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RESUMO

Cepas de Staphylococcus spp. molecularmente identificadas foram submetidas a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando-se iniciadores especificos para a
deteccao de genes codificadores de enterotoxinas classicas (SEA, SEB, SEC, SED, SEE) e
da Toxina-1 da Sindrome do Choque Toxico (TSST-1). Foi realizada PCR-Multiplex para
deteccao dos genes sea, sec, sed e see. Para seb e tst, foram realizadas PCR-Uniplex.
Além disso, foi analisado o perfil de susceptibilidade das cepas a antimicrobianos
de diferentes classes e foi verificado antagonismo in vitro entre Lactobacillus spp.
e as cepas estudadas. Genes codificadores de enteroxinas classicas, assim como de
TSST-1, nao foram encontrados. Em relacao ao antibiograma, Sulfonamida, Penicilina,
Ceftazidima e Oxacilina apresentaram os maiores percentuais de resisténcia (100, 80,
60 e 40%, respectivamente). Os demais antimicrobianos foram eficientes em percentuais
acima de 70%. Lactobacillus spp. foram capazes de inibir o desenvolvimento in
vitro de Staphylococcus spp. Conclui-se que as cepas estudadas nao possuem genes
codificadores da producédo de enterotoxinas classicas e TSST-1, sdo sensiveis a maioria
dos antimicrobianos e sao inibidos por bactérias do género Lactobacillus.

PALAVRAS-CHAVE: Staphylococcus, Queijo artesanal, PCR, Antibiograma, Antagonismo

ABSTRACT

Staphylococcus spp. isolated from samples of Minas cheese traditionally manufactured
following artisan procedures were identified using molecular techniques and further
analyzed using PCR and specific primers for the detection of classic enterotoxins (SEA,
SEB, SEC, SED, and SEE) and toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1). Specific sea, sec,
sed, and see genes were identified using multiplex PCR, whereas seb and tst genes were
detected by uniplex PCR. In vitro antagonism with Lactobacillus spp. was evaluated
to assess antimicrobial susceptibility. Classic enterotoxins and TSST-1 genes were not
detected. The antimicrobials sulfonamide, penicillin, ceftzadime, and oxacillin showed
higher resistance rates in the antibiogram (100%, 80%, 60%, and 40%, respectively),
whereas other antimicrobials were effective in percentages above 70%. Lactobacillus spp.
were able to inhibit Staphylococcus spp. in vitro. Thus, our results indicated that the
isolated Staphylococcus spp. were sensitive to the most common antimicrobials tested
and were inhibited by Lactobacillus spp.
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INTRODUCAO

Staphylococcus spp. estdo entre os micro-organismos potencial-
mente patogénicos mais encontrados em queijos artesanais. Es-
ses micro-organismos sao responsaveis pela producao de ente-
rotoxinas termorresistentes em alimentos, tornando estes uma
importante fonte de intoxicacao alimentar.

As enterotoxinas estafilocdcicas sao resistentes a hidrélise pe-
las enzimas gastricas e jejunais, mantendo sua atividade no
trato digestivo apds ingestao’, e sao estaveis ao aquecimento a
100°C durante 30 minutos?, nao sendo inativadas totalmente pela
coccado, pasteurizacdo e outros tratamentos térmicos usuais®.

Além das enterotoxinas, Staphylococcus spp. também sao apon-
tados como produtores da Toxina-1 da Sindrome do Choque To-
xico (TSST-1), que é a principal causa da Sindrome do Choque
Toxico. Essa sindrome é caracterizada por um quadro agudo e
potencialmente fatal que se apresenta por meio de febre alta,
eritemas difusos e descamacao da pele, além de hipotenséo e
alteracdes em diversos drgéos. Inicialmente, a Sindrome do Cho-
que Toxico foi associada a utilizagao de absorventes internos por
mulheres em periodo menstrual com a colonizacdo da mucosa
vaginal por S. aureus. A auséncia de bacteremia nessas pacientes
sugeriu que a doenca seria resultado de uma intoxicagao por pro-
dutos elaborados pelo micro-organismo. Mais recentemente, a
sindrome foi associada a diversas enfermidades, como infeccoes
cutaneas, abortos, infeccdes pos-cirlrgicas e uso de materiais
contaminados em curativos, podendo acometer igualmente mu-
lheres e homens®*. TSST-1 ganhou notoriedade por ser detectada
com frequéncia nos casos de mastite bovina no rebanho leiteiro®.

A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido amplamente
aplicada como um método para a deteccao dos genes respon-
saveis pela producdo de toxinas. Uma variacdo da PCR, a PCR
-Multiplex, permite em uma mesma reacao, detectar diferentes
genes responsaveis pela codificacdo da producdo de diferentes
toxinas, o que contribui de uma forma mais precisa para o estu-
do epidemioldgico de Staphylococcus spp. e seu potencial para
envolvimento em intoxicacoes alimentares®.

A deteccao de genes toxigénicos pode indicar a real possibili-
dade de determinada cepa produzir a toxina, mesmo que essa
caracteristica ndo esteja sendo expressa e, consequentemente,
a toxina nao esteja sendo produzida’.

Outra preocupacao em relacao aos Staphylococcus spp. veicula-
dos pelos alimentos seria a resisténcia destes a antimicrobianos.
A resisténcia antimicrobiana é um problema global de saide pu-
blica que é afetado pelo uso indiscriminado dessas substancias
em humanos e em animais, tendo como consequéncia seu desen-
volvimento e propagacao para outros micro-organismosé. A refe-
rida resisténcia pode ser adquirida por meio de mutacdes ou pela
transferéncia de material genético, como ocorre na transferén-
cia de plasmideos entre bactérias, o que pode conferir a resis-
téncia por diferentes mecanismos®. Micro-organismos resistentes
a antimicrobianos veiculados por alimentos podem transferir ge-
nes de resisténcia a outros micro-organismos de outras espécies
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presentes no trato gastrointestinal, inclusive para bactérias po-
tencialmente patogénicas presentes na microbiota™.

Um mecanismo intrinseco de controle de desenvolvimento de
patogenos seria a presenca de bactérias acido-laticas, que cons-
tituem importante exemplo de micro-organismos desejaveis
presentes nesses queijos. Essas bactérias seriam capazes de
desempenhar importantes fungdes, como a producao de acidos
organicos e de outros compostos quimicos responsaveis pelo sa-
bor caracteristico do produto, além de substancias antagonistas
aos micro-organismos indesejaveis, entre elas as bacteriocinas,
substancias de origem protéica que podem apresentar diferentes
atividades bactericidas e/ou bacteriostaticas, agindo contra a
microbiota indesejavel'"'2, Lactobacillus apresenta-se como um
importante género pertencente ao grupo das bactérias acido-la-
ticas. Diversas pesquisas desenvolvidas visando a ampliacdo do
conhecimento microbiolégico e das potencialidades benéficas
das bactérias acido-laticas indicam novas perspectivas para a
melhoria da qualidade do queijo e da sua seguranca alimentar,
preservando a sua microbiota desejavel’.

O objetivo do trabalho foi avaliar cepas de Staphylococcus
spp. isoladas de queijo artesanal quanto a existéncia de ge-
nes que codificam a producdo de toxinas, a susceptibilidade
a antimicrobianos e ao crescimento na presenca de cepas
antagonistas de Lactobacillus spp.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas quinze cepas de Staphylococcus spp. previa-
mente isoladas de queijo produzido a partir de leite cru pro-
venientes da regiao da Serra da Canastra (MG). As analises de
antibiograma e antagonismo foram realizadas no Laboratorio de
Microbiologia do Leite e Derivados da Escola de Veterinaria da
UFMG e as analises envolvendo biologia molecular foram realiza-
das no Laboratério de Genética Molecular de Protozoarios Para-
sitas do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.

A extracao do DNA total dos micro-organismos isolados foi
realizada a partir do cultivo recente em caldo Brain Heart
Infusian - BHI - (Difco, Lawrence, KS, EUA), incubado sob ae-
robiose, a 37°C, durante 24 a 48 horas. De cada cultivo dos
micro-organismos que cresceram em caldo BHI, foram obtidos
os protoplastos ap6s acéo do cloreto de litio e da lisozima. O
DNA total dos protoplastos obtidos de cada cepa foi extraido
com auxilio do Kit Wizard SV Genomic DNA Purification System
da companhia Promega Corporation (Madison, Wisconsin, Esta-
dos Unidos), segundo instrucdes do fabricante. Com o objetivo
de visualizar a banda correspondente ao DNA extraido na etapa
anterior, foi realizada a eletroforese em gel de agarose (1%),
corado por brometo de etideo (1%), utilizando-se 100 V, duran-
te 60 minutos. Ao término da corrida, o gel foi fotografado,
utilizando-se equipamento de fotodocumentacao com luz ultra-
violeta (MultiDoc-IT Digital Imaging System-UVP).
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A identificacao dos micro-organismos foi realizada por meio de
técnicas moleculares baseadas na amplificacao de um fragmento
do rDNA 165" e os produtos da PCR purificados foram sequencia-
dos em aparelho ABI3130, utilizando-se polimero POP7 e BigDye
v.3.1, realizado pela Valid Biotecnologia do Laboratorio de Gené-
tica Animal do Departamento de Zootecnia da Escola de Veteri-
naria - UFMG. As sequéncias foram lidas com auxilio do programa
Codon Code Aligner (CodonCode Co, Massachusets, EUA) e do
algoritmo BLAST™.

Para deteccao dos genes toxigénicos, a metodologia utilizada foi
adaptada'. Os iniciadores para as reacoes da PCR foram sinteti-
zados conforme apresentado na Tabela®.

Para a pesquisa dos genes seaq, sec, sed e see, foi realizada uma re-
acao de PCR-Multiplex. Esta foi preparada para um volume final de
25 pL contendo 20 pmol de cada iniciador, 10 mM Tris-HCL pH 9.0,
50 mM de KCl, 160 pM de cada dNTP, 3 mM de MgCl,, 20 ng de DNA
genomico e 1,2U da Taq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil). As
amplificacoes foram realizadas em termociclador Veriti™ 96 -
Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, California,
Estados Unidos) utilizando-se a seguinte programacao: 94°C por
2 minutos para desnaturacao inicial, seguido de 30 ciclos térmi-
cos, cada um consistindo de 95°C por 1 minuto (desnaturacao),
55°C por 1 minuto (anelamento) e 72°C por 2 minutos (extensao),
e, finalmente, 72°C por 7 minutos para extensao final. Para a
pesquisa dos genes seb e tst, foram realizadas duas reacoes de
PCR-Uniplex. Essas reacdes foram realizadas para um volume fi-
nal também de 25 pL contendo os mesmos componentes e nas
mesmas proporcoes que o descrito anteriormente. A amplifica-
cao do fragmento para o gene seb foi programada para 95°C por
2 minutos, seguido de 30 ciclos térmicos, cada um consistindo
de 95°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por 2 minu-
tos, e, finalmente, 72°C por 2 minutos. A reacao do fragmento
para o gene tst foi programada para 94°C por 5 minutos, seguido
de 30 ciclos térmicos, cada um consistindo de 95°C por 1 mi-
nuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, e, finalmente,

Rosa DLSO et al.

Genes toxigénicos, antibiograma e antagonismo de Staphylococcus spp.

72°C por 7 minutos. Os produtos de amplificacao das reacoes de
PCR- Multiplex e PCR-Uniplex foram analisados por eletroforese
em gel de agarose (1,0%), corado com brometo de etideo (1,5%)
por 60 minutos, visualizados e fotografados em equipamento de
fotodocumentacao com luz ultravioleta. Como controle positivo,
foram utilizadas as cepas padrao de Staphylococcus spp. FRI MN8,
para os genes sea e tst; FRI S6, para o gene seb; FRI 361, para
os genes sec e sed e FRI 326, para o gene see, provenientes de
Food Research Institute (FRI-USA).

0 antibiograma foi realizado de acordo com a técnica de suscepti-
bilidade antimicrobiana, pelo principio de difusdo da droga, utili-
zando-se discos e medindo-se o didmetro dos halos de inibicao' e
oficializado por Clinical Laboratory and Standards Institute'®. Apos
ativacao em caldo BHI, as quinze cepas de Staphylococcus spp. fo-
ram cultivadas em agar BHI, sendo, posteriormente, transferidas
a tubos contendo 3,5 mL de salina 0,85% para obter-se concen-
tracdo correspondente a 0,5 na escala Mc Farland (10® UFC/mL).
Em seguida, foram feitos indculos utilizando-se zaragatoas esté-
reis sobre a superficie de placas tipo pizza (14 cm de didametro)
contendo o mesmo agar. Logo apos, foram distribuidos os discos
(Laborclin, Parand, Brasil) contendo os antimicrobianos. As placas
foram incubadas em aerobiose, durante 24 horas a 35°C. Foram
utilizadas as seguintes drogas: Ciprofloxacina 5 pg, Penicilina G
10 U, Cloranfenicol 30 pg, Vancomicina 30 pg, Ceftazidima 30 g,
Gentamicina 10 pg, Estreptomicina 10 pg, Tetraciclina 30 pg, Oxa-
cilina 1 pg, Clindamicina 2 pg, Eritromicina 5 pg, Ampicilina 10 pg,
Sulfazotrim 25 pg, Imipenema 10 pg, Cefoxitina 30 pg, Amicacina
30 pg, Ceftriaxona 30 pg, Cefaclor 30 pg, Amoxacilina 10 pg, Ni-
trofurantoina 300 pg e Sulfonamida 300 pg.

Apos a incubagdo, com auxilio do paquimetro digital (Mitutoyo
Sul Americana Ltda., Suzano, SP, Brasil), foram realizadas as lei-
turas dos didmetros dos halos de inibicdo. A cepa de Staphylo-
coccus aureus ATCC 25923 foi utilizada como micro-organismo
controle no teste de suscetibilidade aos antimicrobianos.

Tabela. Iniciadores usados para a deteccao por PCR dos genes sea-see e tst em Staphylococcus spp. isolados de amostras de queijos artesanais da regiao

da Serra da Canastra (Minas Gerais, Brasil).

Gene Iniciadores Sequéncia de oligonucleotideos (5’>3’) Tamanho do fragmento (pb)

sea SEA Fw CCT TTG GAAACG GTT AAAACG 127
SEA Rv TCT GAA CCT TCC CAT CAAAAAC

seb SEB Fw TCG CAT CAAACT GAC AAA CG 477
SEB Rv GCA GGT ACT CTATAA GTG CCT GC

sec SEC Fw CTC AAG AAC TAG ACA TAA AAG CTA GG 271
SEC Rv TCAAAATCG GAT TAA CAT TAT CC

sed SED Fw CTA GTT TGG TAATAT CTC CTT TAAACG 319
SED Rv TTAATG CTATAT CTT ATA GGG TAAACATC

see SEE Fw CAG TAC CTA TAG ATA AAG TTA AAA CAA GC 178
SEE Rv TAA CTT ACC GTG GAC CCTTC

tst TST Fw AAGCCCTTTGTTGCTTGCG 445
TST Rv ATCGAACTTTGGCCCATACTTT
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Os resultados expressos de forma quantitativa foram utilizados
para uma classificacdo qualitativa dos micro-organismos como
sendo: sensiveis, intermediarios ou resistentes as drogas antimi-
crobianas testadas'®. O antibiograma foi realizado em duplicata
em duas repeticoes.

Os testes de antagonismo foram realizados para avaliar o cresci-
mento das cepas de Staphylococcus spp. na presenca de trés ce-
pas de Lactobacillus spp. diferentes, sendo uma cepa de L. plan-
tarum e duas cepas de L. rhamnosus. As cepas de Lactobacillus
spp. foram isoladas da mesma origem das cepas de Staphylococ-
cus spp. do presente estudo. De acordo com a metodologia do
antagonismo'’, Lactobacillus spp. foram previamente cultivados
em caldo Man, Rogosa and Sharpe - MRS - (Difco, Lawrence, KS,
EUA), a 37°C por 24 horas, sob aerobiose. Apos duas ativacoes,
cinco mL de cada cultivo de micro-organismo foram colocados
sobre o centro da superficie de uma placa de Petri contendo
agar MRS, que foi incubada sob aerobiose a 37°C durante 48 ho-
ras. Apos esse periodo, as placas foram retiradas das camaras de
incubacao com as manchas no centro das placas devidamente
crescidas. Foi colocado cloroformio nas tampas dessas placas,
deixando-o agir por 30 minutos sob luz ultravioleta (luz UV). Com
isso, os micro-organismos que cresceram nas manchas foram eli-
minados e foi possibilitada a avaliacao da acao de supostas subs-
tancias inibidoras produzidas pelas bactérias e liberadas no meio
de cultura. Em seguida, 3,5 mL de agar BHI semi-sdlido foram
inoculados com 100 pL de cada cepa de Staphylococcus spp. e
foram vertidos sobre as placas de agar MRS, ap6s os 30 minutos
de acdo do cloroférmio e da luz UV. As placas foram ent&o incu-
badas a 37°C durante 48 horas, sob aerobiose. Posteriormente,
a leitura dos halos de inibicao foi realizada com o paquimetro
digital. Esse teste foi realizado em triplicata (a mesma cepa de
Lactobacillus spp. foi aplicada em trés placas com a mesma cepa
de Staphylococcus spp. testada) em trés repeticdes. Os resulta-
dos foram submetidos as analises estatisticas descritivas e ndo
paramétricas, sendo que a comparagao entre as médias dos di-
ferentes tratamentos realizados foi feita de acordo como teste
de Kruskal-Wallis?°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As quinze cepas de Staphylococcus spp. foram identificadas como
sendo dez S. aureus subsp. aureus, trés S. saprophyticus subsp.
bovis e duas S. warneri. Nao foram encontrados genes codifica-
dores de toxinas estafilococicas em nenhuma das cepas analisa-
das, havendo apenas a amplificacao dos segmentos de tamanho
esperado para os genes sea, seb, sec, sed, see e tst nas cepas
de referéncia (FRI) utilizadas como controle positivo. Resultados
semelhantes?' foram encontrados ao analisar 23 isolados de Sta-
phylococcus spp. envolvidos em casos de intoxicacao alimentar,
pois nao foi observada a producao das enterotoxinas SEA, SEB,
SEC, SED ou SEE, mas foi detectada a presenca dos genes toxi-
génicos seg, seh, sei e sej, indicando que estes podem ser os
responsaveis pela producdo das toxinas envolvidas nos surtos de
intoxicacao alimentar. Similarmente, outro trabalho* mostrou
que nenhum dos 94 isolados de S. aureus provenientes de leite e
queijo de coalho examinados pela PCR-Multiplex comportava os
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genes sea, seb, sec, sed, see e tst. Em contrapartida, nesse mes-
mo trabalho, foi detectado em 93,6% das cepas pelo menos um
dos genes que codificam as enterotoxinas SEG, SEH, SEI e SEJ.
0 referido autor atribuiu a auséncia de genes para as toxinas
classicas e a presenca dos genes para as demais toxinas descritas
ao tempo e a distribuicdo geografica dos isolados toxigénicos.
Segundo ele, os perfis dos genes para as enterotoxinas estafilo-
cocicas parecem ser variaveis entre diferentes anos e origens ge-
ograficas. Em outro trabalho® semelhante, 20 cepas de Staphylo-
coccus spp. isoladas de queijo de coalho foram analisadas e nao
foram encontrados genes toxigénicos para as enterotoxinas SEA,
SEB e SEE, porém, em 90% das cepas, foi observado pelo menos
um dos genes sec, sed, seg, seh, sei, sej e tst, nas respectivas
proporcoes: 11%, 9%, 20%, 16%, 25%, 14% e 5%.

A presenca dos genes toxigénicos sea, seb, sec e sed em 95 ce-
pas de Staphylococcus spp. isoladas de queijos provenientes de
trés fazendas diferentes da regido da Serra da Canastra (Minas
Gerais, Brasil) foi analisada?, em diferentes periodos de ma-
turacao, e nao foi encontrado resultado positivo em nenhuma
delas. A maturacao é uma das formas de melhorar a qualidade
microbioldgica do queijo, mesmo havendo contagem inicial de
patogenos elevada, esse processo favoreceria a combinacdo de
fatores fisicos, quimicos e microbiologicos considerados de fun-
damental importancia para a estabilidade e a seguranca alimen-
tar do queijo?. A diminuicdo da contagem bacteriana ao longo
da maturacgao pode estar relacionada com a producao de acidos
organicos, assim como a perda de agua e aumento da concen-
tracdo de solidos totais, como o cloreto de sodio, o que inibe o
crescimento microbiano?.

Baixa frequéncia de cepas de S. aureus enterotoxigénico foi
encontrada? em leite de vacas com mastite: das 64 cepas
isoladas, somente quatro apresentaram os genes sea e seb
e apenas duas tinham o gene sec. Resultados semelhantes
foram encontrados no Japao?, onde foram analisadas 21 ce-
pas de Staphylococcus spp. isoladas de leite de vacas com
mastite nao sendo detectado nenhum gene que codifica para
enterotoxina estafilococica classica.

Analisando-se os resultados apresentados no presente trabalho e
nos demais apresentados pela literatura, percebe-se que a de-
teccdo de genes toxigénicos em cepas de Staphylococcus spp.
pode se apresentar bastante variavel, principalmente quando se
trata das enterotoxinas classicas.

Em relacao ao antibiograma, de modo geral, as quinze cepas
apresentaram baixo percentual de resisténcia aos 20 antimi-
crobianos testados. As cepas testadas apresentaram maior
percentual de resisténcia para Sulfonamida (100%). Alto per-
centual de resisténcia também foi observado para Penicilina
(80%), Ceftazidima (60%) e Oxacilina (40%). Entretanto, para
os demais antimicrobianos testados, foi observado percentu-
al de resisténcia inferior a 30%. Ciprofloxacina, Tetraciclina,
Ampicilina e Amoxacilina revelaram somente 26,7% de cepas
resistentes; Cloranfenicol, Sulfazotrim e Nitrofurantoina foram
ineficazes em meros 13,3% das cepas; as demais drogas (Vanco-
micina, Gentamicina, Clindamicina, Eritromicina, Imipenema,
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Cefoxitina, Amicacina, Ceftriaxona e Cefaclor) mostraram-se
eficientes em 100% das cepas testadas.

0 resultado do presente trabalho é semelhante aos encontrados
na literatura em que cepas de Staphylococcus spp. apresentaram
percentual de resisténcia a Penicilina superior a 50%®%2%2%:30,

Atualmente, a oxacilina e a cefoxitina tém sido utilizadas para
avaliar a resisténcia a meticilina®. Os resultados encontrados
para essas drogas foram bastante divergentes, sendo que 40%
das cepas testadas apresentaram resisténcia para a primeira e
todas as cepas foram sensiveis a segunda. Apesar dos resultados
obtidos por meio do teste de difusao de discos contendo antimi-
crobianos, a deteccao do gene mecA, que codifica a resisténcia
a meticilina por meio de técnicas moleculares como a PCR, é
considerada como padrao ouro para identificar esse tipo de mi-
cro-organismo?'. Portanto, os resultados fenotipicos podem nao
estar de acordo com o genotipo do micro-organismo.

Quanto ao antagonismo in vitro, as cepas de Lactobacillus spp.
foram capazes de inibir todas as cepas de Staphylococcus spp.
testadas. Tendo em vista que ambas foram isoladas dos mes-
mos queijos, sugere-se que essa mesma inibicao poderia ocor-
rer também nesse produto, o que explicaria a baixa ocorréncia
de surtos relacionados ao consumo de queijos artesanais. Nao
houve diferenca (p < 0,05) entre as atividades antagonistas das
bactérias acido-laticas, o que indica que, dentro de um mes-
mo género de bactéria acido-latica, a capacidade de inibicao
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