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RESUMO GERAL

O género de bactérias Staphylococcus tem sido alvo de pesquisas na avaliacdo da capacidade
bacteriocigénica e estudos relacionados com a deteccdo de genes codificadores de
enterotoxinas. Muitas linhagens de Staphylococcus spp. sdo capazes de produzir
bacteriocinas, assim como, enterotoxinas estafilococicas. A ingestdo de alimentos
contaminados com essas toxinas é uma das principais causas de intoxicacfes alimentares em
todo mundo. Particularmente, o queijo de coalho produzido a partir de leite cru, é alvo de
investigacdo quanto a possivel presenca de substancias antagonicas frente a microrganismos
patogénicos e a presenca de genes codificadores de enterotoxinas. Este trabalho objetivou
avaliar a capacidade bacteriocigénica e o perfil enterotoxigénico de linhagens de
Staphylococcus isolados de queijo de coalho produzido a partir de leite cru do sertdo de
Alagoas. Cento e dez linhagens foram submetidas aos testes de antagonismo em meio solido
frente a Listeria monocytogenes. Aquelas linhagens de Staphylococcus spp. que apresentaram
acao antagbnica & L. monocytogenes, foram avaliadas quanto a capacidade bacteriocigénica
frente a outros patdgenos (S.thyphimurium, P. aeruginosa, S. aureus e E.coli), a identificacdo
taxonodmica através do sistema comercial API-Staph (BioMérieux®) e a pesquisa de genes
enterotoxigénicos classicos (sea, seb, sec, sed e see) através da técnica da PCR — Uniplex. Das
110 linhagens de Staphylococcus spp avaliadas, 34,5% (38/110) apresentaram acao
antimicrobiana frente a L. monocytogenes. Dessas, nenhuma foi capaz de inibir S.
typhimurium e E. coli, porém, 42,1% (16/38) apresentou inibicdo frente a P. aeruginosa e
2,6% (1/38) identificada como S. xylosus, apresentou a¢do antimicrobiana frente a S. aureus.
Das linhagens com efeito bacteriocigénico 9 (23,7%) pertenciam ao grupo S. coagulase
positiva (S. aureus) e 29 (76,3%) ao grupo S. coagulase negativa (S. lentus, S. haemolyticus,
S. xylosus, S. simulans, S. sciuri, S. hominis). O maior nimero de linhagens com potencial
antimicrobiano pertenceu a espécie S. haemolyticus. Dentre as linhagens avaliadas, 60,5%
(22/38) apresentaram pelo menos um gene codificador de enterotoxina estafilococcica
classica, sendo, 67,6% (6/9) Staphylococcus coagulase positivo e 55,2% (16/29)
Staphylococcus coagulase negativo. O gene sea foi detectado em 50,0% (19/38) das linhagens
e 0 sec em 44,7% (17/38). A associacdo mais frequente foi a sea + sec e sea + seb + sec. Das
linhagens com acdo antimicrobiana frente a L. monocytogenes 42,1 % (16/38) ndo
apresentaram genes enterotoxigénicos classicos. Conclui-se, que ndo ha uma relacdo direta
entre atividade antagonista e presenca de genes codificadores de enterotoxinas classicas. Os
resultados também apontam elevado percentual de linhagens Staphylococcus coagulase
negativa com potencial enterotoxigénico, os quais confronta a legislacdo brasileira vigente
que preconiza somente a contagem de Staphylococcus coagulase positivo para alimentos
como andlise de rotina e revelam que algumas linhagens de Staphylococcus possuem carater
bioprotetor frente a L. monocytogenes, P. aeruginosa e S. aureus.

Palavras chaves: Staphylococcus. Enterotoxinas. Bacteriocinas.



ABSTRACT

The genus Staphylococcus has been target of research in the assessment of capacity and
bacteriocigénica related to the detection of genes encoding enterotoxins studies. Many strains
of Staphylococcus spp are able to produce bacteriocin, as well as staphylococcal enterotoxins.
The ingestion of food contaminated with these toxins is a major cause of food poisoning
worldwide. Particularly, the farmhouse cheese made from raw milk, is under investigation as
the possible presence of antagonistic substances against pathogens and the presence of genes
encoding enterotoxins. This study evaluated the ability bacteriocigenic and toxin profiles of
staphylococcal strains isolated from curd cheese produced from raw milk of the hinterland of
Alagoas. One hundred and ten strains were subjected to the test on solid medium antagonism
against Listeria monocytogenes. Those strains of Staphylococcus that showed antagonistic
action will L. monocytogenes were evaluated for the ability bacteriocigenic against other
pathogens (S.thyphimurium, P. aeruginosa, S. aureus and E. coli), the taxonomic
identification through the commercial system APl - Staph (BioMérieux®) and search
enterotoxigenic classics genes (sea, seb, sec, sed e see) by PCR technique - Uniplex . Of the
110 strains of Staphylococcus spp evaluated, 34,5 % (38/110) showed antimicrobial activity
against L. monocytogenes. Of these, none were able to inhibit E. coli and S. typhimurium,
however, 42,1 % (16/38) showed inhibition against P. aeruginosa and 2,6 % (1/38) S. xylosus
identified as presented antimicrobial activity against S. aureus. Strains with effect
bacteriocigénico 9 (23,7%) belonged to group Staphylococcus coagulase positive (S. aureus )
and 29 (76,3 %) to S. coagulase negative group (S. lentus, S. haemolyticus, S. xylosus, S.
simulans, S. sciuri, S. hominis). The largest number of strains with antimicrobial potential
belonged to species S. haemolyticus. Among the tested strains, 60,5% (22/38) had at least one
gene encoding staphylococcal enterotoxin classic, being 67,6% (6/9) Staphylococcus
coagulase positive and 55,2% (16/29) Staphylococcus coagulase negative. The sea gene was
detected in 50,0% (19/38) and the lines sec in 44,7% (17/38). The most frequent association
was the sea and sea + sec e sea + seb + sec. The strains with antimicrobial activity against L.
monocytogenes 42,1% (16/38) showed no enterotoxigenic classics genes. That there is a direct
relationship between antagonist activity and the presence of genes encoding classical
enterotoxins thus far. The results also showed high percentage of strains with enterotoxigenic
potential Staphylococcus coagulase negative, which confronts the current Brazilian
legislation, which favors only the count of coagulase positive for foods such as routine
analysis and reveal that some strains of Staphylococcus have bioprotector character opposite
L. monocytogenes, P. aeruginosa and S. aureus.

Key words: Staphylococcus. Enterotoxin. Bacteriocins.



Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

LISTA DE FIGURAS

Mecanismo de acdo da Classe | e 11 das bacteriocinas, segundo
a descricédo de Drider et al. (2006).

Cidades do sertdo que compdem a bacia leiteira de Alagoas
(destacada com circulo vermelho).

Halos de inibicdo de linhagens de Staphylococcus spp. isolados
de queijo de coalho frente a Listeria monocytogenes ATCC
19115.

Resultados de amplificados de isolados de Staphylococcus spp.
com o par de primers SEA-3b/SEA-4b; M- 100bp DNA
ladder; P - Controlo Positivo - ATCC13565 (127pb).

25

44

73

77



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

LISTA DE TABELAS

Classificacdo das bacteriocinas (Heng et al., 2007)
Bacteriocinas produzidas por Staphylococcuss spp.

Algumas linhagens de Staphylococcus e locais que comumente
séo encontradas.

Ocorréncia de altas contagens Staphylococcus coagulase
positiva em queijo de coalho produzidos no nordeste do Brasil.

Sequéncias dos primers utilizados para a detec¢cdo por PCR dos
genes sea — see em Staphylococcus spp. isolados de amostras
de queijo de coalho.

Perfil Taxonémico das Linhagens de Staphylococcus spp

Perfis genotipicos das Linhagens de Staphylococcus spp.

Perfis de associacdo de genotipicos distribuidos por espécies
identificadas.

26

28

35

38

69

73

74

75



LISTA DE ABREVIATURAS

APHA American Public Health Association

ATP adenosina trifosfato

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrom
APT Agua Peptonada Tamponada

ATCC American Type Culture Collection

aw Atividade da Agua

BHI Brain Heart Infusion

DNA deoxyribonucleic acid

dNTP Desoxirribonucleotideo trifosfato

DTA’s Doengas Transmitidas por Alimentos
EDTA Acido Etilenodiamino Tetra-Acético

ELISA Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay
GRAS substances generally recognaized as as safe
SE Enterotoxinas Estafilocdccica

FAO Food and Agriculture Organization

FDA Food and Drug Administration

FFDCA Federal Food, Drug and Cosmetic Act

kDa Kilodalton

MAPA Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
NaCl Cloreto de Sodio

OMS Organizacdo Mundial de Saude

Pb Pares de base

PCR Polimerase Chain Reaction

pH Potencial de hidrogénio

rpm Rotacdo por minuto

RNA Acido desoxirribonucleico

SE Gene para enterotoxinas estafilocécicas
sea-see Gene para enterotoxinas estafilococicas A-E
seg-ser Gene para enterotoxinas estafilococicas G-R
seu-sev Gene para enterotoxinas estafilococicas U-V
Ses Staphylococcal Enterotoxins

SEA-SEF Staphylococcal Enterotoxins A-F

SEG-SER Staphylococcal Enterotoxins G-R

SIF Servico de Inspecédo Federal

TE Tris-EDTA

TSA Tryptic Soy Agar

TSB Tryptic Soy Broth

TSI Triple Sugar Iron

UFC Unidade Formadora de Col6nia



2.1

2.2

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

SUMARIO

INTRODUGAOQ ..ot ses s 13
OBUIETIVOS ...ttt e e sneeean 16
ODBJETIVO GBIl ... e 17
ODbJetivos €SPECITICOS ..voveveiiiiiiieieieiee e 17
REVISAO DE LITERATURA ..ottt e 18
Bacteriocinas e sua Aplicacdo na INAUSLIIa .........cccovevvereveiiie e, 19
Bacteriocinas produzidas por StaphyloCOCCUS SPP. ...covveeriierenieiienireeenee 26
Staphylococcus spp. € suas ENterotoXinas .........ccccevvveerveriesieeneenieseeseeneenns 30

Reacdo em Cadeia de Polimerase: um método de deteccdo de genes

. 37
ENEEFOLOXIGENICOS .vvevvevieieieie sttt ete et et ettt teebe s e e e e e e e srestesresresneareas
Producéo de Queijo de Coalho em Alagoas ...........ccceevevveveiiececce e, 39
RETEFENCIAS ...voviieictiieee ettt 41
ARTIGO DE RESULTADOS:

Titulo do Artigo: Potencial antimicrobiano e enterotoxigénico de
linhagens de Staphylococcus spp. isolados de queijo de coalho

56
RETEFENCIAS ...ttt 73



1 INTRODUCAO

13



14

Nos Ultimos anos houve um crescente interesse em pesquisas pela busca de compostos
alternativos para um emprego racional como conservantes de alimentos. Em um mesmo
alimento podemos encontrar tanto a presenca de microrganismos patogénicos causadores de
doencas transmitidas por alimentos e/ou produtores de enterotoxinas, como também,
substancias com atividade antimicrobiana.

As bacteriocinas, em particular, as estafilococcinas (peptideos antimicrobianos
produzidos por linhagens de Staphylococcus spp.) tém sido alvo de estudos devido ao seu amplo
espectro de acdo contra bactérias patogénicas (ERSFELD-DRESSEN; SAHL; BRANDIS,
1984; ALLGAIER et al., 1986; HEIDRICH et al., 1998; NETZ et al., 2001 e 2002a,b; ASO et
al., 2005; CEOTTO, 2009; DALY et al., 2010). A maioria delas, inibe muitas espécies
bacterianas, inclusive, aquelas caracterizadas como perigo de alta severidade para o
consumidor, como no caso de Listeria monocytogenes frequentemente isolados de produtos
lacteos (SILVA et al., 1998; LEITE JUNIOR et al., 2000; BRANCO et al., 2003; KABUKI et
al., 2004; DUARTE et al., 2005; CARVALHO et al., 2007).

Dependendo de sua concentracdo, as estafilococcinas podem ser bactericidas ou
bacteriostaticas e atuam permeabilizando as membranas de células sensiveis por meio da
formacédo de poros, 0 que causa desbalango idnico e fluxo de ions fosfato.. A habilidade das
bacteriocinas em inibirem varios patégenos presentes em alimentos, demonstram a relevancia
do estudo destas substancias (ELOTMANI et al., 2002; LOESSNER et al.,, 2003;
HERNANDEZ et al., 2005).

Vale também ressaltar que a aplicacdo tecnoldgica das bacteriocinas tem sido bastante
explorada por pesquisadores e aplicada como alternativa de conservacdo nas indUstrias de
alimentos e em tratamentos veterinarios (SIRAGUSA et al., 1999; COTTER et al., 2005;
MARCOS et al., 2007). O estudo dessas contribui para o desenvolvimento tecnolégico na area
da ciéncia e tecnologia de alimentos, além de fornecer alimentos com maior vida atil, mais
seguros e naturais.

Contudo, algumas linhagens de Staphylococcus naturalmente presentes em alimentos
sdo capazes de promover gastroenterite estafilocdcica, que sdo causadas pela ingestdo de uma
ou mais enterotoxina produzida e liberada nos alimentos por essas bactérias. As linhagens que
albergam em seu genoma genes codificadores de enterotoxinas sdo capazes de causar sintomas
como nauseas, cdibras abdominais, diarreia, cefaleia, sudorese, prostracdo e queda de
temperatura corporal durante 24 a 48 horas, sendo assim, denominadas de linhagens
enterotoxigénicas (JAY, 2005).
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Atualmente sdo conhecidas 23 tipos de enterotoxinas estafilococcicas, sendo as cléssicas
(sea-see), as mais frequentemente relacionadas com surtos de intoxicagdo alimentar e as demais
conhecidas como ndo-classicas (CREMONESI et al.,, 2005). Trata-se de um produto
termoestavel, podendo estar presente no alimento mesmo ap6s o cozimento, possibilitando desta
forma, a intoxicag&o alimentar (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Varios pesquisadores vém relatando elevadas contagens de Staphylococcus coagulase
positiva e deteccdo de Staphylococcus enterotoxigénicos em queijos produzidos no Brasil
(SANTANA et al., 2008; BORGES et al., 2008; TIGRE; BORELLY, 2011; MENESES et al.,
2012; EVENCIO-LUZ; LIMA-FILHO; EVENCIO-NETO, 2012). Sabe-se que, a manipulagio
dos alimentos pode ser uma forma de contaminagdo ou de transferéncia de microrganismos
nocivos a salde humana. Neste sentido, os manipuladores que atuam na producdo de queijos
sdo fundamentais na prevencdo das doencas transmitidas por alimentos.

O queijo de coalho, particularmente, € um produto tipicamente nordestino, produzido na
maioria das vezes de forma artesanal a partir de leite cru, o que lhe confere caracteristicas
sensoriais peculiares de cada regido e bastante apreciadas pelos consumidores (CARVALHO,
2007). Contudo, falhas na implantacéo de programas de controle de qualidade, como o das boas
praticas de fabricacdo, tém colocado em risco os consumidores, pois o queijo de coalho é um
produto que apresenta caracteristicas intrinsecas propicias a multiplicacdo de micro-organismos
patogénicos e ou deterioradores.

Dentre as técnicas moleculares para identificacdo de microrganismos patogénicos e
genes enterotoxigénicos, pode-se destacar, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), atualmente
bastante utilizada na analise de alimentos. E uma técnica extremamente sensivel, que faz uso de
quantidades minimas de DNA para identificacdo de genes enterotoxigénicos, sendo capaz de
demonstrar a presenca de linhagens de Staphylococcus toxigénicos, antes da expressao de
toxinas. Esta ferramenta molecular vem se estabelecendo como um instrumento acurado para a
pesquisa epidemiologica e avaliacdo da seguranca de alimentos (GANDRA et al., 2008).

Sendo assim, fica evidente a importancia de um estudo com objetivo de avaliar a
capacidade bacteriocigénica e determinar o perfil enterotoxigénico de linhagens de
Staphylococcus spp. isolados de queijo de coalho produzido a partir de leite cru do sertdo de
Alagoas, ja que inexistem dados no nosso estado a esse respeito.

Essa dissertacdo sera apresentada conforme recomendacdo da Pds-Graduagdo em
Nutricdo, composta de dois capitulos; sendo o primeiro uma revisdo da literatura sobre o tema
proposto e o segundo os resultados da nossa pesquisa em forma de artigo original, o qual sera

submetido a publicacdo na Revista Foodborne Pathogens and Disease.


http://www.researchgate.net/journal/1556-7125_Foodborne_Pathogens_and_Disease

2 OBJETIVOS
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2.1 Geral
Avaliar a capacidade bacteriocigénica e o perfil enterotoxigénico de linhagens de
Staphylococcus spp isoladas de queijo de coalho produzido a partir de leite cru do sertdo de

Alagoas.

2.1 Especificos

e Verificar a capacidade bacteriocigénica de linhagens de Staphylococcus spp. frente a
Listeria monocytogenes, Salmonella thyphimurium, Pseudomona aeruginosa,

Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

¢ Identificar taxonomicamente as linhagens de Staphylococcus spp. que possuem

capacidade bacteriocigénica.

e Investigar a presencga de genes responsaveis pela producéo de enterotoxinas classicas

em linhagens de Staphylococcus spp. que apresentarem acao bacteriocigénica.

¢ Relacionar a ocorréncia de acdo bacteriocigénica e enteroxigenicidade de linhagens de

Staphylococcus spp. isolados de queijo de coalho.
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3 REVISAO DE LITERATURA
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3.1 Bacteriocinas e suas utiliza¢des na industria

Desde a introducdo na medicina humana, os antibi6ticos tém promovido um enorme
impacto no tratamento das doencas infecciosas e no sucesso de procedimentos meédicos
invasivos, como cirurgias, e também no tratamento de doencas de origem veterinaria.
Contudo, o aumento da resisténcia microbiana aos antibidticos contrapde-se as vantagens de
seu emprego. Deste modo, o interesse na descoberta de novas substancias que possuam acao
antimicrobiana vem sendo cada vez maior (HANCOCK, 2001).

A maioria, sendo todas as bactérias sdo capazes de produzir vérias substancias no
curso de seu crescimento in vitro, que podem ser inibitorias tanto para si mesma quanto para
outras bactérias. Essas substancias poderdo exercer efeito bactericida ou bacteriostatico. Tais
substancias incluem: toxinas, enzimas bacterioliticas, substratos das vias primarias
metabdlicas, substancias antibidticas e bacteriocinas (JACK et al., 1995). Esses peptideos séo
mediados por plasmidios ou cromossomos e reagem com sitios especificos ou inespecificos
de ligacdo nas bactérias sensiveis (EIJSINK et al., 1996).

As bacteriocinas sdo proteinas ou peptideos bioativos com acdo antimicrobiana, sendo
sintetizados a nivel de ribossomos e é produto de secrecdo de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (KAISER; MONTVILLE, 1993; RILEY; WERTZ, 2002). As bacteriocinas
apresentam acdo bactericida ou bacteriostatica a depender da concentracdo, podendo
apresentar desde pequeno a amplo espectro de atuacdo. Os estudos sobre as bacteriocinas
tiveram inicio em 1925, com uma estirpe de Escherichia coli, onde foi isolada uma
bacteriocina que recebeu o nome de colina em referéncia ao microrganismo produtor original
(EVANGELISTA-BARRETO et al., 2004). Todavia, novas descobertas de substancias
similares produzidas por outras espécies de bactérias foram surgindo e diante disto, um termo
mais generalista foi proposto, “bacteriocinas” (FERREIRA, 2005). Atualmente, por conta do
grande numero de estudos nesta linha de pesquisa se conhece inimeras técnicas de detecgéo e
isolamento de bacteriocinas produzidas por bactérias de varios géneros.

A sintese de bacteriocinas envolve quatro diferentes genes: o responsavel pela
producdo do pré-peptidio ou pré-bacteriocina; o gene responsavel pela produgdo da proteina
que confere imunidade a celula produtora; o da producdo das proteinas do transporte ABC
que externalizam a bacteriocina e, por fim, o gene que codifica uma proteina acessorio, ndo
pertencente ao transporte ABC, mas necessaria para a excre¢ao da bacteriocina (NES et al.,
1996).
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O sistema responsavel pela regulacdo da producdo de bacteriocinas é composto por
trés componentes: peptideo indutor, histidina quinase transmembrana e regulador de resposta.
O peptideo indutor é sintetizado em baixa concentracdo na forma de um pré-peptideo (pré-
bacteriocina biologicamente inativa), o qual é clivado e secretado para o meio extracelular
através do transportador. Quando este pré-peptideo atinge determinada concentragdo, induz a
ativacdo da enzima histidina quinase que se agrega as membranas. Esta conduz a uma
autofosforilacdo do residuo de histidina, transferindo para proteina reguladora de resposta um
fosfato. Este regulador fosforilado ativa a transcri¢do da bacteriocina, além dos elementos que
compdem o sistema regulador (NES; EIJSINK, 1999; NASCIMENTO et al., 2008).

As bactérias capazes de produzir bacteriocinas (bactérias produtoras) possuem um
sistema de imunidade contra suas proprias bacteriocinas. Assim, cada bacteriocina apresenta a
sua propria proteina que lhe confere imunidade, e esta € expressa concomitantemente com a
bacteriocina (ABEE et al., 1995). Essas proteinas permanecem intracelulares e se ligam a
proteinas de membrana da célula produtora, impedindo a atuacdo da bacteriocina (QUADRI
et al.,, 1995). A imunidade bacteriana permite a célula bacteriana distinguir entre a
bacteriocina produzida pela propria cultura e por outras (HOFFMANN et al., 2004).

Segundo Jack et al. (1995), para uma substancia de origem proteica com capacidade
antimicrobiana ser classificada como bacteriocina esta precisa apresentar algumas
caracteristicas como: amplo espectro de acdo contra bactérias, abrangendo muitas vezes
organismos de diferentes géneros e espécies; termorresisténcia, determinantes genéticos
localizados no cromossomo ou em transposons conjugativos, embora a maioria seja
codificada por plasmidios.

De acordo com classificacdo descrita por Heng et al. (2007), as bacteriocinas estéo
distribuidas em quatro grandes classes de acordo com suas caracteristicas bioquimicas e
genéticas. Cada classe de bacteriocina apresenta diferentes caracteristicas bioquimicas e

modo de acgdo sobre as células alvos (Figura 1).
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Figura 1 - Mecanismo de acdo da Classe | e 11 das bacteriocinas, segundo a descricdo de Drider

et al. (2006).
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Fonte: Nascimento et al., 2008.

A classe | de bacteriocinas apresenta em sua estrutura 0 aminoacido lantionina, por
este motivo sdo chamados de lantobidticos. Esta classe apresenta dois mecanismos de ac¢éo,
um dos mecanismos age impedindo a sintese da parede celular, ndo permitindo que haja
multiplicacdo da célula alvo, e o outro, promove formacdo de poros na membrana do
microrganismo alvo, fazendo com que moléculas esséncias para o metabolismo da célula
sejam expelidas no ambiente e consequentemente ocorre morte celular.

A classe Il é formada por pequenos peptideos termoestaveis de forma espiralada (<10
kDa), estas se inserem na membrana citoplasmatica da célula alvo, promovendo a
despolarizacdo da membrana. J& a classe Ill, constituida de grandes peptideos (>30kDa)
termolabeis, promovem lise celular através da lise da parede celular do microrganismo alvo. E
por fim, a classe IV composta por peptideos ciclicos, onde o primeiro e o Ultimo &cidos
aminados do peptideo maduro sdo ligados covalentemente (Tabela 1) (BREUKINK et al.,

1994).
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Tabela 1 - Classificagdo das bacteriocinas descrita por Heng et al. (2007)

Classe Caracteristicas Subclasses Exemplos
Tipo A
Dotada de lantionina e (estrutura linear)
Classe | derivados, sendo Tipo B Nisina
termoestaveis de baixo (estrutura globular) Epidermina
peso molecular(<5 kDa) Tipo C

(estrutura linear e globular)

Classe Il Pequenos peptideos Subclasse lla Pediocina
espiralados Subclasse 11b Aureocina A70,
termoestaveis Subclasse llc Aureocina A53,
(<10 kDa)
Classe I Peptideos termolabeis Subclasse lla Lisostafina
de alto peso molecular Subclasse I1b Helveticina J
(10 kDa) Subclasse llc
Classe IV Peptideos ciclicos - Enterotoxina

Fonte: Autor, 2014 - adaptado Nascimento et al. (2008)

A acdo das bacteriocinas ocorre na membrana citoplasmatica, permeabilizando as
membranas de células por meio da formacdo de poros (MONTVILLE; CHEN, 1998). As
bacteriocinas se ligam a receptores da membrana, que sdo geralmente receptores responsaveis
por ligacdo com vitaminas e fatores de crescimento. Logo a peculiaridade de acdo sobre a
membrana citoplasmatica esta restrita a bactérias Gram-positivas, visto que, as bactérias
Gram-negativas apresentam uma membrana externa impermeavel a maioria das moléculas
(ABEE et al., 1995). Embora a formacdo de poros seja uma caracteristica geral, o tamanho, a
condutividade e a estabilidade desses poros, diferem consideravelmente entre as bacteriocinas
(HERRANZ et al., 2001).

A formacdo de poros promovida pelas bacteriocinas promove uma dissipagédo da forca
protdnica no interior das células, causando lesdes quimicas especificas pela alteracdo da

permeabilidade da parede celular, e ainda, causam inibigdo da sintese de DNA e RNA e outras
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macromoléculas fundamentais para sobrevivéncia da célula, causando assim, a morte
bacteriana (BRUNO; MONTVILLE, 1993; MOLL et al., 1999).

Existem diversos relatos de bacteriocinas com atividade contra bactérias patogénicas
de interesse como contaminantes de alimentos, a citar Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Escherichia coli, Bacillus cereus, Salmonella
enterica (URAZ et al., 2001; XIRAPHI et al., 2008; CHEIKHYOUSSEF et al., 2009;
UDHAYASHREE et al., 2012; MESSAOUDI et al., 2012), bem como contra bactérias e
fungos deterioradores e produtores de micotoxinas (DIGAITIENE et al., 2012; GHANBARI
et al., 2013) evidenciando o potencial de aplicacdo destes compostos como conservantes de
alimentos.

A sintese de bacteriocinas acontece na fase logaritima do crescimento bacteriano e esta
intrinsecamente relacionada com o crescimento e a atividade fisioldgica da célula produtora.
A quantidade de bacteriocina formada depende da biomassa formada. Portanto, a composi¢édo
do meio de cultura e a suplementacdo com nutrientes especiais, assim como, temperatura e
pH, sdo fatores que influenciam na producédo de bacteriocinas. Esses fatores também podem
interferir no modo de acdo da bacteriocina formada. Além destes fatores, uma contaminacao
inicial elevada de um patégeno ou microrganismo competidor pode interferir na acdo
antimicrobiana de um género de bactéria produtora de bacteriocina, em alguns casos, a
bactéria produtoras ndo consegue exercer seu efeito antimicrobiano esperado ou desejado
(YANG; RAY, 1994; FERREIRA, 2005; RILLA et al., 2004).

Segundo Drosinos et al. (2005), o valor de pH 6timo para producdo de bacteriocina
(5,5) ndo coincide com o valor 6timo para o desenvolvimento microbiano (6,5). Em geral as
condigdes que estimulam o crescimento bacteriano, propiciam a producdo de bacteriocinas,
porém alta taxa de crescimento celular e elevada concentracdo de massa celular nédo
necessariamente favorecem a producdo de bacteriocina. Sabe-se que quando uma populacgdo
bacteriana tem um elevado crescimento, ou seja, aumento do nimero de células entende-se
que a necessidade de substancias de defesa é reduzida. Assim, quando a populacgdo atinge um
determinado numero de células, a producdo de bacteriocinas tende a ser reduzida ou
totalmente inibida (LEROY; DE VUYST, 2002; FERREIRA, 2005).

Estudos sobre bacteriocinas sdo de grande valia para tecnologia de alimentos e outras
areas da ciéncia. Todavia, a instabilidade na producdo por inativacbes gendmicas e a
dificuldade de estabilizar as condigdes necessarias para a producdo de bacteriocinas sdo
desafios encontrados em estudos relacionados de sintese, caracterizacdo e isolamento desses

peptideos. As metodologias convencionais de deteccdo podem subestimar a capacidade
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bacteriocigénica das linhagens que sejam alvos de estudos, pois algumas particularidades das
variadas técnicas podem proporcionar de forma indesejavel uma mutacéo, perda ou rearranjo
de genes codificadores, impedindo a bactéria de produzir a bacteriocina (GALVEZ et al.,
2007; ORTOLANI, 2009).

Diante da forte procura por parte dos consumidores por alimentos naturais, as
bacteriocinas e microrganismos produtores tém sido reconhecidos como uma potencial
alternativa de bioconservantes para alimentos. Entre as caracteristicas mais requeridas para
uma bacteriocina ser aplicada como bioconservante estdo; a termoestabilidade, a resisténcia a
modificagdes de pH e ter amplo espectro de acdo. O termo bioconservacdo reflete nos
alimentos inimeros beneficios como aumentar a vida de prateleira do alimento, aumentar a
seguranca, somar uma extra protecdo durante condicGes de elevada temperatura, reducéo da
aplicacdo de aditivos quimicos, aplicacdo de tratamentos térmicos menos severos, reducao de
perdas nutricionais (ROSS et al., 1999; THOMAS, CLARKSON, DELVESBROUGHTON,
2000; FAGUNDES, 2008; NOGUEIRA, 2010).

As bacteriocinas podem ser introduzidas nos alimentos por pelo menos trés diferentes
maneiras: em alimentos fermentados podem ser produzidas in situ pela adicdo de culturas
lacticas bacteriocinogénicas no lugar das tradicionais culturas iniciadoras; pela adicdo destas
culturas como adjuntas; ou pela adi¢éo direta de bacteriocinas purificadas (NASCIMENTO et
al., 2008). Todavia, sabe-se que algumas caracteristicas inerentes aos alimentos podem
interferir na atividade bacteriocigénica da bacteriocina, como: 0s componentes naturais dos
alimentos, a acdo do pH, a concentracdo de sal e nitrato, a atividade de agua, o conteido
lipidico e a atividade das proteases e outras enzimas. Além da interacdo com componentes dos
alimentos, as bacteriocinas podem ser adversamente afetadas pelas condi¢cdes de
processamento e estocagem, como pH e temperatura do produto (SCHILLINGER et al., 1996;
NASCIMENTO et al.,2008; NOGUEIRA, 2010).

Nos Estados Unidos, a utilizagdo de bacteriocinas purificadas, microrganismos
produtores de bacteriocinas, ou expressdo genética de bacteriocinas em alimentos, esta sob
jurisdicdo da Food and Drug Administration (FDA) e séo regulamentados como ingredientes
alimentares sob o Federal Food, Drugand Cosmetic Act (FFDCA). No FFDCA, as
substancias sdo reconhecidas como seguras (substances generally recognaized as safe -
GRAS), ou seja, apresentam evidéncias cientificas suficientes de que ndo séo prejudiciais a
salde humana (MORENO, 1995).

A adicgéo de nisina em alimentos foi realizada pela primeira vez em um experimento

com linhagens de Lactococcus lactis subsp. lactis na fabricacdo do queijo suico, que teve acédo
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inibitoria, obtendo como resultado a inibicdo contra o estufamento tardio causado pelo
Clostridium butyricum e Clostridium tyrobutyricum (DELVES-BROUGHTON, 1990).

A nisina é a Unica bacteriocina considerada pelo comité do Codex Alimentarius da
FAO (Foodand Agriculture Organization) como GRAS e de uso liberado como aditivo
alimentar para controle antimicrobiano e comercializada em mais de 50 paises, inclusive no
Brasil, na inibicdo do desenvolvimento pds-germinativo de esporos e formagdo de toxina por
Clostridium botulinum em queijos fundidos pasteurizados (NOGUEIRA, 2010).

No Brasil, a nisina foi aprovada pela Divisdo Nacional de Alimentos (DINAL) do
Ministério da Saude (Portaria n° 6 de 1990), para ser utilizada em preparados a base de
queijos fundidos e em queijos fundidos, numa dose maxima de 12,5 mg/Kg. As portarias
34(1992) e 29 (1996), do Ministério da Saude autorizam a utilizacdo da nisina em requeijao e
em queijo fundido, respectivamente (BRASIL, 1996). J4 o Ministério da Agricultura e do
Abastecimento aprovaram, no ano de 1998, a utilizagdo de nisina em solugéo 0,02% para o
emprego em superficies externas de embutidos, mais especificamente de salsichas.

As pesquisas existentes sobre aplicacdo de bacteriocinas em alimentos sustentam a
hipétese do potencial de aplicacdo das bacteriocinas na conservacdo de alimentos. As
evidéncias sdo fortes na industria lactea, devido a sua aplicacdo em alimentos fermentados,
mas a atividade de bacteriocinas contra patégenos também tem sido evidente contra a Listeria
monocytogenes e Clostridium botulinum (ROSS et al., 2002).

Como opcao tecnoldgica para aplicacdo na industria de alimentos € que podem ser
aplicadas imobilizadas a uma matriz ou embalagem. Uma variedade de métodos de
imobilizacdo vem sendo propostos, como: adsor¢do das bacteriocinas a materiais plasticos,
incorporacgdo a matrizes de diversos tipos, como gelatina, alginato, celulose, polietileno, entre
outros. Um recente avanco neste campo foi a utilizacdo de bacteriocinas imobilizadas para o
desenvolvimento de embalagens antimicrobianas ou ativas (FAGUNDES, 2008; SOUZA,
2010).

As embalagens bioativas sdo um sistema inteligente que envolve as interacfes entre a
embalagem ou seus componentes e o alimento. Esta tem como objetivo inibir ou retardar o
crescimento de microrganismos que possam contaminar o alimento embalado. A incorporacgao
de moléculas bioativas, como bacteriocinas, pode ser de trés formas distintas: a) pela
incorporagdo das substancias antimicrobianas em sachés conectados a embalagem, dos quais a
substancia bioativa é liberada durante o armazenamento; b) incorporagdo direta do agente
antimicrobiano ao filme e c) incorporacdo do agente antimicrobiano ao revestimento da
embalagem que atua como sua carreadora (COOKSEY, 2001; MAURIELLO et al., 2004).
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Alguns autores confirmam a efetividade da adicdo de bacteriocinas incorporada a
matriz de embalagens. Siragusa et al. (1999) demonstraram a aplicacdo da nisina ao
imobiliza-la em gel de alginato de sdédio, que recobria carnes, permitindo a sua liberacéo de
maneira gradativa resultando em uma reducéo de 3 log UFC/cm? na contagem de Brochotrix
thermosphacta. J& Marcos et al. (2007), ao adicionarem enterocinas, uma bacteriocina
produzida por Enterococcus faecium CTC492 em embalagem filme de alginato para embalar
presunto cozido, constaram o controle de L. monocytogenes durante 15 dias de
armazenamento sob refrigeracéo.

Para o controle de mastite bovina, foi desenvolvido uma espécie de lenco (Wipe-out®),
a base de nisina, que é comercializada para a limpeza das tetas, que previne a mastite bovina
(COTTER et al., 2005). Segundo COELHO et al. (2007), aureocina A53 também possuli
potencial de aplicacdo no tratamento da mastite bovina causada por estirpes de S. aureus, uma
vez que, esta bacteriocina foi capaz de inibir 82% de S. aureus e 68% de Streptococcus

agalactiae envolvidos em casos de mastite.

3.2 Bacteriocinas produzidas por Staphylococcus spp.

O género de bactérias Staphylococcus € bastante estudado, e dentre os motivos que
movem as pesquisas desse grupo de bactérias, destaca-se a capacidade de producdo de
bacteriocinas.

Em 1885, Babes observou a acdo antimicrobiana de estirpes de Staphylococcus por
outra estirpe de Staphylococcuss sp. durante o crescimento em meio de cultura sélido (JACK
et al, 1995). Mas somente em 1946, as substancias dotadas de capacidade antimicrobianas
produzidas por esse género de bactérias receberam o nome de estafilococcinas. Desde entéo,
iniciou-se a pesquisa e estudos com o objetivo de deteccéo e caracterizacdo das substancias. A
maioria das estafilococcinas pertence a classe | e Il das bacteriocinas. Na tabela 2 séo

apresentadas algumas bacteriocinas produzidas por Staphylococcus ssp.



Tabela 2 - Bacteriocinas produzidas por Staphylococcuss spp.

Bacteriocina

Estirpe Produtora

Referéncias

Pep5

Epicidina 280

Epidermina

Epilancina k7
Nukacina ISK-1
Simulacina3299

Estafilococcina
C554 C553

EstafilococcinaBsa
Estafilococcina 462

Estafilococcinal YS2

Aureocina A53

Aureocina A70

Bacteriocina 1829

S. epidermidis5

S. epidermidis
BN280

S. epidermidis
Tu3298

S. epidermidis K7

S. WarnerilSK-1

S.simulans 3299
S. aureus 55
S. aureus CA

S. aureus

S. aureus

S. aureus A53

S. aureus A70

S. aureus KSI11829

ERSFELD-DRESSEN, SAHL;
BRANDIS (1984)

HEIDRICH et al. (1998)

ALLGAIER et al. (1986)

VAN DE KAMP et al. (1995)

ASO et al. (2005)

CEOTTO (2009)
NAVARATNA; SAHL; TAGG (1999)
DALY et al. (2010)

HALE, HINSDILL (1973)

NAKAMURA et al. (1983)

NETZ et al. (2001)

NETZ et al. (2002a)

CRUPPER, IANDOLO (1996)

Fonte: Autor, 2014 - adaptado de Bastos et al., 2009; Souza, 2010.
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As estafilococcinas promovem a saida de moléculas de baixo peso molécular da célula
alvo, como ions, aminoacidos e moléculas energéticas (ATP). A perda dessas moléculas, pela
formacdo de poros, acarreta despolarizacdo da membrana, além de promover o blogueio da
sintese de DNA e RNA, assim como a sintese de proteinas e polissacarideos. Além disso, as
estafilococcinas também atuam sobre a sintese de parede celular, impedindo a formacgéo do
peptideoglicano (BASTOS et al., 2009).

As estafilocdccinas sdo produzidas tanto pelo grupo Staphylococcus coagulase
negativo quanto no grupo Staphylococcus coagulase positivo. Dentro desses dois grupos

existem espécies que se destacam, sendo alvo da maioria dos estudos sobre a producdo de
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estafilococcinas. Aquelas produzidas por Staphylococcus sp coagulase negativa mais
estudadas atualmente sdo as produzidas por S. epidermidis e sdo classificadas como
bacteriocinas de classe I. Porém, outras bacteriocinas produzidas por outras espécies de
Staphylococcus sp. também ja foram identificadas e purificadas e sdo objeto de estudos
(SOUZA, 2010).

A Pepb, produzida pela estirpe S. epidermidis, também é bastante estudada, trata-se de
uma bacteriocina de classe I, com massa molecular de 3.448 Da (BASTOS et al., 2009). A
atuacdo desta se da pelo encaixe sobre a membrana da célula alvo e subsequente formacéao de
poros, ou ainda, pela inibicdo de biossintese de parede celular (HOFFMANN et al., 2004).

A epicidina 280 produzida por S. epidermidis BN280 pertence a classe | e possui 30
aminoacidos em sua molécula, sendo a sua sequencia de aminoacidos muito similar a
sequéncia da Pep5, porém as poucas diferencas que existem, permitem que a acgdo
antimicrobiana de epicidina 280 seja maior do que a apresentada pela Pep5 (HEIDRICH et
al., 1998).

A epidermina foi inicialmente isolada e purificada da estirpe S. epidermidis Ti3298,
porém pode ser isolada de outros S. epidermidis e outras espécies de Staphylococcus sp. Essa
bacteriocina apresenta 2.164 Da de massa molecular, sendo esta da classe I. A expressdo do
gene de sintese dessa molécula é controlada pelo sistema quorum sensing. Sendo assim, a
producdo de epidermina é controlada pela interacdo da célula bacteriana e 0 meio ambiente,
assim como, a densidade populacional, a presenca suficiente de nutrientes no meio no qual a
bactéria se encontra, entre outros interferentes (KIES et al., 2003; BAI; RAI, 2011).

A Nukacina ISK-1 é um peptideo antimicrobiano que foi isolado de Staphylococcus
warneri, oriundo de arroz fermentado. Bastos (2009) relata que mesmo em tratamento térmico
de 120°C por 20 minutos, a mesma permaneceu com 60% da sua atividade bacteriocigénica.

A producdo de bactericidas por Staphylococcus sp. coagulase positiva esta relacionada
com estirpes de S. aureus. Geralmente séo classificadas como bacteriocinas da classe 1 e II.
Muitas estdo bem caracterizadas genética e bioguimicamente, porém algumas ainda estéo
parcialmente caracterizadas, necessitando de estudos que esclarega caracteristicas bioquimicas
e genéticas. Todavia, mesmo apresentando poucas informagdes sobre algumas
estafilococcinas, as caracteristicas preliminares destas substancias tem comprovado seu
potencial para aplicacdo pratica (BASTOS et al., 2009).

Dajani et al. (1969) purificaram um agente inibidor de culturas de S. aureus C55, onde
demonstraram a resisténcia da mesma quando armazenada a -20°C durante varias semanas,

porém verificaram que, diante da fervura durante 15 minutos, a sua atividade sofria uma
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ligeira diminuicdo. Porém Navaratna et al (1998), estudando esta mesma substancia,
perceberam que acdo antimicrobiana ocorria da producdo de trés peptideos distintos, sendo
denominados de C550,C558 e C55y, e nao de somente um por um peptideo com foi
anteriormente descrito em 1969.

Crupper e Landolo (1996) isolaram um agente antimicrobiano (Bac 1829), que
caracterizaram como sendo uma molécula sensivel a enzimas proteoliticas e estavel ao calor,
porém sendo inativada em tratamento téermico de 95°C/15 minutos ou mais. Esta apresentou
acao bactericida contra Streptococcus suis, Corynebacterium pseudotuberculosis,
Corynebacterium diphtheriae, Bordetella pertussis e Moraxelabovis.

A bacteriocina A53 é um peptideo extraido de uma estirpe de S. aureus isolado de leite
comercial. Esta apresenta caracteristicas atipicas, pois apresenta estrutura rigida em meio
aquoso e alta estabilidade a temperaturas elevadas e pH extremos (NETZ et al., 2002a).
Possui atividade antimicrobiana frente a bactérias dos géneros Streptococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus. Além disso, apresenta acdo antagbnica também frente a estirpes de L.
monocytogenes e outras estirpes de S. aureus associadas a mastite bovina (OLIVEIRA et al.,
1998 g, ¢).

A bacteriocina A70 foi isolada da estirpe S. aureus A70, isolada de leite comercial,
sendo caracterizada como termoestavel e com ac¢do inibitéria contra bactérias Gram-positivas,
incluindo outras estirpes de Staphylococcus, dos géneros Micrococcus, Paenibacillus,
Lactobacillus, Leuconostoc e de Listeria, incluindo L. monocytogenes (OLIVEIRA et al.,
1998a).

A estafilococcina 462 foi isolada em 1973 de um isolado de Staphylococcus sp. de
origem animal e apresenta em torno de 9kDa de peso molecular. Esse peptideo é sensivel a
tratamento térmico e apresenta perda parcial de sua capacidade antimicrobiana, quando
tratado com enzimas proteoliticas (BASTOS et al., 2009).

A estafilococcina 1YS2 foi isolada de S. aureus oriundo de saliva humana, sendo
selecionada de 200 estirpes, pois apresentou maior zona de inibicdo contra a bacteria
indicadora. A molécula ndo resiste a aquecimento de 100°C/15min., porém quando a
temperatura é ajustada para 120°C ha uma perda de 75% da atividade. A atividade
antimicrobiana é totalmente perdida quando a mesma é tratada com enzimas proteoliticas
(BASTOS et al., 2009).
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3.3 Staphylococcus spp. e suas enterotoxinas

Somente entre 1879 e 1882, as bactérias do género Staphylococcus foram
mencionadas pela primeira vez, como a causadora de enfermidades infecciosas em humanos.
O termo Staphyle tem origem grega, que significa cacho de uva e coccus significa gréo ou
semente, estando relacionado com a organizagao celular desse género de bactérias (EUZEBY,
2011).

A primeira associacdo do género de Staphylococcus a doencas de origem alimentar foi
em 1884 sendo relacionado ao consumo de queijo. Em 1914, M.A. Barber demonstrou
reproduzindo em si mesmo, que ao beber leite proveniente de vacas com mastite havia
manifestacdo de uma doenca de origem alimentar. Mas foi somente em 1930 que foi
constatado a relacéo entre a bactéria e sintomas de uma doenca de origem alimentar, quando
observou-se que 0s sintomas surgiram apos a ingestdo de um filtrado de cultura de
Staphylococcus aureus (ICMF, 1995).

Fazem parte desse género mais de 45 espécies e 24 sub-espécies (EUZEBY, 2011),
sendo estas divididas em coagulase positiva e coagulase negativa. Staphylococcus sdo
bactérias Gram-positivas, catalase positiva e oxidase negativa. Sdo anaerobios facultativos,
apresentam diametro de 0,5 a 1,5um, s@o imdveis e ndo produzem esporos. Grande parte das
espécies que compdem esse género apresentam complexo requerimento nutricional,
necessitando de uma fonte protéica com 5 a 12 aminoacidos essenciais, e ainda, vitaminas do
complexo B. Todas as espécies apresentam resisténcia a ambientes de alta salinidade,
sobrevivendo em meio com até 10% de NaCl e alguns casos suportam até 20%. Todavia, nao
séo bons competidores quando estdo em ambiente onde existem outros microrganismos para
concorrer com os nutrientes (ICMSF, 1995; JAY, 2005).

A respeito do pH, Staphylococcus cresce entre os valores de 4,0 a 9,8, sendo o pH
otimo entre 6,0 e 7,0. Quanto a atividade de agua, essas bactérias sdo capazes de crescer em
valores mais baixos, como de 0,83, quando outros fatores, como: pH, presenca de nutrientes e
potencial de 6xido-reducgéo, forem favoraveis ao seu crescimento (JAY, 2005).

Staphylococcus sp apresentam fatores de viruléncia que sdo associados a sua
capacidade enterotoxigénica. A pesquisa das enzimas coagulase e termonuclease sdo o0s testes
mais realizados como evidéncia de sua propriedade enterotoxigénica, sendo amplamente
utilizadas para correlacionar a cepa isolada com a producdo de enterotoxina, embora a relagéo
entre a producdo de coagulase e da enterotoxina néo seja absoluta (ORDEN et al., 1992; WONG,;
BERGDOLL, 2002).
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A coagulase é um fator enzimético que causa coagulagdo da fibrina, resultando numa
espécie de coagulo. A producdo de coagulase é um importante determinante fenotipico de
isolados de Staphylococcus sp., e por este motivo o género é dividido em dois grupos
distintos, o grupo de linhagens Staphylococcus coagulase positivas e Staphylococcus
coagulase negativas (LANCETTE; TANINI, 1992).

Sabe-se que o codgulo produzido pela enzima coagulase resulta no acimulo de fibrina
ao redor das células bacterianas, isolando a area infectada e dificultando a acdo dos
mecanismos de defesas do hospedeiro. A producdo de coagulase é muitas vezes associada a
capacidade de producdo de toxinas por espécies de Staphylococcus, sendo desta forma um
indicador indireto do potencial patogénico do microrganismo, justificando assim, seu
isolamento (SANT ANA; AZEREDO, 2005, LUZ, 2008).

Esses microrganismos estdo presentes na superficie corpdrea dos animais de sangue
quente e de humanos. A maioria encontra-se principalmente nas fossas nasais, méaos e bragos.
Grande parte dos animais domésticos abriga Staphylococcus e esses sdo conhecidos como
“linhagens animais”. Assim, as linhagens que geralmente estdo associadas a mucosa e a pele
humana s3o chamadas de “linhagens humanas”. Essas espécies de Staphylococcus estéo
distribuidas de maneira diversas nos alimentos, animais, tecidos humanos e também estéo

relacionadas a infec¢cdes em animais e humanos (Tabela 3).

Tabela 3 - Algumas linhagens de Staphylococcus e locais que comumente séo encontradas.

Linhagens Local de Identificacéo
S.aureus Animais domésticos, mastite bovina, pele humana e pele
animal, leite e queijos.
S.aureus subsp. anaerobius Infeccdo em ovelhas
S. delphini Golfinhos
S. cohnni Pele humana, trato urinario, feridas infectadas
S. epidermidis Pele humana
S. haemolyticus Pele humana, infeccdes humanas
S. hyicus Pele de porcos, leite, frangos,
S. xylosus Pele humana e primatas inferiores
S. simulans Pele humana e primatas
S. schleiferi subsp. schleiferi Infecgdes humanas
S. schleiferi subsp. coagulans Infeccédo de orelhas de cées
S. sciuri Pele de roedores
S.lentus Cabras e leite de cabra
S.caprae Cabras e leite de cabra

Fonte: Autor, 2014 - adaptado de JAY (2005)
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A incidéncia de Staphylococcus em alimentos € comum e esta relacionada geralmente
a produtos de origem animal e alimentos manipulados por pessoas hospedeiras assintomaticas
ou por manipuladores que ndo apresentam condicGes de higiene satisfatorias (WONG;
BERGDOLL, 2002). A proliferacdo de Staphylococcus em alimentos pode também ocorrer
devido a tratamento térmico inadequado ou a um subprocessamento; calor insuficiente para
destruir as células bacterianas, além de uma contaminacdo pés-processamento (JAY, 2005).

O género Staphylococcus esta relacionado com elevado indice de doenca de origem
alimentar, principalmente pela espécie S. aureus. Sabe-se que a intoxicacdo alimentar
estafilococcica é causada por enterotoxinas produzidas por estirpes enterotoxigénicas, ou seja,
linhagens que contenham genes codificadores de enterotoxinas. Todavia, nem todas as
linhagens de Staphylococcus sp podem ser caracterizadas como produtores de enterotoxinas,
pois, para isto, necessitam carregar em seu genoma genes codificadores de enterotoxinas
(LONCAREVIC et al., 2005).

A primeira notificagéo de surto de intoxicacao alimentar relacionado a Staphylococcus
sp. ocorreu em 1884, no Estado de Michigan, EUA, relacionado com o consumo de queijo
tipo cheddar contaminado (SANTANA et al.,, 2010). As espécies que geralmente estdo
associadas a intoxicagao alimentar séo S. aureus, S. hyicus, S. chromogenese e S. intermedius,
sendo S. aureus a principal espécie associada aos casos de intoxicacdo alimentar,
representando, em média, 98% dos surtos por este género (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

O periodo de incubacdo pode variar de 1 a 6 horas, mas geralmente é de 4 horas. Os
sintomas tém duracdo de 24 a 48 horas e o individuo pode apresentar nauseas, cdibras
abdominais agudas, diarreia, cefaleia, sudorese, prostracdo, queda de temperatura corporal, e
em alguns casos, febre, que estd associada a alta ingestdo de toxinas. Ressaltando que, 0
periodo de incubacdo e a sintomatologia também esta correlacionada a sensibilidade
individual e a quantidade de toxina no alimento ingerido. O tratamento de pessoas saudaveis
consiste em repouso e manutencdo do balanco hidroeletrolitico (JAY, 2005; FRANCO;
LANDGRAF, 2005).

Surtos de intoxicagdo alimentar por produtos lacteos, sdo descritos no decorrer de
décadas passadas até os dias de hoje em varios paises (BORGES et al., 2008; BARANCELLI
et al., 2011). Vaérios estudos tém classificado o queijo de coalho, principalmente o artesanal,
como improprio para o consumo humano, devido ao elevado nivel de contaminacdo por
bactérias patogénicas, dentre essas: E. coli enteropatogéncia, L. monocytogenes, Salmonella
sp. e Staphylococcus coagulase positiva (BORGES et al., 2003; FEITOSA et al., 2003;
BRUNO et al., 2005; SILVA et al., 2010).
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No Brasil, surtos de doencas veiculadas por alimentos envolvendo produtos lacteos
estdo geralmente relacionados com o consumo de queijos tipo Minas frescal, Minas padréo e
queijo de coalho. As vias de contaminacdo desses queijos podem ser o leite, 0 manipulador e
0 ambiente de processamento. Além disso, a mastite bovina, que tem o Staphylococcus como
principal agente etioldgico e a contaminagdo poOs-processamento térmico se revelam como
importantes causas da contaminagdo de Staphylococcus em produtos lacteos (BORGES et al.,
2008).

A diversidade de espécies do género Staphylococcus observadas no leite e produtos
lacteos fabricados a partir de leite cru é influenciada por varios fatores. O leite é definido
como estéril, porém a sua microbiota € composta por microrganismos oriundos do processo
de obtencdo e beneficiamento. A passagem pelo canal da teta, o contato com a pele do animal
e com o ambiente a qual o animal esta inserido e, ainda, a higiene dos manipuladores e
equipamentos de ordenha sdo fatores intrinsecamente relacionados a presenca de
Staphylococcus do leite e seus derivados (GILL et al., 2006). Portanto, todo o caminho
percorrido pelo leite até o seu beneficiamento pode também esta colonizado por bactérias
patogénicas como Staphylococcus enterotoxigénico.

De acordo com Cémara (2002), entre 1991 e 1992 ocorreram oito surtos de
intoxicacdo estafilococcica em Minas Gerais, dos quais 62,5 % (5/8) foi associado ao
consumo de queijo Minas Frescal. No periodo compreendido entre os anos de 2000 a 2010
foram notificados no estado de S&o Paulo 239, surtos envolvendo 2.418 casos de
gastroenterite relacionados ao consumo de leite e derivados, onde Staphylococcus aureus foi o
gente bacteriano mais frequente (MERUSSI; MAFFEI; CATANOZI, 2012).

Altas contagens de Staphylococcus em queijo de coalho produzido em varios estados

da Nordeste brasileiro tém sido relatadas por varios pesquisadores (Tabela 4).
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Tabela 4 - Ocorréncia Staphylococcus coagulase positiva em queijos de coalho produzidos no
nordeste do Brasil.

Tipo de queijos Estado Amostras Improprias* (%)
Santos et al. (1995) Fortaleza 62,5%
Borges et al. (2003) Fortaleza 92,0%
Santana et al., (2008) Sergipe 46,7%
Fai et al. (2009) Pernambuco 72,7%
Tigre e Borelly (2010) Bahia 35,0%
Meneses et al. (2012) Bahia 45,0%
Evéncio-Luz, et al. (2012) Pernambuco 31,2%

Fonte: Autor, 2014.
* Percentuais de amostras em desacordo com a legislagdo vigente no Brasil (BRASIL, 2001).

O registro de casos de intoxicacdo alimentar estafilococcica no Brasil ainda ndo é
frequente, o que restringe informacdo segura sobre a prevaléncia das enterotoxinas
estafilocdccicas. Sua notificacdo ndo é considerada compulséria no Brasil, devido a ligeira
recuperacdo e a sintomatologia geralmente branda, pois € necessario a ocorréncia de um
grande surto para a vigilancia sanitaria e epidemioldgica ser acionada (FRAZIER,;
WESTHOFF, 2000; SANTANA et al., 2010; LUZ, 2008). Quando ha uma investigacdo por
conta de Orgdos competentes, a confirmacdo da intoxicacdo alimentar estafilococcica €
estabelecida a partir da recuperacédo de linhagens de Staphylococcuss sp. enterotoxigénico nas
sobras de alimentos e das culturas de fezes das pessoas acometidas, pela deteccdo de
enterotoxinas nos alimentos suspeitos (ICMSF, 1995; CREMONESI et al., 2005).

As enterotoxinas sdo exotoxinas, que sdo proteinas bacterianas toxicas excretadas no
meio durante o crescimento do microrganismo. Esse tipo de toxina bacteriana promove
diarreia extremamente liquida, agindo diretamente no tecido intestinal promovendo lesdes
estruturais e/ou quimicas, desencadeando a perda de liquido no intestino (FORSYTHE, 2002).
Sdo produzidas por Staphylococcus spp. e classificadas como superantigenos bacterianos,
devido ao reconhecimento do antigeno in vivo. Esse superantigeno atua sobre diferentes

células T, estimulando essas a producdo de citocinas, interferon-gama e fator de necrose
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tumoral, moléculas proteicas estimulantes do sistema imunoldgico que séo responsaveis pelos
sintomas da intoxicacéo (JAY, 2005).

As enterotoxinas apresentam baixo peso molecular (27,5 a 30,0 kDa) e suas cadeias
polipeptidicas apresentam quantidades apreciaveis de lisina, acido aspartico, acido glutdmico
e tirosina. Elas sdo higroscopicas, sendo facilmente soltvel em &gua e solucbes salinas e
apresentam ponto isoelétrico entre 7,0 e 8,6. Sdo amplamente estaveis, resistindo a maioria
das enzimas proteoliticas, como pepsina, quimotripsina, renina, papaina e tripsina, por isso
continuam ativadas no trato digestivo apds a acdo das enzimas digestivas. (BALABAN;
RASOOLY, 2000; JAY, 2005; SANTANA et al., 2010).

O sitio de acdo das enterotoxinas é sobre o trato gastrintestinal por meio de estimulo,
transferido pelo nervo vago ao centro do vomito que induz a retroperistalsia do estbmago e do
intestino delgado, provocando vomitos intensivos. Assim, também atuam sobre a mucosa
intestinal causando inflamacdo e irritagdo da mucosa do estdmago e intestino delgado
(BORGES et al., 2008).

A producdo de enterotoxinas ocorre durante todas as fases do crescimento bacteriano,
sendo influenciada pela temperatura, pH, atividade de agua, tamanho do indculo, fonte de
carbono e nitrogénio, concentracdo de sal e condi¢bes atmosféricas do substrato. Em
temperaturas 6timas, a enterotoxina torna-se detectavel entre 4 a 6 horas. Curiosamente as
enterotoxinas estafilococcicas quando purificadas tornam-se mais termossensiveis que as ndo
purificadas, enquanto que, a inativacdo por tratamento térmico € mais rapida em solucédo
tampdo que em meios de cultura e alimentos (WONG; BERGDOLL, 2002; FRANCO;
LANDGRAF, 2005).

A termoestabilidade das enterotoxinas é um problema para as industrias de alimentos,
pois essas sdo capazes de resistir a tratamentos térmicos como a pasteurizacdo e a
ultrapasteurizacdo (FRANCO; LANDGRAF, 2005). Todavia, Bergdoll (1973) demonstrou
que quando presentes em pequenas concentracbes podem ser inativadas por tratamento
térmico de esterilizacdo aplicado a alimentos enlatados. Segundo Baird-Parker (1990), a
inativacdo da toxina ocorre em tratamento de 3 a 8 minutos a 121° C. J& para a FDA (U.S.
Food and Drug Admistration, 2012), a toxina estafilocdccica torna-se sensivel em tratamentos
de 98,9° C por 68,5 min ou a 126,7° C por 6,2 minutos. A producéo de enterotoxina € ideal em
alimentos com pH neutro, sendo o pH acido desfavoravel, ocorrendo a inibicdo de sintese de
enterotoxinas em pH menor que 5.0. Por outro lado, pHs alcalinos levam a diminuigéo da
sintese de enterotoxinas do tipo A, C e D (LOIR et al., 2003).
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As linhagens de Staphylococcus conseguem crescer em ambientes desfavoraveis para
a sintese de enterotoxinas (JAY, 2005). Portanto, a presenca de células de Staphylococcus ndo
confirma a existéncia de enterotoxinas. A composi¢do do meio em que a linhagem produtora
se encontra pode interferir, chegando até inibir a producdo da enterotoxina (FRIEDMAN,
1966; MORSE, MAH, DOBROGOSZ, 1969, KATSUNI, KONDO, 1973).

O estudo do genoma de linhagens produtoras de enterotoxinas demonstra uma grande
variabilidade de producdo, onde a expressdo temporal de cada gene € controlada por uma
complexa rede de regulacdo, envolvendo reguladores ligados a densidade populacional
(quorum sensing) e modificacdes das condig¢bes fisico-quimicas e nutricionais do meio,
revelando uma interagdo entre metabolismo celular e capacidade enterotoxigénica
(CRETENET; EVEN; LE LOIR, 2011).

As enterotoxinas sdo denominadas com as letras do alfabeto de acordo com a ordem
cronolégica de suas descobertas. Atualmente sdo conhecidas 23 tipos de enterotoxinas
estafilococcica (sea, seb, secl, sec2, sec3, sed, see, seg, seh, sei, selj, selk, sell, selm, seln,
selo, selp, selg, ser, ses, set, selu e selv) (CUNHA, 2009; LYRA et al., 2013). As
enterotoxinas classicas, sea, seb, sec, sed, see, sdo assim denominadas por serem as mais
frequentemente relacionadas com surtos de intoxicacdo alimentar. Sendo as demais
conhecidas como néo classicas. Aproximadamente 95% dos casos de intoxicagdo alimentar
estafilococcica sdo causados pelas enterotoxinas dos tipos sea a see (CREMONESI et al.,
2005). Os 5% restantes de intoxicacdes devem estar associadas com outras enterotoxinas
estafilococcica identificadas (DINGES, ORWIN; SCHLIEVERT, 2000; MARTIN et al.,
2001).

O gene para enterotoxinas estafilocdccica tipo A (sea) é composto de 771pb e codifica
uma proteina de 27,1 kDa (HUANG et al., 1987). Sea é expressa na metade da fase
exponencial do crescimento dos estafilococos (TREMAINE et al., 1993), sendo a detec¢do do
gene sea em isolados de S. aureus importante, pois a Sea € toxica em baixas concentragdes
(EVENSON et al., 1988). Uma quantidade tdo pequena como 100- 200ng de Sea pode
produzir sintomas (ASAO et al., 2003). Além disso, € a enterotoxina mais comum envolvida
em intoxicagdes alimentares seguida por sed e seb (BALABAN; RASOOLY, 2000).

O gene seb consiste de 798 nucleotideos e codifica uma proteina de 31,4 kDa (JOHNS
JR; KHAN, 1988). O gene seb é cromossomal em isolados clinicos de S. aureus envolvidos
em intoxicacdo alimentar, embora seja carreado por um plasmidio em outros isolados
bacterianos (SHAFER; IANDOLO, 1978). A enterotoxina estafilocdcica B pode ser

considerada como uma potencial arma bioldgica (DINGES et al. 2000).
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A enterotoxina sec € heterogénea e contém algumas variantes, designadas secl, sec2,
sec3, sechovina e secovina. Estas foram classificadas com base nas diferencas antigénicas e
no hospedeiro animal com o qual elas estdo associadas (MARR et al., 1993). O gene secl
contém 801pb e codifica uma proteina de 27,4 kDa, o gene sec2 contém 801pb e codifica uma
proteina de 26 kDa (BOHACH; SCHLIEVERT, 1989) e o gene sec3 contém 798pb e codifica
uma proteina de 27,4 kDa.

O gene sed foi encontrado no plasmideo da penicilinase de 27,6 kb e codifica uma
proteina de 26,3 kDa (BAYLES; IANDOLO, 1989). Esta enterotoxina D é produzida
normalmente em quantidades reduzidas, todavia, doses entre 100 a 200 ng podem promover
sintomas, especialmente, em criangas e idosos (KOKAN; BERGDOLL, 1987).

A enterotoxinas estafilocdccicas tipo E (see) € uma proteina de 29 kDa (COUCH et
al., 1989) que apresenta homologia com sea e sed, no entanto, maior homologia (81%) com
SEA (BALABAN; RASOOLY, 2000).

As enterotoxinas estafilocdccicas sdo codificadas por genes presentes em bacteri6fago,
plasmidios, cromossomo e ilhas de patogenicidade cromossomal. As enterotoxinas
estafilococcica podem ser rotineiramente detectadas por varios métodos sensiveis e
especificos, através de testes bioquimicos, imunolégicos e moleculares (SANTILIANO et al.,
2011).

3.4 Reacdo em Cadeia de Polimerase: Um Meétodo de Deteccdo de Genes

Enterotoxigénicos

Nas ultimas décadas tem-se observado um crescimento expressivo de técnicas
moleculares para deteccdo, identificacdo e caracterizacdo de bactérias patogénicas em
alimentos (DESTRO, 1995). Dentre essas técnicas destaca-se a PCR, que fundamentam-se na
amplificacdo da sequencia de DNA pela reacdo de polimerase (Polymerase Chain Reaction —
PCR).

Métodos moleculares baseados na PCR podem demonstrar a presenca de linhagens de
Staphylococcus toxigénicos, antes da expressdo das toxinas, com base nas sequéncias
especificas dos genes. Desse modo, estes métodos tornam-se técnicas simples e reprodutiveis,
para a detecgdo enterotoxinas estafilococcicas funcionando como ferramenta genética para
estudos epidemioldgicos de doencas transmitidas por alimentos (HOLECKOVA et al., 2002;
LUZ, 2008; SANTANA et al., 2010).
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A técnica da PCR foi desenvolvida na década de 80 que consiste na amplificagdo in
vitro de segmentos de DNA, fazendo uso de primers, que sdo duas sequéncias de nucleotideos
iniciadores que possuem o0 objetivo de hibridizar com as fitas opostas, em regiGes que
flanqueiam o segmento a ser amplificado. Para essa reacdo ocorrer faz-se necessario alguns
componentes bésicos como nucleotideos, tag DNA polimerase, solu¢cdo tampdo, magnésio,
primers e DNA molde. Assim, a reagdo ocorre em trés etapas e geralmente se repete de 20 a
35 vezes, os chamados ciclos, e, assim, obtém-se quantidade DNA para visualizacdo em gel
de agarose ou poliacrilamina (SCHAEFER, 2006).

A primeira etapa é chamada de fase de Desnaturacao, onde se faz uso de temperatura
entre 92 e 96°C, com o0 objetivo de desnaturar o DNA bacteriano e promover separagédo da fita
dupla em fitas simples. A etapa de Anelamento é a segunda etapa, ocorrendo entre 37 e 65°C,
onde os primers se ligam a regides especificas das fitas simples de DNA bacteriano. A ultima
é denominada de etapa de Extensdo, onde a enzima DNA polimerase adiciona nucleotideos
nas fitas em crescimento, ocorrendo a 72°C. Apo0s essas etapas sdo obtidas milhdes de cdpias
de sequéncias de acidos nucleicos especificos (GANDRA et al. , 2008).

Todas as etapas da reacdo sdo realizadas em um equipamento automatizado, chamado
termociclador, que promove a alternancia de temperaturas pelo periodo de tempo e nimero de
ciclos (KONEMAM et al., 2001)

A técnica da PCR tem sido uma ferramenta bastante Gtil na deteccdo de estirpes de
Staphylococcus enterotoxigénico, sendo utilizado para identificar espécies e detectar genes
codificadores de enterotoxinas. E, para isso, varios protocolos foram desenvolvidos para
aprimorar e melhorar a sensibilidade da técnica (CREMONESI et al, 2006). Dessa maneira,
varios autores tém padronizados protocolos especificos para identificacdo de genes
codificadores de enterotoxinas esfilococica em leite e produtos lacteos (MARTIN et al., 2004;
CHIANG et al., 2006; LUZ, 2008).

Freitas et al. (2005), avaliando cepas coagulase negativa de Staphylococcus isolados
de queijo de coalho comercializado em Pernambuco, detectaram genes codificadores de
enterotoxinas em 90% (18/20), sendo a prevaléncia de sec (2/18), sed (2/18), seg (4/18), seh
(3/18), sei (4/18) e sej (2/18).

Borges et al. (2006), avaliaram o perfil enterotoxigénico de Staphylococcus isolados
de leite cru, coalhada, cdmara de maturacao e queijo de coalho e constataram que em 37,5%
(12/32), obtiveram incidéncia de sec (11/12) e sea (1/12). Ja Nicolau et al. (2001), avaliaram
amostras de queijo mussarela da regido de Goiania e verificaram que 13 linhagens de 127

produziram sea, 23,1% seb, 7,7% sec e 7,7% sea e seb.
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Luz (2008), avaliando leite e queijo de coalho da regido agreste de Pernambuco
através de PCR, verificou que 20 linhagens de S. aureus apresentaram genes codificadores de
enterotoxinas nédo classicas (seg, seh, sei, seg + seh, seg + sei, seg + sej, seh + sei, seg +seh +
sei, seg + sei + sej e seg + seh + sei + sej). JA& Andrade (2009), pesquisando genes
codificadores de enterotoxinas de linhagens de Staphylococcus aureus oriundos de queijo
coalho produzido em Fortaleza, encontrou um percentual de 45,7% de genes codificadores de
enterotoxinas.

Atualmente as técnicas moleculares e suas variacfes tém auxiliado bastante as
pesquisas em saude publica, sendo um instrumento mais acurado para a pesquisa

epidemioldgica e avaliacdo da seguranca de alimentos produzidos no Brasil.

3.5 Producéo de queijo de coalho em Alagoas

De acordo com a legislacdo brasileira atual, o queijo de coalho é obtido por
coagulacao do leite por meio da adicdo do coalho ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou ndo, pela acdo de bactérias lacticas selecionadas e comercializado
normalmente com até 10 (dez) dias de fabricacdo (BRASIL, 2001).

A producdo de queijo de coalho no Brasil se destaca na regido Nordeste,
principalmente nos estados da Paraiba, Ceard, Rio Grande do Norte, Pernambuco e Alagoas
onde o produto é tradicional e bastante consumido (LEITE JUNIOR et al., 2000). A producéo
rural de queijo de coalho tem participacdo consideravel na economia, colocando-se como
extremamente expressiva na formacdo de renda dos produtores de leite, principalmente
daqueles que ndo tém acesso as usinas de beneficiamento (NASSU et al., 2001). Por ser
elaborado na maioria das vezes, em quantidade consideravel, a partir de leite cru e sem 0s
devidos cuidados de higiene, o0 mesmo ndo vem apresentando-se dentro dos padrdes
microbiologicos exigidos pela legislacdo vigente (FEITOSA et al., 2003; FAI et al., 2009;
BORGES et al., 2008; MENESES et al., 2012; EVENCIO-LUZ, et al., 2012).

No estado de Alagoas a producdo de queijo de coalho representa uma atividade de
importancia social, econémica e cultural, pois faz parte da agricultura familiar em pequenos
municipios localizados nas bacias leiteiras (CERRI, 2002; BORGES, 2006).

Alagoas possui no sertdo sua da bacia leiteira, que se destaca como um Territorio
Produtivo de Laticinios, considerando os seguintes municipios: Olho D’Agua das Flores,

Monteirdpolis, Jacaré dos Homens, Batalha, Cacimbinhas, Santana do Ipanema e Major
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Izidoro, sendo o referencial da Bacia Leiteira Alagoana. Este territorio concentra cerca de
30% da producgédo do estado, onde se tem como especializagcdo produtiva 0s queijos tipos

coalho e manteiga, e bebidas lacteas (Figura 2).

Figura 2 — Cidades do sertdo que compGem a bacia leiteira de Alagoas (em destaque com circulo

vermelho).

(% Apicultura)
(Z Laticinios )
(Z Mandioca)

(% Cultura em Jaragud)

(Z Tecnologia da Informacao)

Fonte: Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior, 2013.

A bacia leiteira de Alagoas possui aproximadamente 200 fabriquetas de queijo. Com
relacdo a producdo didria de derivados do leite, estima-se que cada fabriqueta produz em
média 120 Kg de queijo de coalho por dia. Assim, o territério produz em média 2.400 Kg de
queijo de coalho/dia. Somente 12 laticinios de 69 existentes no municipio de Major lIzidoro
apresentam-se devidamente regularizados e podem comercializar seus produtos dentro do
estado de Alagoas e apenas dois possuem SIF (Servico de Inspecdo Federal) e podem
comercializar fora do estado de Alagoas (MINISTERIO DO DESENVOLVIMENTO,
INDUSTRIA E COMERCIO EXTERIOR, 2013).

Dai a preocupacdo com a qualidade e seguranca do queijo de coalho produzido nesta
regido e em outros estados do nordeste. A contaminagdo microbiologica deste produto assume
destacada relevancia para a saude publica, pelo risco de causar doengas transmitidas por
alimentos que podem agravar o estado de salde de individuos imunodeprimidos ou mesmo
leva-lo a 6bito (BORGES, 2006; SILVA et al., 2010).
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RESUMO

Objetivando avaliar a capacidade bacteriocigénica e enterotoxigénica de linhagens de
Staphylococcus spp. isoladas de queijo de coalho produzido a partir de leite cru, 110
linhagens de Staphylococcus spp. foram submetidas a testes de antagonismo frente a Listeria
monocytogenes. As linhagens com agdo antagonista frente a L. monocytogens foram
submetidas a testes de antagonismo frente a Salmonella typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e ainda, foram identificadas
taxonomicamente e a avaliadas quanto a presenca de genes de enterotoxinas classicas. Do
total de Staphylococcus spp. avaliados, 34,5% (38/110) apresentaram agdo antimicrobiana
frente a L. monocytogenes. Das 38 linhagens testadas frente a outros patdgenos, nenhuma foi
capaz de inibir S. typhimurium e E. coli, porém, 42,1% (16/38) apresentou inibicao frente a P.
aeruginosa e 2,6% (1/38) frente a S. aureus. Das 38 linhagens, 9 (23,7%) pertenciam ao
grupo de Staphylococcus coagulase positiva (S. aureus) e 29 (76,3%) ao grupo de
Staphylococcus coagulase negativa (S. lentus, S. haemolyticus, S. xylosus, S. simulans, S.
sciuri, S. hominis). 60,5% (22/38) apresentaram pelo menos um gene codificador de
enterotoxina estafilocdccica classica, presente em 67,6% (6/9) das linhagens do grupo de
Staphylococcus coagulase positiva e em 55,2% (16/29) do grupo de Staphylococcus coagulase
negativa. O gene sea e sec foram os mais frequentes, 50% (19/38) e 44,7% (17/38),
respectivamente. Conclui-se que 42,1% (16/38) das linhagens com acdo antimicrobiana nao
apresentaram genes enterotoxigénicos classicos. Conclui-se que a capacidade antimicrobiana

ndo possui relacdo com a presenca de genes enterotoxigénicos classicos.

Palavras-chaves: Staphylococcus; Enterotoxinas; Potencial Antimicrobiano.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the bacteriocigéenic and enterotoxigenic capacity strains
of Staphylococcus spp. isolated from curd cheese produced from raw milk. 110 strains of
Staphylococcus spp. were subjected to antagonism tests against Listeria monocytogenes. The
strains with antagonistic activity against L. monocytogens were subjected to tests of
antagonism against the Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus and Escherichia coli, and yet, were taxonomically identified and evaluated for the
presence of enterotoxin genes of classical. Of total Staphylococcus spp. evaluated, 34.5% (38
/110) showed antimicrobial activity against L. monocytogenes. Of 38 strains tested against
other pathogens, none was able to inhibit S. typhimurium and E. coli However, 42.1% (16/38)
showed inhibition against P. aeruginosa and 2.6 % (1/ 38) against S. aureus. Of 38 strains , 9
(23.7 %) belonged to the group of coagulase positive Staphylococcus (S. aureus ) and 29 (
76.3 % ) to the group of coagulase negative Staphylococcus (S. lentus , S. haemolyticus , S.
xylosus , S. simulans , S. sciuri , S. hominis). 60.5% (22/38) had at least one gene encoding
staphylococcal enterotoxin classic, present in 67.6% (6/9) strains of coagulase positive group
and 55.2 % (16/29) the group of coagulase negative Staphylococcus . The sea and sec gene
were the most frequent, 50% (19/38) and 44.7% (17 /38), respectively. It was concluded that
42.1% (16/38) of strains with antimicrobial genes showed no enterotoxigenic classics. It is
concluded that the antimicrobial ability has no relationship with the presence of

enterotoxigenic genes classics.

Key words: Staphylococcus; Enterotoxin; Antimicrobial Potential.
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Staphylococcus sp. € um dos patogenos de interesse alimentar frequentemente isolados
de alimentos de origem animal. Normalmente sdo encontrados na superficie corpdrea dos
animais de sangue quente e de humanos, principalmente nas fossas nasais, maos, bracos de
manipuladores e pessoas hospedeiras assintomaticas (BORGES et al., 2008).

O género Staphylococcus é dividido, com base na capacidade de promover a
coagulacdo do plama sanguineo através da enzima coagulase, em dois grandes grupos:
coagulase positivo e coagulase negativo. O grupo dos Staphylococcus coagulase positiva €
considerado 0 mais toxigénico por suas caracteristicas bioquimicas e por frequentemente ser
envolvido em surtos de intoxicacdo de origem alimentar (SORIANO et al.,, 2002;
LONCARENVIC et al., 2005; ERTRAS et al., 2010). Contudo, alguns pesquisadores tém
reportado espécies coagulase negativas envolvidas em doencas de origem alimentar e como
portadoras de genes codificadores de enterotoxinas (VERNOZY-ROZAND et al., 1996;
DELBES et al.,2006; KIM et al., 2009, LYRA et al., 2013; RUARO et al., 2013).

Atualmente ha 23 tipos de enterotoxinas estafilocdccicas descritas, sendo as
enterotoxinas classicas (sea-see) as mais envolvidas em surtos de origem alimentar
(PELISSER et al., 2009). Os métodos mais utilizados para detec¢éo de enterotoxinas tém sido
o0s baseados no genotipo das bactérias, especialmente aqueles que utilizam a amplificagdo da
sequéncia de nucleotideos codificadores de enterotoxinas, como por exemplo, a Polymerase
Chain Reaction - PCR (LOVSERT; LONCAREVIC; BERDAL, 2004; BLAIOTTA et al.,
2004; CREMONESI et al., 2005; BOEREMA; CLEMEND; BRIGHTWELL, 2006; ERTAS
etal., 2010).

Apesar do carater patogénico que Staphylococcus sp pode apresentar, varios estudos
(ERSFELD-DRESSEN et al., 1984; ALLGAIER et al., 1986; NETZ, 2002a e b; ASO, 2003;
CEOTTO, 2009; DALY, 2010) tém evidenciado que algumas linhagens pertencentes a esse
género sdo capazes de produzir estafilococcinas, que sdo peptideos capazes de inibir o
crescimento de linhagens do mesmo género e outros patogenos (OLIVEIRA, 1998b;
COELHO, 2007). Esses estudos destacam o isolamento de bacteriocinas produzidas por
linhagens de Staphylococcus de origem clinica e alimentar (GOV et al., 2001; ESSID et al.,
2007; LAUKOVA;SIMONOVA; STROMPFOVA, 2010; RUARO et al., 2013). No entanto,
ainda séo escassos estudos que relacionem os dois aspectos, a capacidade bacteriocigénica e
toxigénica de bactérias pertencentes ao género Staphylococcus isolados de alimentos.

Diversos pesquisadores em reportado altas contagens de Staphylococcus sp. vém em
produtos lacteos (BORGES et al., 2003; FEITOSA et al., 2003; SANTANA et al., 2008;

MENESES et al., 2012), incluindo o queijo de coalho, que muitas vezes ainda é produzido a
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partir de leite cru e sem os devidos cuidados higiénico-sanitarios. Essa contaminacdo pode
ser considerada um problema de salde publica, visto que, o consumo desse tipo de queijo é
bastante difundido no nordeste do Brasil (SANTANA et al., 2010; SILVA et al., 2012).
Diante do exposto esta pesquisa objetivou avaliar a capacidade bacteriocigénica e o
perfil enterotoxigénico de linhagens de Staphylococcus spp isoladas de queijo de coalho

produzido a partir de leite cru do sertédo de Alagoas.
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Amostra

Foram avaliadas 110 linhagens de Staphylococcus sp. isoladas de queijo de coalho
produzidos a partir de leite cru do sertdo de Alagoas e realizado testes de antagonismo frente
a L. monocytogenes. Posteriormente, as linhagens positivas neste teste foram avaliadas quanto
a acao antagonica a outros patdgenos (Salmonella thyphimurium, Pseudomona aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli), a identificagdo taxonémica e a pesquisa de genes

enterotoxigénicos.

Avaliacdo da capacidade bacteriocigénica das linhagens de Staphylococcus sp.

As linhagens de Staphylococcus sp foram submetidas ao teste de produgdo de
bacteriocinas frente a L. monocytogenes ATCC 19115, utilizando a técnica descrita por
Giambiagi-Demarval et al. (1990) com modificacdes nas quantidades de culturas e meios de
cultura utilizados.

A técnica consistiu em adicionar 5uL de cada cultura na forma de pontos na superficie
de uma placa contendo meio Brain Heart Infusion (BHI). Apds um periodo de 18h a 37°C, as
bactérias foram mortas por exposicdo a vapores de cloroférmio (30 minutos) e sobre a placa,
foram vertidas por 10 mL de meio BHI semi-solido, acrescido de aliquotas de 0,1 mL do
patdégeno a ser testado previamente crescido em caldo BHI a 37°C/24h. As placas foram
posteriormente reincubadas a 37°C/18h e a atividade antimicrobiana foi observada através da
formacéo de zonas de inibicdo ao redor dos pontos de crescimento das linhagens produtoras.

Aquelas linhagens que apresentaram carater bacteriocigénico frente a L.
monocytogenes (ATCC 19115) foram entdo testadas frente a outros microrganismos:
Salmonella thyphimurium ATCC 14028, Pseudomona aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Escherichia coli ATCC 25922,

Identificacdo Taxonémica

A identificacdo taxondmica foi realizada a partir da caracterizacdo biogquimica e
enzimatica das linhagens, através do sistema comercial API-Staph (BioMérieux®), conforme

recomendacdes do fabricante.
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Identificacdo de genes enterotoxigénicos em Staphylococcus ssp. pela reacdo em cadeia
da polimerase (PCR)

Todas as linhagens de Staphylococcus sp que apresentaram atividade antimicrobiana
frente a L. monocytogenes foram submetidas a pesquisa de genes enterotoxigénicos através da

técnica da PCR - Uniplex.

Extracdo de DNA gendmico

Para extracdo do DNA utilizou-se a técnica por fenol-cloroférmio, conforme
metodologia descrita por Fritsch, Maniatis e Sambrook (1989), com algumas modificagdes.
Utilizou-se 1,0 mL de cultura crescida em caldo TSB (Caldo Tripticase de Soja) centrifugada
a 14.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram
homogeneizadas em 500 uL de tampao TE 10:1 (Tris-EDTA a 10 mM de Tris-HCI, pH 8, 1
mM de EDTA) e adicionadas de 10 pL de lisozima (10 mg/mL) e 10 MI de proteinase K (5
mg/mL) para lise da parede celular. A suspenséo foi incubada a 60°C por 20 minutos, seguida
pela adi¢do de 100 pL de tampao STE (2,5% SDS, 10 mM Tris-HCI, pH 8, 0,25M de EDTA),
e incubada por 15 minutos a 60°C, 5 minutos a temperatura ambiente e 5 minutos no gelo. A
reacdo foi neutralizada com 130 pL de acetato de amonio a 7,5 M, mantendo no gelo por 15
minutos, e entdo centrifugada a 14.000 rpm por 8 minutos. Aproximadamente 700 uL do
sobrenadante foram transferidos para outro tubo e misturados com o mesmo volume de fenol-
cloroférmio-alcool-isoamilico (25:24:1), seguido por centrifugacdo 14.000 rpm por 5
minutos. Aproximadamente 400 uL de sobrenadante foi transferido para um novo tubo, e 0
DNA foi precipitado com aproximadamente 420 pL de isopropanol a -20°C por 60 horas.
Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 50

uL de agua deionizada estéril e armazenado sob refrigeracao.

Deteccdo dos Genes Toxigénicos através da Técnica da PCR

Os primers utilizados para pesquisa dos genes toxigénicos na PCR foram os descritos

por Becker et al. (1998), conforme apresentado na tabela 5.
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Tabela 5 - Sequéncias dos primers utilizados para a deteccdo por PCR dos genes sea — see em
Staphylococcus ssp. isolados de amostras de queijo de coalho.

Tamanho do

Primers Sequéncia de Oligonucleotideos (5’— 3°) fragmento

(pb)
sea-3b CCTTTGGAAACGGTTAAAACG
sea-4b TCTGAACCTTCC CAT CAAAAA C 127
seb-1c TCG CAT CAA ACT GACAAA CG
seb-4b GCAGGT ACT CTATAAGTGCCTGC 477
sec-3b CTCAAGAACTAG ACA TAAAAGCTAGG
sec-4b TCAAAATCG GAT TAA CAT TAT CC 271
sed-3b CTAGTTTGGTAATATCTCCTTTAAACG
sed-4b TTAATGCTATATCTT ATA GGGTAA ACA TC 319
see-3b CAGTACCTATAG ATA AAGTTAAAACAAGC 178
see-2¢ TAACTTACCGTGGACCCTTC

Fonte: Autor, 2014.

As reacdes de PCR-Uniplex para a pesquisa dos genes separadamente, consistiu de
uma mistura de 10pL de 10x PCR Buffer (Invitrogen®), 2uL de dNTPmix (Invitrogen®), 3,0
uL do MgCl2, 5,0 pL de cada primer, 0,5 uL da TagDNA polimerase (Invitrogen®). A essa
mistura foi adicionados 5pL do DNA gendmico extraido e o volume foi completado para
50uL com agua MilliQ. As amplificacdes foram realizadas em termociclador (Biocycler®,
Sdo Paulo, Brasil) de acordo com a seguinte programacao: aquecimento a 94°C por 1 minuto,
sequidos de 35 ciclos de amplificagdo (desnaturagdo aquecimento a 94°C por 30segundos,
anelamento e extencdo a72°C por 1 minuto de 30 segundos, com um ciclo de extensdo final a
72°C por 10 minutos e a manutencdo das amostras a 4°C até a aplicacdo em gel de agarose.
Como controle positivo e negativo foram utilizadas cepas de Staphylococcus sp. da American
Type Culture Collection- ATCC.

Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v),
corados com brometo de etidio (1,5 mg/mL), visualizados e fotografados em transiluminador
de Ultra Violeta (Major Science UVDI-110/220, Brasil).
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Das 110 linhagens de Staphylococcus spp isoladas de queijo de coalho e avaliadas
quanto a capacidade bacteriocigénica, observou-se que 34,5% (38/110) possuem capacidade
de inibir o crescimento de L. monocytogenes. Os diametros dos halos de inibicdo obtidos
variaram entre 3,6 e 22,3mm (Figura 3), onde 7,3% (8/38) apresentaram halos maiores que
20mm, sendo 75% (6/8) identificados como S. haemolyticus.

De acordo com a classifica¢do sugerida por Garcia et al. (2006), halos de didmetros
maiores que 10mm representam uma forte inibicdo. Ja Ceotto (2005) e Souza (2010) referem
halos maiores que 20mm sendo os de melhor acdo antimicrobiana. Esses testes de
antagonismo sao utilizados como ferramenta inicial na pesquisa da producéo de substancias
antimicrobianas por bactéria produtora contra a bactéria indicadora. As zonas de inibicao

confirmam a presenca de substancia com potencial antimicrobiano.

Figura 3 - Halos de inibi¢do de linhagens de Staphylococcus ssp. isolados de queijo de coalho
frente a Listeria monocytogenes ATCC 19115.

Fonte: Autor, 2014.

Diversos autores apontam resultados divergentes aos obtidos neste estudo, como o de
Oliveira et al. (1998), que encontraram 8,7% (4/46) das linhagens de Staphylococcus spp
isoladas de gado bovino caracterizadas como produtoras de substancias antimicrobianas. Ja
Ceotto (2009) identificou 17,8% (46/257) das linhagens de S. aureus isolados de mastite
bovina produtoras de substancias antimicrobianas, sendo 14,8% (38/257) com halos maiores
que 20mm. Nascimento et al. (2002), avaliando linhagens de S. aureus envolvidas em mastite
bovina, detectaram 24% (12/50) das linhagens de S. aureus com halos de inibicdo maiores ou

iguais a 20mm e no estudo realizado por Souza (2010) obteve-se 5,3% (26/47) linhagens de S.
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aureus de origem alimentar e clinica com atividade bacteriocigénica, onde 19,2% (5/26)
apresentaram halos de inibi¢cdo maiores que 20mm.

Nenhuma das linhagens que apresentaram efeito bacteriocigénico contra L.
monocytogenes foram capazes de revelar halos de inibicdo frente a S. typhimurium e E. coli,
porém 42,1% (16/38) foram capazes de inibir P. aeruginosa e somente 2,6% (1/38)
identificada como S. xylosus, apresentou a¢ao antimicrobiana frente a S. aureus.

A acdo antimicrobiana frente a P. aeruginosa é um dado relevante, visto que este € um
microrganismo deteriorador, que produz grandes quantidades de limosidade em superficie de
alimentos, capaz de fermentar grande nimero de carboidratos, produzindo uma variedade de
produtos que afetam o sabor dos alimentos. Além disso, sdo proteoliticos, lipoliticos e
responsaveis pela formacdo de biofilmes, causando grandes problemas para a industria de
alimentos. Na industria de produtos lacteos, 0s microrganismos psicrotréficos pertencentes ao
género Pseudomonas sp. sdao comumente associados a deterioracdo de leite cru, o qual é
utilizado como matéria prima para producdo de queijo de coalho (WANG; JAYARAO, 2001,
KUDA; YANO; KUDA, 2007; CAIXETA et al., 2012).

Quanto a acdo antimicrobiana de S. xylosus frente a S. aureus, varios autores relatam
resultados semelhantes (GOV et al., 2001; ESSID et al., 2007). Brito et al. (2011), em estudo
recente constataram a capacidade de Staphylococcus ssp. isolados de leite bovino em produzir
uma bacteriocina ativa frente a S. aureus e L. monocytogenes. Ja Laukova; Simonova;
Strompfova (2010) relataram a caracterizacdo de uma bacteriocina produzida por S. xylosus
com potencial antimicrobiano frente a Staphylococcus coagulase negativo, Pseudomonas sp. e
fungos em salame seco fermentado. Essid et al. (2007) relatam uma linhagem de S. xylosus
isolados de carne salgada tradicional com ag&o antimicrobiana frente a P. aeruginosa.

S. xylosus tem sido amplamente utilizado na producdo de embutidos fermentados e
lacteos, além de ocorrer naturalmente como microbiota normal de queijos (MANSOUR et al.,
2009). Contudo, este microrganismo também é encontrado na pele e nas mucosas de
mamiferos e aves, no solo e superficies de utensilios (DORDET-FRISONI et al., 2007).
Muitos autores caracterizam essa espécie como ndo patogénica, porém a mesma ja foi descrita
como agente de infecgOes oportunistas em animais e humanos (SIQUEIRA; LIMA, 2002,
WON et al., 2002). Das 38 linhagens com acao bacteriocigénica frente a L. monocytogenes,
23,7% (9/38) pertenceram ao grupo dos coagulase positivas (S. aureus) e 76,3% (29/38) ao
grupo dos coagulase negativas identificadas como: S. lentus, S. haemolyticus, S. xylosus, S.
simulans, S. sciuri, S. hominis, sendo 0 maior nimero pertencente a espécie S. haemolyticus

(Tabela 6). Esse elevado percentual de Staphylococcus coagulase negativo em queijo de
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coalho € comum, pelo fato de serem encontrados naturalmente na microbiota do leite bovino,

além de serem isolados do Ubere dos animais com mastite clinica ou subclinica.

Tabela 6 - Perfil taxondbmico das linhagens de Staphylococcus sp.

Espécies N (%)
Coagulase S. aureus 9(23,7)
(+)
S. haemolyticus 12 (31,6)
S. hominis 2 (5,3
Coagulase S. Ier?tu§ 8(21,1)
) S. sciuri 1(2,6)
S. simulans 1(2,6)
S. xylosus 5(13,2)

Fonte: Autor, 2014.

Semelhantemente a este estudo, Borges et al. (2008a) detectaram maior frequéncia de
espécies Staphylococcus coagulase negativa 81,3% (5/6) em relacdo a 18,7% (1/6) de
Staphylococcus coagulase positiva, porém, as principais espécies identificadas foram: S.
epidermidis, S. xylosus, S. aureus, S. cohnii cohnii, S. haemolyticus e S. lentus, sendo S.
epidermidis em maior, ao avaliarem o perfil de espécies de Staphylococcus isoladas de queijo
de coalho produzido em Fortaleza.

Coton et al. (2010) ao avaliarem leite cru de vaca e queijos na Franca identificaram
como espécies prevalentes: S. equorum, S. xylosus, S. saprophyticus e S. succinus. Ja Piessens
et al. (2011), ao determinarem a distribuicdo de Staphylococcus coagulase negativa em leite
de vacas leiteiras na Bélgica verificaram maior frequéncia de S. chromogenes, S. haemolyticus
, S. epidermidis e S. simulans; e Ruaro et al., (2013), ao avaliarem o perfil de Staphylococcus
coagulase negativo em leite e queijo bovino na Italia, evidenciaram que S. arlettae, S.
carnosus, S. gallinarum, S. haemolyticus, e S. rostri foram as mais frequentes.

As diferentes espécies de Staphylococcus identificadas no presente e nos demais
estudo citados deve-se provavelmente a distribuicdo geografica diferenciada, além da
qualidade do leite cru utilizado e das medidas higiénico-sanitarias que devem ser adotadas
durante todo processamento e comercializagdo do queijo de coalho (RUARO et al., 2013).

S. haemolyticus faz parte da microflora da pele de humanos, em especial nas regides
das axilas e perineo (ZADOKS; WATTS, 2009). Essa bactéria pode promover septicemia,
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peritonite, otite e infecgBes do trato urinério, destacando-se pela sua multirresistencia a
meticilina e glicopeptideos antibidticos (TAKEUCHI et al., 2005). Segundo Piessens et al.
(2011), a presenca de S. haemolyticus no leite de vacas leiteiras na Bélgica também eram
frequentes nos isolados do ambiente no qual os animais estavam inseridos. Chaffer et al.
(1999) e Thorberg et al. (2009) destacam o envolvimento de S. haemolyticus em mastite
subclinica e Zadoks e Watts (2009) relatam que S. haemolyticus pode estar associado a varios
hospedeiros, tanto em humanos como aves e felinos.

A elevada frequéncia de S. haemolyticus encontrada neste estudo pode estar associada
a contaminacdo cruzada, portadores assintomaticos, contaminacdo do ambiente, mastite
subclinica do gado leiteiro e/ou a falta de higiene durante a producdo do queijo de coalho.

Vaérios estudos relatam elevada frequéncia de Staphylococcus coagulase negativo
(PIESSENS et al., 2011, COTON et al., 2010; RUARO et al., 2013) em leite cru e queijos,
sugerindo que algumas espécies coagulase negativas também sdo capazes de produzir
enterotoxinas e, consequentemente, podem causar intoxicacao alimentar.

Quanto a pesquisa de genes enterotoxigénicos, 60,5% (22/38) das linhagens avaliadas
apresentaram pelo menos um gene codificador de enterotoxina estafilococcica classica, sendo
67,6% (6/9) do grupo Staphylococcus coagulase positiva e 55,2% (16/29) do grupo
Staphylococcus coagulase negativa. O gene sea foi detectado em 50% (19/38) das linhagens
avaliadas, seguido de sec presente em 44,7% (17/38). As associagdes mais frequentes
observadas foram sea + sec e sea + seb + sec, ambas apresentando frequéncia de 22,5%
(5/22) (Tabela 7 e Figura 3).

Tabela 7 - Perfis genotipicos das linhagens de Staphylococcus spp.

Genes Toxigénicos NUmero de linhagens (%)

sea 4(18,2)

sec 2(9,1)
sea + sec 5(22,7)

sea + seb 1(4,5)

seb + sec 1(4,5)
sea + seb + sec 5(22,7)
sea + sec + see 1(4,5)
sea + seb + sec + see 2(9,1)
sea + sec + sed + see 1(4,5)

Fonte: Autor, 2014.
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Figura 4 — Resultados de amplificados de isolados de Staphylococcus sp. com o par de primers
SEA-3b/SEA-4b; M- 100bp DNA ladder; P - Controle Positivo - ATCC13565 (127pb).

74 uia L) I B b S b G |

Fonte: Autor, 2014.

Vérios autores apontam a relevancia de Staphylococcus coagulase negativa Omo
produtora de genes enterotoxigénicos. Lyra et al. (2013) avaliando leite de cabra produzido na
Paraiba, identificaram 4,5% dos isolados de Staphylococcus coagulase negativo com genes
enterotoxigénicos, enquanto Lamaita et al. (2005) detectaram 24,6% de Staphylococcus
coagulase positivas e 41,3% de Staphylococcus coagulase negativas, isolados de leite cru
refrigerado.

J& Arcuri et al. (2010), analisando linhagens de S. aureus isolados de leite cru bovino e
queijo minas frescal produzidos no Brasil, encontraram 5,2% (15/291) de genes produtores de
enterotoxinas classicas isoladas ou em combinacdo com outros genes, sendo o gene seb o
mais frequente seguido do sec. Também Normanno et al. (2005) na Italia, encontraram 55,9%
(94/168) de S. aureus enterotoxigénicos isolados de leite cru bovino, sendo 0s genes sea e sec
0s mais frequentes. Cremonesi et al. (2007), tambem na Italia, obtiveram 52,2% (12/23)
isolados de S. aureus oriundos de leite cru bovino enterotoxigénicos, sendo que 9 desses
eram portadores do gene sea. Enquanto, Ruaro et al. (2013), em estudo da diversidade de
Staphylococcus coagulase negativo oriundos de queijo produzido com leite cru no nordeste da
Italia, ndo detectaram genes enterotoxigénicos.

As linhagens identificadas como S. hominis e S. sciuri ndo apresentaram gene
enterotoxigénico classico. O gene sea e sec estiveram presentes nas demais linhagens

isoladamente ou em associacdo com outros genes (Tabela 8). As associacfes de genes sea +
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sec e sea + seb + sec se repetem nos isolados de S. aureus, S. haemolyticus, S. lentus e S.

xylosus.

Tabela - 8 Perfis de associacdo de genotipicos distribuidos por espécies identificadas.

Espécies Genes Toxigénicos
S. aureus (sea), (sea +sec), (sea+ seb + sec), (sea + seb + sec + see)
S. haemolyticus (sec), (sea + seb), (sea + sec), (sea + seb + sec ), (sea + sec + see)
S. hominis -
S. lentus (sea), (sea +sec), (seb+ sec), (sea + seb + sec), (sea + sec + sed + see)
S. sciuri -
S. simulans (sea + seb+ sec + see)
S. xylosus (sea +sec), (sea + seb+ sec)

Fonte: Autor, 2014.

A prevaléncia dos genes sea e sec detectada neste estudo corrobora com dados da
literatura que relatam a elevada frequéncia dos mesmos em casos de intoxicagdo alimentar e o
isolamento desses em leite cru devido a mastite subclinica.

Destaca-se que do total de linhagens de Staphylococcus sp. com potencial antagbnico
frente a L. monocytogenes 42,0% (16/38) ndo apresentaram genes enterotoxigénicos classicos.
Sugere-se novas pesquisas que pesquisem genes enterotoxigénicos nao classicos com objetivo
de avaliar a relacdo entre capacidade antagbnica e a presenca de genes codificadores de

enterotoxinas ndo classicas.
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De acordo com os resultados obtidos pode-se inferir as seguintes conclusdes:

e Trinta e oito linhagens de Staphylococcus spp. apresentaram potencial
bacteriocigénico frente a L. monocytogenes. As linhagens do grupo Staphylococcus
coagulase negativo apresentaram-se em maior predominancia 76,3% (29/38)

seguido de 23,7% (9/38) Staphylococcus coagulase positivo.

e No perfil taxondmico das linhagens estudadas, S. haemolyticus foi a de maior
predominancia em 31,6% (12/38) dos isolados. Outras espécies também
apresentaram potencial bacteriocigénico frente a L. monocytogenes; como S.

aureus, S. lentus, S. xylosus, S. simulans, S. sciuri, S. hominis.

e Na pesquisa de genes responsaveis pela producdo de enterotoxinas classicas em
linhagens de Staphylococcus com potencial bacteriocigénico, observou-se que
60,5% (22/38) das linhagens apresentaram pelo menos um gene codificador de
enterotoxina estafilocdccica classica, presente em 67,6% (6/9) das linhagens do
grupo Staphylococcus coagulase positiva e 55,2% (16/29) do grupo Staphylococcus
coagulase negativa.

e Os genes enterotoxigénicos sea (50,0%) e sec (44,7%) foram os mais frequentes
nas linhagens com potencial bacteriocigénico frente a L. monocytogenes. Sendo

que as associacOes de genes mais frequentes as sea + sec e sea + seb + sec.

e Quanto a relacdo entre linhagens bacteriocigénicas e enterotoxigenicidade,
observou-se que do total de linhagens com acdo antimicrobiana frente a L.

monocytogenes 42,1% (16/38) ndo apresentaram genes enterotoxigénicos classicos.

e Das linhagens que apresentaram agdo antimicrobiana frente a L. monocytogenes e
P. aeroginosa, simultaneamente, 70,6% (12/16) ndo apresentaram gene
enterotoxigénico. Porém, somente uma linhagem, identificada como S. xylosus,
apresentou acdo bacteriocigénico frente a L. monocytogenes, P. aeroginosa e S.

aureus, e ndo apresentou gene enterotoxigénico classico.

e 11% (12/38) das linhagens estudadas apresentaram potencial de culturas

bioprotetoras, e em especial a linhagem S. xylosus.
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Linhagens de Staphylococcus spp. oriundos de queijos de coalho produzido a partir
de leite cru do sertdo de Alagoas apresentaram capacidade de produzir substancias

antimicrobianas, assim como, genes produtores de enterotoxinas.

Considerando que a legislacéo brasileira vigente preconiza somente a contagem de
Staphylococcus coagulase positiva em alimentos e que os resultados desta pesquisa
apontam a identificacdo de genes enterotoxigénicos em linhagens de
Staphylococcus coagulase negativo, sugere-se uma revisdo quanto aos padrbes
microbiologicos recomendados para alimentos, com o objetivo de incluir esse
grupo como analise de rotina, o qual pode representar um perigo para o

consumidor.

Conclui-se, que ndo ha uma relacdo direta entre atividade antagonista e presenca de

genes codificadores de enterotoxinas classicas.



