordo e SEA no queijo mussarela, embora a
amplificacdo tenha sido moderada. N&o houve deteccdo da SED nos queijos cotage e
mussarela artificialmente contaminados ou da SEA no queijo cotage.

O resultado negativo da Multiplex PCR na deteccdo direta de alimentos pode ser
devido a matriz alimentar, neste caso, 0 queijo minas frescal. A matriz alimentar pode
reduzir a sensibilidade da PCR. O contetdo de gordura é relatado como um dos maiores
fatores que reduzem a sensibilidade da PCR, e a baixa sensibilidade dos testes que
analisam os queijos tem sido atribuida a composicao deste tipo de alimento por Wilson et
al. (1997) e McLauchlin et al. (2000). Todavia, Tamarapu et al. (2001) ndo observaram
diferencgas na deteccdo de S. aureus entre as matrizes alimentares, visto que 0 mesmo nivel
de sensibilidade foi obtido nos homogenatos de leite desnatado e queijo tipo cheddar. O
fator determinante no trabalho destes autores foi a diluicdo das amostras de queijo. Neste
trabalho, também foram realizadas diluicdes e mesmo assim ndo foram obtidos resultados
positivos.

Estes dados mostraram que para o queijo minas frescal seria necessario primeiramente
a realizacdo do isolamento de coldnias de estafilococos coagulase-positiva. Sendo assim,
neste trabalho isolamos 231 colénias que foram submetidas a coloracdo de Gram, ao teste
da catalase e ao teste da coagulase. Destas foram selecionadas 111 coldnias de
estafilococos coagulase-positiva (104) e coagulase-negativa (7) que foram submetidas ao

teste de multiplex PCR. Trinta e quatro colénias (30,62%) foram positivas para algum dos



83

cinco genes de enterotoxinas pesquisados: 15 (13,51%) foram positivas para femA, sea e
seb, 5 (4,5%) foram positivas para sea, 9 (8,11%) foram positivas para sea e seb, 2 (1,8%)
foram positivas para sed e 3 (2,7%) foram positivas para femA e sed. Trinta e nove
(35,14%) amplificaram somente o gene femA e nenhum gene de enterotoxinas (Figura 3), e
38 (34,24%) foram negativas para todos 0s genes.

Estes resultados estdo de acordo com McLauchlin et al. (2000) e com Najera-Sanchez
et al. (2003). McLauchlin et al. (2000) analisaram 129 culturas de S. aureus, 39 das quais
foram retomadas de 38 incidentes de intoxicacao alimentar estafilococica. Os resultados da
PCR para deteccdo dos genes de enterotoxinas nas 129 cepas foram: SEA (12), SEA +SEB
(2), SEA + SED (4) entre outros. Das cepas suspeitas de envolvimento em intoxicacao
alimentar, 9, 4 e 2 foram devido a SEA, SEB e SEC (sozinhas ou associadas com outra
enterotoxina), respectivamente. Os resultados de Néajera-Sanchez et al. (2003) mostraram
que das cepas isoladas de carne (lingiica, presunto e chouri¢o) e produtos laticinios (leite
em po e queijo) pela técnica de Baird-Parker, 51 continham 0s genes das enterotoxinas
SEA, SEB, SEC, SED e SEE, sendo os tipos mais frequentes SEA (64%), SEC (40%),
SED (68%), SEA + SEB (14%).

Entre os sete estafilococos coagulase-negativa analisados pela Reacdo Multiplex PCR,
quatro foram negativos, um foi positivo para femA e sed e dois foram positivos somente
para sed. Estes resultados estdo em desacordo com os achados de Blaiotta et al. (2004) que
concluiram que a ocorréncia de genes de enterotoxinas em estafilococos coagulase-
negativa e de outras espécies estafilococicas ndo-S. aureus isolados de salame, leite de
bufalo cru e queijo mussarela € rara.

Com relacdo a deteccdo somente do gene femA, 57 (51%) das 111 colbnias analisadas
amplificaram este gene. O fato de 49% ndo amplificarem femA pode indicar que estas 54
colbnias ndo séo de S. aureus, visto que os primers deste gene utilizados em nosso trabalho

sdo especificos para S. aureus.
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7 Concluséo

Os resultados deste trabalho revelaram que dos 30 queijos minas frescal analisados,
40% estédo em desacordo com o padréo legal vigente.

Com relacdo a deteccdo dos genes das cinco enterotoxinas (A, B, C, D, E), estes
resultados revelaram que para a deteccdo em queijos minas frescal é necessario um prévio
isolamento das coldnias estafilococicas pela técnica convencional. Sendo assim, a
Multiplex PCR se revelou complementar fornecendo informagBes precisas quanto a
presenca de S. aureus com potencial risco de causar intoxicacdo alimentar e dos genes que
codificam as enterotoxinas SEA, SEA +SEB e SED.

Considerando o baixo custo e 0 menor tempo necessario para detectar os seis genes de
S. aureus pela multiplex PCR, concluiu-se que esta é uma ferramenta poderosa no estudo
de gendtipos de isolados estafilococicos e que certamente poderia ser incorporada as

rotinas de pesquisa do Instituto nacional de Controle de Qualidade em Saude — INCQS.
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8 Anexo

Meios de Cultura

1. Agar Baird-Parker

1.1. Meio Base
Composicao:
Triptona 10,09
Extrato de carne 5049
Extrato de levedura 109
Piruvato de sédio 10,0 ¢
Glicina 12049
Cloreto de litio (6 H.0) 500
Agar-agar 20,09
Agua destilada 1000 mL

pH 6,8 - 7,2, 121°C/ 15 min.

Preparac&o: misturar os ingredientes em 940 ml de 4gua destilada. Autoclavar a 121°°C/ 15
minutos. Esfriar a 55°.C e adicionar emulsdo de ovo e telurito de potassio. Misturar 50 ml
da emulséo de gema de ovo com 10 ml de solugéo de telurito de potassio a 3,5%.

1.2. Solucdo de telurito de potéasio a 3,5%

Composigéo:
Telurito de potasio 359
Agua destilada 1000 mL

Preparacgdo: dissolver o telurito de potéssio e esterilizar por filtracéo.

1.3. Emulséo de gema de ovo a 50%

Selecionar uma quantidade de ovos necessaria ao preparo do meio. Lavar a superficie
de cada ovo com agua e sabdo com o cuidado de manté-los intactos. Deixar 0s ovos
imersos em alcool a 70% durante 10 minutos. Quebrar a superficie do ovo formando um
orificio na regido da camara de ar, desprezar a clara e transferir, assepticamente, a gema
para recipiente estéril. Adicionar igual volume de solucéo salina estéril a 0,85%. Estocar a

suspenséo a 5°C.




2. Caldo Nutriente
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Composicao:

Extrato de carne 300
Peptona 5049
Agua destilada 1000 mL

pH 7,3, 121°C/ 15 min.

Preparacdo: dissolver os ingredientes, em banho-maria, fervendo, sob agitacdo frequente,

acertar o pH, distribuir em tubos de ensaio, esterilizar & 121°°C/ 15 minutos.

3. Agar Nutriente

Composigéo:

Extrato de carne 3049
Peptona 5049
Agar agar 15,0 g
Agua destilada 1000 mL

pH 7,3, 121°C/ 15 min.

Preparacdo: dissolver os ingredientes, em banho-maria, fervendo, sob agitacdo frequente,
acertar o pH, distribuir em tubos de ensaio, esterilizar a 121°'C/ 15 minutos. Inclinar apés

autoclavar, antes que o meio esfrie.

4. Caldo Infusdo de Cérebro-Coracdo (BHI)

Composigéo:

Infusdo de cérebro de bezerro 125¢g
Infusdo de coracédo de boi 5090
Proteose peptona 10,09
Cloreto de sédio 5090
Fosfato monoacido de sédio 2,59
Glicose 2,049
Agua destilada 1000 mL

Preparacdo: suspender os componentes em agua destilada e dissolver por aquecimento até

ebulicdo. Distribuir volumes de 3 mL em tubos de 13x100 mm. Esterilizar em autoclave a

121°C durante 15 minutos.

5. Agar Infusio de Cérebro-Coracéo (BHI)

Composigéo:




105

Infusdo de cérebro de bezerro 1259
Infusdo de coracéo de boi 5090
Proteose peptona 10,09
Cloreto de sddio 5049
Fosfato monoacido de sédio 2,59
Glicose 2,049
Agar-agar 1509
Agua destilada 1000 mL

Preparagdo: suspender os componentes em agua destilada e dissolver por aquecimento até
ebulicdo. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Distribuir volumes de 20

mL em placas de Petri.

6. Caldo TSBYE

Composigéo:

Meio TSB (Caldo Casoy) 309
Extrato de levedura 69
Agua destilada 1000 mL

Preparacdo: suspender os componentes em agua destilada, dissolver e distribuir. Esterilizar

em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Reagentes

7. Tampao fosfato de Butterfield

7.1. Composicao Solucéo estoque:

Fosfato de potassio monobasico 34g

Agua destilada 500 mL

Preparagdo: suspender os componentes em agua destilada. Ajustar o pH para 7,2 com
solucdo de hidroxido de sddio 1N. Completar o volume para 1000 mL com &gua destilada.
Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Manter a solucdo estoque em

temperatura de refrigeracao.

7.2. Preparo do tampéo
Medir 1,25 mL da solucdo estoque e acrescentar dgua destilada para um volume final de

1000 mL Distribuir volumes de 90 mL em garrafas de diluicdo ou erlenmeyers de 250 mL
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e volumes de 225 mL em erlenmeyers de 500 mL. Esterilizar em autoclave a 121°C

durante 15 minutos.

8. Solucgéo Salina a 0,85%

Composigéo:
Cloreto de sédio 850
Agua destilada 1000 mL

Preparacdo: suspender o componente em &gua destilada. Distribuir e esterilizar em

autoclave a 121°C durante 15 minutos.

9. Peroxido de Hidrogénio a 3%

Composigéo:
Peroxido de hidrogénio a 30% 1,0 mL
Agua destilada 10 mL

Preparacdo: homogeneizar e estocar a temperatura de refrigeracéo.

10. Salina tampao fosfato (Phosphate-buffered Saline - PBS)

Composigéo:

Cloreto de sédio 8,0g
Cloreto de potassio 0,29
Fosfato de sodio bibasico 1,44 ¢
Fosfato de potassio monobasico 0,24 ¢
Agua destilada 1000 mL

Preparacdo: suspender os componentes em agua destilada. Ajustar o pH para 7,4 com
solucdo de acido cloridrico. Completar o volume para 1000 mL com agua destilada.
Esterilizar em autoclave a 121°C durante 20 minutos.

11. Solucdo de Triton X-100 a 1%

Composicéo da solugéo estoque a 10%:

Triton X-100 10,0 mL

Agua destilada 1000 mL

Preparagdo: suspender o componente em &gua destilada. Dissolver e diluir 10 vezes.
Distribuir e esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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