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RESUMO
Staphylococcus aureué um dos principais agentes patogénicos encontrados em queijos
produzidos com leite cru no mundo, incluindo o queijo Minas artesanal produzido no Brasil. No
entanto, informacdes sob® aureussolados de queijos artesanais e de fontes de producdo em
queijarias de pequena escala sdo muito limitadas. Nés objetivamogrizaacs aspectos de
patogenicidade a diversidade clonde S. aureussolados de queijo Minas artesanal, leite cru,
sorofermento e manipuladores da Regido de Campo das Vertentes, MG, Bsamnostras
foram identificadas usando MALBITOF MS e para a avaliagdo de producabidéime o Agar
Vermelho Congo (AV(e placas de poliestireno. PCR foi utilizada para detieetdyicaB, icaC,
seq seh seg sed seeg tsstl, agr e mecA A expressao dos genes das toxinas estafilocécicas em
amostras positivas na PCR foi avaliada por 4R e a producéo dessas toxinas bem como a
atividade hemolitica foram avaliadas vitro. Tambémavaliamos o perfil de resisténcia
antimicrobiana das amostr&ara analises estatisticas foram utilizados cluster, testgigdiado
e correspondénci® estudo da diversidade clonal das amostras foi realizado pela aplicagdo das
técnicas despa typing, epPCR ((GTG)) e MALDI -TOF MS, sendo realizada a avaliagdo do
poder discriminatorio, da tipabilidade e da concordancia entre as técnicas de tipificacdo
supramencionadaBoram analisadas 76 amostrasSephylococcus aureubla PCR, 18,42%,
18,42%, 2,63%e 77,636 das amostradoram positivos paraseg tsstl, sec e agr,
respectivamente. Os genes das toxinas estafilocdcicas foram de baixa expressa@G& gRT
apenas duas amostras foram produtoras de TSST. A maior parte das a(Gdsiés)
apresentou atividade hemolitica e foram formadoras de biofilme em CRA (69,73%) e em placas
de poliestireno (81,58%). Nenhuma das amogb@ssuiamecAnem apresentoypadrado de
multirresisténcia, sendo as maiores resisténcias observadas para Penic{bTal186) e
Tetraciclina (27,63%). O gend6tipo de maior frequéncia no estudo foi o0 t605 (27%), seguido pelos
tipos t002 (10,8%) e t521 (9,5%gpa typinge (GTG)} apresentaram alto poder discriminatério,
em contrapartida ao MALBTOF MS que apresentou baipmder discriminatério e baixa

concordancia com as técnicas genémicas de tipificacdo. Em conclusdo, as amostras apresentaram
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potencial toxigénico, com maior prevalénciasdae tsst1l. NOs constatamos que a producao de
biofilme foi o principal fator de pagenicidadelas amostragoram formados seis clusters cujas
frequéncias de distribuicdo diferiram para atividade hemolitica, formacéo de biofilme (andlises
qualitativa e quantitativa) e resisténcia a Penicilina, Tetracilina e Eritromicina (P<Q5).
amastras deStaphylococcus aure@presentaram alta diversidade genétcaa indicios de que

a presenca desse migvcganismo no produto final seja fruto da contaminacédo cruzada do leite
cru, do sordermento (pingo) e dos manipuladores assintomaticos degsge bacteriano.
Nossos achados enfatizam a necessidade de medidas efetivas que previnam a intoxicacao
alimentar estafilocécica, limitando o cresciment®&daureu® a formacao de enterotoxinas, bem
comoreforcama importancia da implementagédo das boas préticas de fabricagédo para reduzir o
risco de transmissao de bactérias potencialmente patogénicas ao longo da cadeia de producéo do

gueijo Minas artesanal.

Palavras chaveStaphylococcus aureu®xinas, biofilmeexpresséo génicguorum sensing
diversidade clonal
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus one of the main pathogens found in cheeses produced with raw milk,
including Minas artisanal cheese from Brazil. However, informatio®.caureussolated from
artisanal cheeses and its sources of production in-sogel dairies is very limited. We aimed to
characterize the virulence aspects daiudal diversityof S. aureussolated from Minas artisanal
cheese, raw milk, endogenous starter cultureé handlers from the region d€€ampo das
VertentesMinas Gerais State, Brazil. The samples were identified by MALODIF MS. Biofilm
production was evaluated on Congo Red Agar (CRA) and polystyrene plates. PCR was used to
detecticaA, icaB, icaC, sea, sefgc, sed, see, tsktagr and mecAExpression of staphylococcal
toxin genes in PCR positive samples was evaluated byR{ER and the production of these
toxins as well as hemolytic activity weirevitro evaluated. We also evaluated the antimicrobial
regstance profile of the samples. For statistical analysis, clustersqedlaire test and
correspondence were uséthe study of the clonal diversity of the samples was performed by the
spa typing, rePCR((GTG)) and MALDI-TOF MS technigues. The discriminatory power, the
typability and the concordance between the typing techniques evateated A total of 76
Staphylococcus auresamples were analyzed. In the PCR, 18.42%, 18.42%, 2.63% and 77.63%
of the samplewrere positive fosea, tsstl, secandagr, respectively. Staphylococcal toxin genes
were of low expression in gRPCR and only two samples were TS@&bducing. Most of the
samples (61.8%) had hemolytic activity and were biofilm forming in CRA (69.73%) amd
polystyrene plates (81.58%). None of the samples presangzA neither presented a
multiresistancepattern, with the highest resistance observed for Penicillin G (67.11%) and
Tetracycline (27.63%)The most frequent genotype in the study was t605 J2#8lowed by

t002 (10.8%) and t521 (9.5%). Spa typing and (GTg@sented high discriminatory power, in
contrast to MALDITOF MS, which presented low discriminatory power and low concordance
with typification genomic techniqueb) conclusion, the samgd presented toxigenic potential,
with a higher prevalence skaandtsstl. We found that the biofilm production was the main

virulence factor of the samples. Six clusters were formed whose distribution frequencies differed
12



for hemolytic activity, biofim formation (qualitative and quantitative analyses) and resistance to
Penicillin, Tetracillin and Erythromycin (P <0.05taphylococcus auresamples showed high
genetic diversity, and there are evidences that the presence of this microorganism in the final
product is the result of crog®ntamination of raw milk, seruyeast (pingo) and asymptomatic
manipulators of this bacterial agemhesefindings emphasize the need for effective measures to
prevent staphylococcal food poisoning by limitlagaureugrowth and enterotoxiformation, ,

as well as reinforcing the importance of implementing good manufacturing practices to reduce

the risk of tansmission of potentially pathogenic bacteria along the cheesemaking chain.

Key words: Staphylococcus aureutoxins, biofilm, genic expression, quorum sensicignal

diversity
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1. INTRODUCAO

A ocorréncia de doencas transmitidas por alimentos tem sido foco de discuss@es nos
altimos anos, devido ao grande impacto sobre a saude da populacdo. Nesse contexto, as
intoxicacdes alimentares se destacam como responsaveis por altas taxas de morbidade e
mortalidade em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Estigae a cada ano, 76
milhdes de nortamericanos sdo acometidos por doencas veiculadas por alimentos, ocorrendo
325 mil hospitalizagdes e 5.200 mortes. Deste total, os+oigamismos foramesponsaveis por
cerca de 14 milhdes de toxinfecgbes, 60 mil hospitalizagbes e 1.800 mortes (Cediterdses
Control and PreventignDados recentes da Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS) ratificam o
problema mundial e crescente da intoxicacao alimenfgproximadamente, 582 milhdes de
pessoas adoecem e, destas, 351 mil morrem por ingerirem alimentos contaminados (World Health
Organization, 2015).

No Brasil, dados sobre a ocorréncia de intoxicagdes alimentares ainda sdo escassos. No
estadode MinasGerais,foram registradas 1.476 internagfes hospitalares por intoxicacdes
alimentares no ano de 1996 (Brasil, 1996). Entre os anos de 2007 e 2016 foram notificados,
no Brasil, 6.632 surtos de doencas veiculadas por alimentos com 118.104 pessiess #7.186
hospitalizacdes e 109 Obitos (Brasil, 2016). Segundo dados do Hospital do Coracdo (HCOR), em
Sao Paulo, o numero de pacientes com intoxicacao alimentar atendidos cresceu 122% entre 0s
anos de 2009 e 2013, passando de 280 casos para 624damcad

Dentre os patégenos mais relacionados a quadros decaxtéri alimentar, destasa
Staphylococcus aureus intoxicacdo alimentar estafilocécica representa a segunda ou a terceira
maior causa de intoxicacdo alimentar no mundo (Ledtat, 20(8), sendo o leite e os derivados
lacteos, principalmente os queigsborados a partir de leite ¢as alimentos mais associados a
esta ocorréncia (Borges al., 2008).

O Queijo Minas Artesanal (QMA) é um dos mais antigos e tradicionais qeakifmsaos

a partir de leite cryproduzidos no Brasil, sendo responsavel pela geracdo de renda de grande
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namero de pequenos produtores rurais. Sete regides produtoras tradicionais deste queijo em
Minas Gerais sdo reconhecidas pelo Estado e possuem produtorssadadano Instituto
Mineiro de Agropecuaria (IMA), sendo elas: Araxa, Campo das VertentemdGgeSerra da
Canastra, Serre, mais recentemente, o Triangulo Mineiro e a Serra do Salitre.

Campo das Vertentes € uma das doze mesorregides de MinasedGeraisora tenha
tradicdo secular na producdo de queijos, foi reconhecida oficialmente como microrregido
produtora do QMA somente em 2009 (Minas Gerais, 2009). A regido é responséavel pela producdo
de 313,512 mil litros de leite, cerca de 4 % rdontante tail do estado, e tem a melhor
produtividade estadual por animal, correspondenteaproduca@.049 litros por vaca por ano,
dados que revelam grande potencial desta mesorregido para a producdo de |IRGES
2010. Além de uma expressiva aptiddodeit, a regido de Campo das Vertentes € também um
importante polo turistico, o que contribui para a manutencgéo local da tradicdo de elaboragéo do
QMA.

Na regido de Campo das Vertent@wmphylococcuspp, alémde ter sido um dos micro
organismos predomantes no QMAgom contagensiédia de 1,1x10UFC/gno periodo da seca
e de 3,5x10UFC/gno periodo da chuva, também foi encontrado em contagens superiofes a 10
UFC/mL em amostras de leite cru e séeomentqg em anbos os periodos do ano estudados
indicando uma baixa qualidade das matépiasmias empregadas na elaboragdo do produto final
(Castroet al, 201§.

A presenca d8taphylococcus auren® QMA pode estar associada a condi¢des precarias
de higiene durante a elaboracdo do produtiizacdo de temperaturas impréprias para a sua
conservacdo, periodo de maturacdo inadequado do queijo, uso deesoronent o (A pi ngc
contaminadobem como a presenca de vacas com mastite no rebanho, deterngnalidiade
inadequada da matéria primstimase que cerca de 30 a 50% da populacdo humana seja
portadora assintomatica 8aphylococcus aureusendo as fossas nasais, a cavidade oral, pele e
pélo, os locais de predilecdo do micrganismo no homem (Stamford, 2006). Corroborando este

fato, emtrabalho recente realizado na regido de Campo das Vertentes, 42,86% dos manipuladores

15



de QMA, das queijarias amostradas, foram portador&agdylococcusoagulase positivo nas
maos (Castro, 2015). Por esta raz&o, a manipulacédo inadequada do QMA smimportante
fonte de contaminac¢éo do produto final.

A intoxicagéo alimentar estafilocOcica € resultante da ingestdo de toxinas produzidas e
liberadas por algumas amostras $taphylococcuspp. durante o seu desenvolvimento e a
multiplicacdo no aliranto contaminado. Estas toxinas sao resistentes a acao de enzimas gastricas
e jejunais, mantendo sua atividade no trato digestivo apos ingestéo (eéaloi2003), além de
serem estaveis ao aquecimento. Sao descritas na literatura vinte e quatréoX&masro
Estafilocdcicas (EE incluindo aqueladenominadasomoclassicas SEA, SEB, SEC (1, 2 e 3),

SED e SEE os novos tipos SEG, SEH, SEI, SER, SES e SET as que ndo possuem atividade
emeética ou que ainda ndo foram testadas, as denominaglascednadike - (SHs), SHJ, SHEK,
SHL, SHM, SHN, SHO, SHP, SHQ, SHU, SHV e SHX (Argudinet al, 2010; Podkowilet
al., 2013).

O diagnéstico de intoxicacdo alimentar estafilocécica é geralmente confirmado pela
associacéo de trés fatoreseauperacéo de mais de’ LIFC deStaphylococcuspp/g ou mL de
alimento, o isolamento da mesma amostr&t@@hylococcuspp. nos pacientes e no alimento e,
por fim, a deteccao de enterotoxinas no alimento, sendo esta Ultima etapa fundamental para o
diagndstico conclusivo (kérouante al, 2007). A grande dificuldade na identificagdo da EE em
alimentos é a pequena quantidade que ela é encontrada no alimento relacionado a surtos de
intoxicacdo alimentar.

As EE, por serem proteinas simples, sédo incapieesrem identificadas por métodos
quimicos. Sendo assim, podem ser rotineiramente detectadas por métodos bioldgicos,
moleculares e imunolégicos, que apresentam variagfes quanto a sensibilidade e especificidade
(Santilianoet al, 2011).

Os métodos motailares pelas suas caracteristicas de facil execucao, rapidez, automogéo
e alta sensibilidade/especificidade se tornaram o método mais utilizado para diagndstico de

amostras bacterianas produtoras de EE em alimentos suspeitos em surtos de intoxicac&o
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alimentar. Nesse sentido, a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) tem sido com frequéncia
aplicada como um método eficiente para a detec¢éo dos genes responsaveis pela producao das EE
em amostras detaphylococcuspp. isolados de alimento. A deteccéo de genigdnicos indica

a possibilidade de determinada amostra produzir a toxina, mesmo que essa caracteristica ndo
esteja sendo expressa e, consequentemente, a toxina ndo esteja sendo produzida (Oliveira, 2012).
O estudo da expressao destes genes, por sugevarte conclusdes mais precisas quanto a real
capacidade do microrganismo de produzir a toxina no alimento. Nesse conteX@GRaem

tempo real (QPCR) tem se revelado uma técnica inovadora na avaliagicodéss bacterianas
produtoras de EEpela possibilidade de quantificar DNA amplificado, em cada ciclo de
amplificacdo, de maneira precisa e com maior reprodutibilidade (Bastos, 2013).

Na ultima década, os métodos moleculares também tém sido o método de predile¢édo na
tipificagcdo de amosts deStaphylococcus aureugm alimentos, a tipificacdo deste micro
organismo tem sido usada como ferramenta de monitoramento epidemiolégicoodeas
patogénicas, principalmente por fornecer dados que permitem conclusfes mais precisas sobre o
caraterclonal de uma certa populacdo e a similaridade genética entre amostras obtidas de
diferentes origens (Dabul, 2014). Nesse sentido, 0 sequenciamento da regido polimoérfica X do
genespa que codifica a proteina A @&taphylococcus aureutem sido usado rateiramente na
tipificacdo de amostras @&taphylococcus aureuEm relacdo aos demais métodos de tipificacdo
como o PFGERulsed Field Gel Electrophoresis)o MLST Multi LocusSequence yping), o
spa typing como é denominada a técnica, combina inUmeegagens como a rapidez,
reprodutibilidade e a capacidade de importacdo/exportacao de dados para bancos de dados virtuais
(Vicosa, 2012). Assim, torrse possivel a comparacdo de dados locais com dados mundiais,
permitindo uma melhor compreenséo sobrarater genético das populagdes em estudo.

Como método molecular alternativo de tipificacigstaphylococcus aurepdestacese
areacdo em cadeia da polimerase baseada em seguépeiitivas de elementos (FCR) que
representa uma técnica de facil execucdo em contraposicdo a métodos que exigem equipamento

especializado inatingivel para labor&érclinicos de roting G veeat, 2010).A tipificacdo de
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isolados bacterianos por uma abordagem prote6mica, por adiwp tem ganhado espaco no
cenario de estudos de epidemiologia local e global, como uma técnica alternativa aos métodos de
tipificacdo baeados em sequéncias genbmigaisghalet al, 2015. A técnica denominada
Matrix Associated Laser Desorptidanization - Time of FlighttMALDI -TOF MS) associada a
espectrometria de maska recentemente destacada como um método de tipificacdo poderoso
apropriado, suficientemente reprodutivel e sensivel para examinar de forma rapida a evolucdo dos
fendtipos bacterianaxistentes ou emergent&efrazeget al.2013;Mencacciet al,, 2013; Kim
et al, 2017).

Além da producdo dakE, outros fatores de patogenicidad@o relevantes na
determinagéo da patogenicidade de amostr&saggnylococcus aureadtidas de alimento. Entre
eles, os fatores associadasaderéncia as células do hospedeiro ou a matriz extracelular,
determinantes na formacdo de biofilmes, como a producdo de moléculas de fibrinogénio,
fibronectinacoladgeno e da enzima coagulasefaoresrelacionados com a evasao da detisa
hospedeiro, como as toxinas esfoliativas, a toxina da sindrome do choque téxico (TSST) e os
polissacarideos capsulares, além das préprias EE e, por fim, os fatores relacionados com a invaséo
na célula do hospetle e a penetracdo nos tecidos, como a producédo de hemolisinas.

A expresséo gérdcde alguns fatores de patogenicidde&taphylococcus aureusomo
as EE e a hemolisina alfa, é controlada pelo sistema regulatério gtasabry gene regulator
(agr) (Novick et al, 1993). Este é um sistema de transducado de sinal, caracteristico do género
Staphylococcyse que permite a modulagdo da expressdo de diversos genes de acordo com a
densidade celular em um mecanismogi®rum sensingO agr € também coadjuvantea
modulacédo da resposta 8eaphylococcus aureum que diz respeita formacdo de biofilmes
(Beenkeret al, 2010). Acreditsseque a expresséo agr limita a formacédo de biofilme, e este
fato poderia atuar na dipersdoS®taphylococcus aureul® um biofilme ja estabelecido (Koeg
al., 2006; Yarwoockt al, 2007; Boles e Horswill, 2008Viutacdes naturais Hocus agrpodem

determinar aumento de capacidade de adesdo do-onganismo bem como reducdo da
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producdo de exotoxinas, sugerindo ggee, por si s, m importante fator de patogenicidaike
Staphylococcuspp. (Bassani, 2009).

Outro sério problema para a saude publica assoaj@daenca d8taphylococcus aureus
nos alimentos € a resisténcia destes aos antimicrobianos, deodsibilidadede transmisséo
desta resisténcia ao homem, por meio da ingestdo do alimento contaminado (Luz, 2008).
Staphylococcus aureumseticilina resistente (MRSA) aparece, hoje, como o principal exemplo de
resisténcia bacteriana no mundo, pelo fato de desencadear infec¢gbes graves que limitam as op¢oes
terapéuticas, prolongando, assim, o tempo de tratamento destas (Ibed e Hamim, 2640 o
anos, amostras MRSA foram reconhecidas como patégenos exclusivos de hospitais. Porém,
estudos tém documentado a disseminacéo de MRSA em alimentos (Pesaabn2®07, Kamal
et al, 2013, Costat al, 2015).

Nesse contexto, estudar a diveasle ecoldgica e caracterizar o potencial patogénico de
Staphylococcus aureisnlados de QMAleite cru, sorefermento e manipuladoreée Campo das
Vertentes constituem importante ferramenta epidemiolégica para a determinacdo do risco
potencial de intoxiagdo alimentar estafilococica associadaconsumo do QMAEmbora o
QMA seja de grande importancia histérica e cultural para a regido de Campo das Vertentes, pouca
informacdo se tem, na literatura, a respeito da seguranca de consumo associada ao queijo
elaborado nesta regido. Nesse sentido, este estudo permitird o conhecimento acerca da dispersao
de amostras potencialmente patogénicas dentro dos nucleos produtores, alertando para a
necessidade de cuidados tecnolégicos e higi&gdodgarios na linha de pitagdo do QMA, de
forma a contribuir para a seguranca de consumo deste produto e, consequentemente, para a sua

preservacado sociocultural.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Caracterizar por métodos fenotipicos e genotipicospotencial patogénico de amostras de
Staphylococcus aureusoladas de leite crusorefermento, manipuladores queijo Minas
artesanalda regido de Campo das Vertentes, bem como estudar a diversidade clonal dessas

amostras.

2.2.0bjetivos especificos

- Caracterizar fenotipicamente as amostraStdphylococcus auregsovenientes de QMA, leite
cru, sorefermento e manipuladores

- Caracterizar genotipicamente as amosteitaphylococcus aurepsovenientes de QMA, leite
cru, sorefermento e manipulames por meio da identificacdo genética de fatdeterminantes
da patogenicidad@nterotoxinas estafilocécicas, toxina da sindrome do choque toxico, locus de
adesao intercelulaic@) e regulador dguaum sensingagr)).

- Estudara diversidade clonala populacdo d8taphylococcus aureus

-Comparar o poder discriminatorio, a tipatiélde e a concordancia entreasicas de tipificagéo
aplicadas no estudsga typingrep-PCR eMALDI -TOF MS)

- Avaliar a expressao dos genes queifaain a expressao das enterotoxinas

- Identificar a susceptibilidade d&aphylococcus auretdiente a antimirobianos de diferentes
classes

- Investigar genotipicamentea presenca dé&taphylococcus aureuseticilina resistente nas

amostras.
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Capitulo 1
Caracterizacdo micrdbiologica, fatores de patogenicidade resisténcia

a antimicrobianosde Saphylococcus aureuassociados as intoxicacoes

alimentares: Revisao de Literatura
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1. Staphylococcus aureus

A primeira descricdo d&taphylococcus p p . (do grego Asteaphyl eo
icocoso = gr«o), na I|literatura, foi realizada
a presenca de cocos arranjados em formato de cacho de uva que estavam associados a inflamacéao
e as lesBes supurativas em humarks. 1884, a bactérieecebeu identifiacdo taxonbmica por
Rosenbauclke, em 1890foi isolada de glandulas bovinas inflamadasérs e Peek, 2008

Staphylococcus auressio micreorganismos pertencentagamiliaStaphylococcaceae
cocos Gram eatalasgositivos, imoveis, anaerdbios facultativos, Résporulados e, geralmente,
nacencapsulados, quecorremmicroscopicamente em agrupamensemelhantes a cachos de
uvas. Porém, gdem também ser encontradoslaslos, aos pares ou em pequenas cadeias,
dependendo da idade da col6nidiferenciamse das outras espécies de estafilococos por
produzirem enzima coagulase, e utilizarem os agucares manitol e trealose, com producéo de acido
apos a fermentacddayet al, 2005).

Staphylococcus aurelisbitam a pele e a mucosa de animais de sangurge, incluindo
o homemgsaomicro-organismosneséfils e apresentam ampla faixa de crescimento, éh@e
e 48°C, sendo a temperatura 6tima entre 20°C e &6Icuma ampléaixa de temperatura, entre
10°C e 48°C, sendo a temperatura 6tima de 40 a 45°C, sdo capazes de produzir enzimas e
exotoxinas, como as enterotoxinas estafilococicas (EE) (&drdd, 2012). Staphylococcus
aureuspossuem versatilidade nutricional e apresentam capacidade de sobreviver e multiplicar em
diferentes condicbes ambientais por um longo periodo de tempo (Letladir 2003. Essas
bactérias cresceem alimentos coratividade de 4gua supera 0,86 e pHtre 4,5 e 9,3 @nda
toleram ambientes com até 10% a 20% de NaCldtal, 2005).

Staphylococcus aure@stao entre os patdgenos mais relacionados a surtos de intoxicacao
alimentar, sendo o leite e os derivados lacteos, principalmente os queijos elaborados a partir de
leite cru, como o queijo Minas artesanal, os alimentos mais assoaiadosénciade case de

intoxicacao alimentar estafilococica (Borgesal, 2008). A presenca d&taphylococcus aureus
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em queijos elaborados a partir de leite cru pode estar associada a condi¢cdes precérias de higiene
durante a elaboracao do produto, utilizacdo de tempasaituproprias para a sua conservacgao,
periodo de maturacdo inadequado do queijo, bem como a presenca de vacas com mastite no
rebanho, determinando uma qualidadelequadaa matéria prima. Estirree que cerca de 30 a

50% da populacdo humana seja portadmsintomatica d&taphylococcus aureusendo as

fossas nasais, a cavidade oral, pele e pélo, os locais de predilecao euarganismo no homem.

Por esta ra@, a manipulacdo inadequada do produto final e de suas mptériasé uma

importante fonte @ contaminacado quejo (Stamfordet al., 2006).

2. Caracterizagdo microbiolégica deStaphylococcus aureus

A caracterizagdo ou tipificacdo de isolados microbianos é importante no estudo
epidemioldgico e podem ser aplicadas na identificacdo do patogimaleteccdo da e de
infeccdo ou de um surto dietoxicagcdo alimentar, por exemplo. Adicionalmente, tséobém
usada como ferramentas na investigagdas genes d@atogenicidadeda resisténcieaos
antimicrobianos e da relacdo clonal de mierganisms associados a um determinado evento a
ser estudado (Levist al,1999). As técnicas de tipificacdnicrobiolégicasdo espcificas e
podem ser baseadas tanto em parametros fenotipicos quemtipicos dasactérias. A
combinacdo de métodos de tipificacBanotipicos e genotipicos € a melhor forma para

compreenséo da epidemiologia da intoxica¢éo alimentar estafilococicaziséiral., 2000)

2.1.Fenotipica

Os procedimentosfundamentados no fenétipo saagueles quepossibilitam a
diferenciacdo daamostrapor meioda caracterizagdood produtos da expressdo génica. Em
Staphylococcus aureusssa caracterizacdo se basgeralmente, no estudo gaoducdo de

determinadas proteinasomo aenzimacoagulasee as toxinas estafilococicas produgéo de
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catalasefermentacao do manita estudo dperfil de suscetibitlade a antimicrobianos (Tenover
et al, 1997). Embora estes métodos sejam razoavelmente sensiveis, eles nem sempre permitem
a discriminacgéo precisa de espéaasde amostras intimamentlacionada (Randazzaet al.,
2009).Uma alternava paramelhorar o poder discriminatério das técnicas fenotipicas surgiu com
a aplicacao denétodos de diagnéstico rapidos automatizatbmtevada sensibilidade, exatidao
e precisdocomo 0s que empregamtecnologia de espectrometria de mg8zareiro, 2010)
Nesse sentido,técnicaMatrix Associated Laser Desorptidanization- Time of Flight MALDI-
TOF) tem ganhado espag@a caracterizacdo de amostrasSt@phylococcus aurewnvolvidos
em surtos @nentares @m quadrosle infeccéo.

De forma simplificada, a técnica de MALFFODF consist@a caracterizacao aeoléculas
pela medida da reldg massa/carga (m/z) de amosimagzadas em fase gasofasim, a amostra
inicial € embebida em uma matriz dai capaz de fornecer protons para o processo de ionizagao
dos componentes da amostfe matrizes mais utilizadas sdo o acido-d@fidroxibenzéico
(acido gentisico), que permite o estudo de oligossacaridémspeptideose glicoproteinas; o
acido 3,5dimetoxi -4 -hidroxicinamico (acido sinapinicod -clano4-hi dr oxi ci-n©mi c o
CHCA), estesdois ultimos mais utilizados para o estudo de proteif@@sncalves 2007;
Carbonelleet al,, 2011).Ha a formacgdo dama cocristalzacdo da amostra com essa matte
forma que guando esta absorve a energia emitida polasen, ocorre simultaneamente o
fendbmeno de ionizacao (transferéncigdions da matriz para os componentes da ampstoa
de dessorcadfendmeno de retirada deibstancias adsorvidas ou absorvidas por ouwage
possibilita a passagem da amostra do estado sélido para o (fasokot e Resend@013. Os
componentes da amostra ionizados e dessorvidos sdo entdo acelerados por meio de um campo
elétrico dentrale um tubo de vacuo, no qual séo separados de acordo cam'zuirecionados
para o analisador TOF, em diferentes tempos de woag,alserdo individualmente analisados,
e, posteriormente, detectad¢Sunhaet al, 2006; Ferreirg 2009 Croxattoet d, 2012. Na
identificacdo de micrerganismos, uma grande quantidade de moléculas é detectada

simultaneamente como proteinas, carboidratos, lipidios e &cidos nucleicos, gerando um espectro
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gue é caracteristico de cada espécsiget al, 2011).Algunspicos(massasnoleculares) sao
especificos pargénero, espécig por vezessubespéciesendo esta técnica comumente utilizada
noagrupamento de amostras envolvidas em estudogededo ale surtos alimentare®d/elkera

e Moorec2011).

2.2.Genotipica

Os métodos genotipicossdo baseados na analise da estrutura genética do- micro
organismo em que se utilizamor exemplognzimas de restricdo, amplificac@expressaale
acides nucleics e sequenciamento de nucleotideosléy et al., 2009. Métodos de identificagdo
baseados na extragdo do DNA ou RNA oferecem a possibilidad#etdecaoconfiavel,
reprodutivel, rpida, sensivel e especifieamicroorganismos, além de permitirem a deteccao
de genes codificadores de fatores pd¢ogenicidadea caracterizagdo interespécies, estudos
taxondmicos e de epidemiologia molecular destes. Nesse sentido, a reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) se destawatualidadeomo a técnica de escolparadiagndstico molecular
dos micreorganismos envolvidogesurtos alimentares.

A PCRé caracterizada petanplificacdode sequéncias especificas de acidos nucleicos
utilizando oligonucletotideos iniciadorekenominados derimers Assim,em poucas horas, apés
a reagdo de polimerizagalod a sintesen vitro, de uma grande quantidade de determinado
fragmento de DNA ou RNA de interes@dattos, 2005). O acido nucleico extraidé, entao,
submetido a eletroforese em gel de agarosesearacao de seus fragmentos com base no seu
tamanho (peso molecular) por imeale aplicacdo de corrente elétrica.68pa migracdo das
particulasno gel, quando este € pigmentado com um co@d@iocomo o brometo de etidio
por exemplo,os fragmentos do &cido nucleico extrajgtmdem ser vistos combandasem
aparelho proprio pa este fim (fotodocumentadprfada uma representim um grupo de
fragmentos de acido nucleicte mesmo tamanhdentretanto, mbora a PCRseja um teste

especifico, elamdo € capazpelo método convencional supramencionatiassegurague 0s
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genesamplificados de fato estdo sendo expressos pelo foigemismo(Sasakiet al, 2005)
Desta formaa Reverse Transcription Polymerase ChagaBtionquantitative Real ime (RT¢
PCR ou gRTPCR) uma modalidade mais especifica da P€R, sido amplamenteilitada para
avaliar a expressao génicke micreorganismos isolados de aliment@sven et al, 2009;
Duquenneet al, 2010; Nouaillest al., 2014)

A gRT-PCRusa como modelo para a reacaBRMNA mensageiro (RNAmgxtraidodo
micro-organismoPor ser umanolécula muito instavel, BNA € entdo transcrito reversamente
em DNA complementar (cDNA), usandoenzima transcriptase reversa, e este cONésera
amplificado e quantificadoa reacdo de gPCR. Assinorpneio da adicddecorante fluorescente
(Sybr gren ou Tagman Probeés reacdes de PCiid cDNA o resultado da qPCR pode ser
visualizado imediatamente, dispensando a eletroforespie configura uma vantagem dessa
técnica A fluorescénciadetectada a partir de umdmero de ciclos de amplificagdla ametra,
conhecido comcCT ou cycle thresholdcresce proporcionalmenge medida queo cDNA ®
amplificado,de forma que o equipamento sefgpaz de detectar a fluorescéncia produzida pela
amostra e apresentar os resultados em temp¢Meadjante eBlawid, 2016) Adi ci onal ment e,
por meio do monitoramento da taxa de aumento d
determinar com preciséo a quantidade@§A-alvo presente na amostra original. Assirsjral
de fluorescéncia gerado durante a reagdoetadirente proporcional a quantidade de produto
amplificado ao longo dos ciclos de amplifica¢@diveira, 2010; Morgante e Blawid, 201®or
fim, apds aamplificacbes do cDNA, sao realizados os célculos para determinagdo da expressao
relativa ou absolutde cDNA nas amostras. Tanto a expressao génica relativa quanto a absoluta
determinada pela PCR em tempo real utilizam o valor de Ct como referéncia para a quantificacédo
da expressdo de determinada sequéncia géhioa Na quantificacdo absoluta o valor €t
comparado com uma curva padrdo de amplificacdo doajeoauitilizandese um padrdo com
concentracdo inicial conhecida (numero de copias de DNAm diferentes diluicdes. Ja
expressao relativa é baseada na taxa de expressao de um gene alvo caopartadagene

referéncia(controle enddgeno obhousekeeping Os genes de referéncia séo utilizados como
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controles internos da expressdao génica, uma vez que apresentam expressdo teoricamente
constante, ou sejapfrem pouca variagdo de sua expressatenidos eélulasdiante de fatores
externose sob os diferentes tratamentos em um experoméRfaffl e Hageleit 2001
Vandersompelet al, 2001).

Apesar de ser uma técnica com elevada sensibilidade e especificiditigPLR é
passivel de variacbedig podem comprometer suas reprodutibilidade e eficiéncia, tais como:
variacbes napipetagens, a qualidade e integridade das amostras (molde de RNA e cDNA),
desenho dogrimers condi¢des de termociclagem (temperatura de desnaturacéo, anelamento dos
primerg, qualidade e quantidade dos reagentes e também o tamanho do produto a ser amplificado.
Apesar de todos os fatores supramencionadeardbilidade experimenta, RT-gPCRtem sido
umadas principaiserramenta aplicada no diagnoéstico clinicéaboratorial.

Nos ultimos anosps métodos genotipicate tipagem deStaphylococcus aureusm
ganhado for¢a no cenério das investigagdes de surtos alimentiresfeccdescom o objetivo
de compreender a diversidade genética, identificar posaweaisperfis,conhecer a distribui¢céo
dos isoladostestar hipéteses sobre fontes e veiculos de transmissao de patdgenos e de monitorar
reservatorios de microrganismos epidémicollesse sentidas técnicas ddultilocusSequence
Typing (MLST) e dePulsal Field Gel ElectrophoresigPFGE) foram as primeiras a serem
utilizadas no estudo da diversidade genétic8.deureusEnquanto a primeira erade escolha
nos estuds de longos prazosu de epidemiologia global da populacéo, a segunda era o método
de ele¢do nos estudos de surto ou galemiologia local do patogerfiathemaet al., 2008).

Apb6s a compreenséao de dbphylococuaureus possui uma populacdo essencialmente
clonal, cujas variagdes se devem sobretudo a eventos mutacionais e raramentesadevento
recombinagbes, e que a velocidade de ocorréncia de eventos genéticos deadtomina
desequilibriode ligacao na espécie, tornse possivel a utilizacdo de um Unico locus para a
tipagem deStaphylcoccus autss em contrapartida a técnica de MLST cgreolve em sua
metodologia 0 uso de sete genes conservados do-ongaaismo(Koreenet al, 2004) Nesse

sentido, a genotipagem baseada na analise de DNA repetitivo, em especial os VAITERE (
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number tandem repeatde um Unicdocustem sido utilizala noestudo da diversidade genética
de Staphylococcus aureuBentre esses genes utilizados com esse propdsito, destaspa,
utilizado na técnica depa typing

O spa tpypingg uma metodologia especifica para tipagerS.daureusjue consiste em
andisar o polimorfismo do gene da regido X da proteinaomponente da parede celularSie
aureus Esta regido € composta por um numero variavel de repeticbes de 24 pb que séo
flanqueadas por regides bem consergda diversidade dessa regido é atribuaddelecoes,
duplicacdes e eutag¢des pontuais (Koreen al, 2004).Um tipo despa € diferencia do outro
pela ordem de suas repeti¢cdes, e uma repeticao se diferencia da outra por pelo menos uma mutacéo
pontual. A regido X proteina A apresenta variabilidade o suficiente para diferermiostsas
de um estudo e a estabilidade necesgariaagrupar asmostraselacionadas, o que tem tornado
essa regiadam método eficiente de escolha de genotipage8tajghylococus aureShopsiret
al., 1999) Além disso, apresenta vantagens em relagdo as técnicas tradicionais de MLST e PFGE,
como: ato poder discriminatério para estudos de longo e curto prazo por indexar simultaneamente
microe macrovariagfesaior facilidadede uselautilizacdo desoftwaregjue permitem a facil
andlise de dados e comparacaaeetaboratorios de todo o mundapdez e simplicidade, por
envolver a utilizagdo de um Unitarus e menor custo operacional.

A variabilidade das sequéncias demnepodeser avaliadainda por meio d&cnicas de
impressdes genéticas digitafngemrints). Essas abordagerssioamplamente utilizadas para
avaliar diferencas entres perfis decomunidades microbiangghu et al, 2014; Herast al,

2015. Nesse sentido, a reacdo em cadeia da polimerase baseada em sequéncias repetitivas (rep
PCR) tem se mostrado uma técnica efitdero estudo da diversidade genétic&tigphylococcus

aureus Esta técnica se baseiautdizacao degrimersde DNA complementares a sequéncias de

DNA altamente conservadas e repetitivas presentes em multiplas cépias do genoines
organismo. Ao fineda reacdo de amplificagdo dessas sequencias, € realizaddisedos
fragmentos de DNAjeradosle tamanhos variados que podem ser separados em géis de agarose.

Por meio de programas especificos para tal fim, ha o agrupamento das amostras de atdibrdo o pe
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de bandas geradas pela eletroforese dos fragmentos dg@&idos na reacdo de amplificacédo
de forma que tem se obtido catia reprodutibilidade e confiabilidadadiferenciacdo de micro
organismos incluindo Staphylococcus aureuso nivel degénep, espécie subespécies e

linhageny G veeat, 2010).

3. Intoxicagdo alimentar estafilocécica

A ocorréncia de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) vem aumentando de modo
significativo em nivel mundial. O crescente aumento das populacdes, o paeesbanizacao
desordenado, a producgéo de alimentos em grande escala somados a baixa eficiéncia de agdo dos
orgaos de vigilancia e inspec¢ao sanitaria sdo fatores relacionados a emergéncia destas doencas.

As intoxicacdes alimentares sao de grang®rtancia no cendrio das DTA, tanto do ponto
de vista de saude publica quanto em relacAgrages consequéncias econdmicas para a
sociedade. Entretantdevidoa falta de notificacdo dos surtos as autoridades publicas, os dados
epidemioldgicos a respeitdesta doenca sdo subestimadDentre os patdgenos mais
relacionados a surtos de intoxicacdo alimentar, destaearas bactérias do género
Staphylococcysendo o leite e os derivados lacteos, principalmente os queijos, os alimentos mais
associados a oo@ncia de casos de intoxicacdo alimentar estafilococica (Borges, 2008).

A intoxicacao alimentar estafilococica € causada pela ingestdo de alimentos contendo uma
ou mais enterotoxinas estafilocécicas (EE) produzidasSpaphylococcugnterotoxigénicos,
comoS. aureugcom maior prevaléncjaStaphylococcus hyicuStaphylococcus intermedius
entre outras espécies. Tal intoxicagao constitui a segunda ou a terceira maior causa de intoxicagao
alimentar no mundo (Le Loet al, 2003)

Embora a legislacéo &sileira para inspecéo de leite e seus derivados preconize apenas a
contagem détaphylococcusoagulase positivo, como parametro de seguranga microbioldgica
do produto, relacionando a producao de coagulase ao risco direto de sintese dedejsalke

relacdo entre esses dois fatores ndo é absoluta. Muitos estudos tém demonstrado que algumas
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amostras de SCN s&o, assim como amostras de SCP, potencialmente produtoras de enterotoxinas
e, inclusive, agentes de surtos alimentares (M#ras, 2008; Guimaraseet al, 2013;Nuneset
al., 2016).

A intoxicagcdo alimentar estafilococica manifestalogo apos a ingestdo do alimento
contaminado com enterotoxinas {ioémadas. Ha relatos na literatura de que a quantidade de
enterotoxina necessaria para causar agioearia de 0,01 a 0,4ug por grama do alimento (Orden
et al, 1992), mas sakse que esta quantidade depende da susceptibilidade do individuo, do peso
corporal e, especialmente, do estado de salde e resposta imune da pessoa acometida (Jablonski e
Bohach, 2001).

A doenca tem inicio repentino e com sinais agudasi® o periodo de incubagéo variavel
de 30 minutos a oito horas apos a ingestdo do alimento contaminado (Bannerman, 2003). Os
sintomas normalmente sao caracterizados por nausea, vémitos, célicas, prostracdo, hipotenséo e
hipotermia (Le Loiret al, 2003).A doenca tem carater autolimitante, sendo que a recuperacao
ocorre em torno de dois dias. Em alguns casos, pode levar mais tempo ou exigir hospitalizacdo
(Nemaet al, 2007).

A intoxicacdo alimentar estafilococica € raramente notificada aos servicogildecia
epidemioldgica por diversas causas: por ser uma doenca, normalmente, autolimitante, de curta
duracdo, muitas vezes, confundida com outros tipos de enfermidades que apresentem sintomas
semelhantes, por coleta inadequada de amostras para testa®t&i®, exames laboratoriais
improprios ou por investigagcfes epidemioldgicas inadequadas dos surtos. Desta forma, os dados
de surtos e casos de intoxicacdo alimentar estafilocdcica, bem como a prevaléncia de tipos de
enterotoxinas estafilocdcicas, inicldo o Brasil, sdo subestimados (Masgiral, 2004).

Em pesquisa realizada no estado do Parana, no periodo compreendido entre os anos de 1978
e 2000, a intoxicacao alimentar estafilocécica ocupou o primeiro lugar entre as ocorréncias de
DTA, com 492 suos (41,2% no total) (Amsoet al, 2006). Nos anos de 1993 a 2002, foram
notificados 18 surtos de intoxicacao estafilocécica envolvendo produtos lacteos no Brasil

(Balaban e Rasooly, 2000). No estadi® Minas Gerais foram registraald2.820 casos de
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intoxicacdo estafilococica entre os anos de 1995 a 2001, causando 17 mortanapi® de
alimentos contaminados, segundo o Instituto Panamericano de Protecdo dos Alimentos e
Zoonoses (Chaves, 2012). No estado de Sdo Paulo foram notificados 25 suB8osupeuns
envolvendo quase 200 pessoas, nos anos de 2001 e 2002.

Por outro lado, em paises cujo sistema de vigilancia epidemioldgica atua de forma eficaz €
possivel obter dados mais precisos e condizentes com a realidade dos quadros de intoxicacéo
alimentar estafilococica. Entre 1993 e 1997 foram notificados 42 surtos de intoxicacdo
estafilocécica nos EUA, envolvendo 1.413 pessoas e causando um Obito (Centeedsedis
Control and Prevention, 2000). Na Franca, entre 2006 e 2009, 3.127 surtos de intoxicagéo
alimentar foram reportados as autoridades sanitarias, com acometimento de 33.404 pessoas,
dentre as quais 15 foram a Obiiaphylococcus auredsi o0 segundo agente mais prevalente
nestes surtos (16%), ficando atrds somenteSedkmonellaspp.; porém o agente mais
frequentemente associado aos casos suspeitos e ndo confirmados (37,9%)€0aln2:.0).

Na Coréia do Sul, entre 2002 e 2086 aureusesteve relacionado com a ocorréncia de 81,5%
dos casos e surtos de intoxicagdo alimentar, nos qugentedoi efetivamente confirmado (Lee
et al, 2009). Na Chin&5. aureus responsavel pela ocorréncia de 25% dos casos de intoxicacao

alimentar, atingindo 40% em algumas areas do pais @taalg2011).

3.1.Fatores de patogenicidadede Staphylococcusaureus associados a intoxicacao

alimentar estafilococica

A patogénese da intoxicacdo alimentar causadaSgaphylococcus aureutepende da
capacidade da linhagem de sobreviver e colonizar uma superficie, de se multiplicar sob uma
variedade de condicdespor fim, de produzir as EE no alimento (Carebal, 2002). Para que
iSso aconteca, é necessario §tephylococcus aureggja capaz de produzir uma série de fatores

de patogenicidade especificos, que podem ser definidos como estruturas, prodstraségias
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que contribuem para que o miasgganismo aumente sua capacidade de causar doencas
(VeldzquezMeza, 2005).

O principal fator depatogenicidadeassociado aos quadros de intoxicacdo alimentar
estafilococica € a enterotoxina estafilocécica, seeste o Unico fator indispensavel para o
desenvolvimento do quadro clinico no homem (Le Letiral, 2003). Outros fatores de
patogenicidad€e Staphylococcus aureiumportantes a ocorréncia da intoxicacédo alimentar séo
aqueles ligados a formacgé&o de bio8lrprincipal forma de apresentacdo do mimm@anismo que
o0 auxilia na colonizagdo do alimento ou das plantas de processamento do alimento. Nesse sentido,
podem ser citados os fatores associados a membrana celular donggerismo, como algumas
adesinae 0 acido teicoico, aquelesligados a producdo de fatores extracelulares, que iréo
auxiliar na estruturagdo da matriz do biofilme, como certas proteases e autolisinas (Geistafson
al., 2014).

Para produzir os fatores gatogenicidades necessario qutaphylococcus aureussistam
as condicdes adversas do meio em que esta. Além disso, é importante que estatufatocks
forma coordenada no micarganismo, de forma que eles sejam expressos em momentos
especificos do crescimento bacteriano (Morrison e Dunman, 2011). Desta forma, a coordenacéo
da expresséo dos fatores plogenicidadele Staphylococcus aurews osmecanismos pelos
quais estes microrganismos sobrevivem em ambientes hostis constituem, por si sO, importantes
fatores depatogenicidadassociados ao desenvolvimento do quadro de intoxicacdo alimentar no
homem. E, por isso, serdo abordados nos topiiasta, em detalhes.

3.1.1. Papel das enterotoxinas estafilocécicas nas intoxica¢des alimentares

3.1.1.1.Caracteristicas gerais das enterotoxinas estafilococicas

As enterotoxinas estafilocdcicas constituem um grupo de proteinas extracelulares de cadeia
simples, com baixo peso molecular (26.900 a 29.600 Daltons) e ponto isoelétrico entre 7,0 a 8,6.
Elas sao ricas em aminoacidos lisina, acido aspartico, acido giotémesiduos de tirosina. As

EE séo pertencentes a familia das toxinas pirogénicas (PT), juntamente com a toxina da sindrome
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do choque téxico (TSST), as toxinas esfoliativas tipos A e B e as exotoxinas pirogénicas
estreptocécicas (SPE) (Luz, 2008).

As enerotoxinas estafilocécicas (EE) sao hidrossolluveis e resistentes a acdo de enzimas
proteoliticas do sistema digestivo, permanecendo ativas ap6s a ingestao @teal,d?003). A
producdo de EE ocorre durante toda fase do crescimento bacteriano, gipalprante durante
a fase exponencial (Soriambal, 2002). Além disso, elas sédo estaveis ao aquecimento (Murray
et al, 1992), ndo sao totalmente inativadas por tratamentos térmicos como a pasteurizacéo e a
ultra pasteurizagéo (J&y al, 2005).

As EEsao nomeadas com as letras do alfabeto de acordo com a ordem cronoldgica de suas
descobertas. Com base em diferengas antigénicas, sdo descritas na literatura vinte e quatro EE:
As denominadas classicaEEA, EEB, EEC (1, 2 e 3), EED e EEEos novos tips- EEG,

EEH, EEI, EER, EES e EETe as EE que ndo possuem atividade emética ou que ainda ndo foram
testadas, as denominadas enterotoxikas- (EEs), EHJ, EBK, EHL, EEIM, EEIN, EHO,

EEIP, EHQ, EHU, EBV e EHX (Argudinet al, 2010; Podkowilet al, 2013) Embora a maioria

dos casos e surtos de intoxicagdo alimentar estafilocicica seja atribuida as EE classicas, EEA,

EEC, EEB, EED e EEE, em ordem decrescente de ocorréncia (Cremibaks2005), sabse

gue EEG, EEH e EEI podem levar a quedde intoxicacao alimentar estafilocécica, indicando

que a i mport®©ncia das fAnovas 0-Gagketgh,@aDEChenst ar ser
et al, 2004.

As enterotoxinas apresentam estreita identidade genética entre si, sendo que algumas
compartiham um alto grau de similaridade génica em suas sequéncias nucleotidicas e, também
em suas cadeias de aminoacidos. O grupo que consiste em genes codificadores de EEA, EEE e
EED apresenta uma homologia de sequéncia na sua cadeia de amino&cidos varab@oeent
83%. Outro grupo compreende EEC e EEB, com uma sequéncia homdloga de 42 a 68%. EEJ,
bem como EEI e EEH, por sua vez, sdo caracterizadas com uma homologia com as outras

enterotoxinas variando entre 27% e 64% (Balaban e Rasooly, 2000; Zocche, 2008).
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A principio, TSST1 foi equivocadamente identificada como EEF e, por isso, ndo existe a
enterotoxina F. No entanto, essa toxina foi renomeada com a siglalT&¥ido a auséncia de
atividade emética quando testada em macacos (Feiewh, 2005), que € um evidéncia
necessaria para a caracterizacdo da enterotoxina. Pequenas variagdes antigénicas de EEC1, 2, 3
tém sido descritas, assim como duas SEH distintas. Além disso, algumas variantes também foram
relatadas para SEG, SEIl e SEU (Letegtral., 2003).

As EE séo codificadas por genes(que apresentam particularidades quanto a sua
localizagdo e expresséo. De forma geral, estdo localizados em elementos genéticos méveis como
bacteriéfagos, plasmidios, ilhas de patogenicidade cromossomal, trasposonsregites
flanqueadoras de cassete cromossomal (quadro 1). A presenca destes genes em elementos
genéticos moveis em uma amostreStiEphylococcus aureurmplica em possivel mobilidade de
uma molécula de DNA para outra, ou de uma bactéria para outra, esegur@onhecido como
transferéncia horizontal de genes, conferindo uma vantagem seletiva e evolutiva ao micro
organismo receptor (Blaiot&t al, 2004; Omoeet al, 2005).

Quadro 1: Caracteristicas das enterotoxinas estafilocécicas

Enterotoxina Peso Gene Localizacdo Acgéo Acéo

Estafilococica molecular codificador genética superantigénica emética
(EE) (Da)
EEA 27.100 sea Préfago + +
EEB 28.336 seb SaPlI + +
EEC 27.531 sec SaPI + +
EED 28.360 sed Plasmideo + +
EEE 26.425 see Profago + +
EEG 27.043 seg Egc + +
EEH 25.210 seh Transposon + +
EEI 24.298 sei Egc + +
EEJ 28.565 selj Plasmideo + NC
EEK 25.539 selk SaPlI + NC
EHEL 24.593 sell SaPlI + -
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EEIM 24.842 selm Egc + NC
EEIN 26.067 seln Egc + NC
EEO 26.777 selo Egc + NC
EEIP 27.000 selp Préfago + NC
EEQ 25.207 selq SaPlI + -
EER 27.049 Ser Plasmideo + +
EES 26.217 Ses Plasmideo + +
EET 22.614 Set Plasmideo + +
EEU 27.100 Selu Egc + NC
EEV 24.997 Selv Egc + NC

Fonte: Adaptado de Hennekineeal (2010) e Scheliet al (2011)
Legenda: egc=enterotoxin gene cluster SaPI=Ilha de Patogenicidgd®C= N&o
conhecida

3.1.1.2.Mecanismos de acao das enterotoxinas estafilocdcicas

Segundo Franco e Landgraf (2003), as enterotoxinas podem apresentar varias acdes no
hospedeiro, sendo elas: acdo emética, acao diarréica e atividagedmtigendA acdo emética
€ a mais frequentemente observada nos quadros de intoxicagdo alimerfi@c@sta e,
segundo Dingest al (2000), os receptores das enterotoxinas estariam localizados, sobretudo, no
intestino. Dessa forma, o estimulo seria transferido por meio do nervo vago até o centro do
vomito, que compde o Sistema Nervoso Central (SE&E centro levaria a retro peristalsia do
estbmago e do intestino delgado provando o vomito.

A diarreia constitui 0 segundo sintoma mais observado na intoxicagdo alimentar
estafilococica. O seu mecanismo de acdo nao é completamente esclarecido.-s&rgedda
diferentemente das diarreias provocadas por toxin@sodé&ridium perfringeng Bacillus cereus
gue dilatam a alca intestinal, as enterotoxinas estafilococicas causariam uma inflamacéo e
irritacdo da mucosa gastrintestinal, além de inibiremtzsoegéo de eletrdlitos e 4gua no intestino
delgado (Dingest al., 2000).

Por fim, a atividade de superantigedas enterotoxinas edilocécicas advém das

caractersticas compartilhadas entre elas e as demais toxinas pertencentes ao grupo conhecido
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comosuperantigenade toxinas pirogénicas, no qual TS$E€ as toxinas estreptococicas também
fazem parte. Estas enterotoxinas interagem diretamente com as células T receptoras de antigenos
(TCR) , na cadeia Vb, e com o Cold,lclaszedl, ddbsai or de
células apresentadoras de antigenos (APC). Esta interacdo ocasiona a ativagao e proliferacdo de
células T naespecificas e na secrecdo exarcebada de interleucinas, que levam a mecanismos
lesivos ao hospedeiro (Le Loat al, 2003). Em propriedade conferiu a essas moléculas a
desi gn asuperantigdngls fdevi do ° propor-«o0 de a respost a
aguela induzida por um antigeno convencional.

As citocinas organizam interagdes intercelulares e regulam a resposi ipouem, a
producdo excessiva pode ser muito danosa para o hospedeiro, ocasionando isquemia vascular,
trombose, coagulacdo intravascular disseminada, faléncia de multiplos 6rgdos o aumento da
permeabilidade capilar e, finalmente, o quadro de choquet®@é@ntre as citocinas inflamatdrias
liberadas pelosuperantigenogstdo o interferon gama (IFiN) , a intellacucina

interleucina6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF) (Stevenal,, 1993).

3.1.1.3.0corréncia de Staphylococcugnterotoxigénico ede suas enterotoxinas

em leite e derivados

As presencas d8taphylococcus aurelenterotoxigénicos e suas enterotoxinas tém sido
constatadas com frequéncia em leite e seus derivados, sobretudo em gueijos elaborados a partir
de leite cricomo o queijo Minas artesanal presenca d8taphylococcus aurengsses produtos
pode estar associada as condi¢cbes precarias de higiene durante a elaboracdo daaproduto,
utiizacdo de temperaturas improprias para a sua conservagdo, ao periodo de maturacao
inadequado do queijtaem como a presenca de vacas com mastite no rebanho, tendo em vista
queStaphylococcus auredso principal agente causador de mastite nos rekafistimase que

cerca de 30 a 50% da populacdo humana seja portadora assintom@tahgitococcus aureus
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Por esta razdo, a manipulacdo inadequada do produto é também uma importante fonte de
contaminacao do produto final (Stamfetdal, 2006).

Véarios sdo 0s estudos nacionais e internacionais que abordaram a ocorréncia de
Staphylococcuenterotoxigénicos e de suas enterotoxinas em leite e seus deriadoabalho
realizado por Oliveir&t al (2011), 574 amostras @aphylococcuspp. isoladas dkeite cru
foram analisadas quando a producdo de EE. Além disso, a relacdo entre a presenca das
enterotoxinas, da coagulase e da termonuclease (Tnase) também foi estudada. Os resultados
mostraram que 19% ddStaphylococcussolados eram enterotoxigénicogndo capazes de
produzir no minimo uma das EE (EEA, EEB, EEC e EED). A maioria das amostras foi capaz de
produzir a enterotoxina D (68,8%), enquanto que 12,8% das amostras foram capazes de produzir
a enterotoxina A. Ao oposto do que se acreditava, em gswiacdo direta da presenca da
coagulase com a producdo de EE, nesse trabalho, a Tnhase foi consideradamethor o
marcador de potencial enterotoxigénico das amostras, embora algumas delas fossem negativas
para Tnase e coagulase e ainda assim produginggrotoxinas.

Em fazendas leiteiras no estado de Sdo P&téphylococcuspp foram isolados de 63
(22,5%) amostras de leite de vacas saud&veis 80 amostras (27,4%) de vacas com mastite
subclinica. A presenca &taphylococcus auredsi significativamente derente entre estes dois
grupose foi mais prevalente nas vacas com mastite. A presergapleylococcus saprophyticus
também foi significativamente diferente entre estes dois grupos, mas est@martismo foi
mais prevalentem vacas saudaveis. O gesgafoi mais prevalentem ambos os grupos. Oito
de 15 amostras (53,3%) d®8. aureugpossuiam este gene e todos foram capazes de produzir a
toxinain vitro. Dentro do grupo de SCN, 61 amostras das 128 (47,5%) possuiam 0 masmo ge
Entretanto, apenas uma amostra (0,8%$p@@hylococcus epidermidisoduziu a entetoxina
in vitro (Rall et al, 2014).

De 623 amostras de SCP isoladas de queijo suico elaborado a partir de leite cru, 609 foram
identificadas com&taphylococcus aureuO genotipo B d&. aureugGTB), conhecido por sua

alta contagiosidade e patogenicidade nos rebanhos suicos com mastite, foi o subtipo mais
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abundante. Um subconjunto de 107 amostreS. geireusle diferentes genotiposifanalisado

quanto a presengde genes codificadores de EE, sendo o gamko mais frequentemente
detectado. Quase todas as amostras de GTB continham osegBefe ser, sendo que metade

delas, adicionalmente, transportaveea A producéo de E vitro foi consistente com os ges

das EE detectados na maioria dos casos. Entretanto, algumas amostras de GTBs ndo produziram
EEA (Hummerjohanmt al 2014).

Em trabalho relizado por Martiret al. (2014), 104 produtos lacteos (24 sorvetes caseiros,

20 cremes de leite, 20 patés deiqijeo , 20 queifosaddMi aag0 gemijos
frescos) obtidos da cidade de Campinas, Sdo Paulo, fordimadna quanto a presenca de
Staphylococcusoagulaenegativo eStaphylococcusoagulaepositivo. Além disso, estudese

a presenca de genes codificadores das EE nas amostras isol&tiaghgéococcuspp., bem

como avaliotse a producdm vitro das EE classicas por estas amostras. A contagem média de
Staphylococcuspp.em diferentes grupos derakntos variou de 3,7 a 6,15 log UFC/g. Entre as

amostras estafilocécicas, 74,3% (110/148) foram identificadas como SCP e 25,7% (38/148) como

SCN. De 111 amostras selecionadas, apenas uma (0,9%), identificadé&staphglococcus

aureus produziu enterotoxen, sendo que esta amostr eurddoi i sol a
na contagem de 6,28 log UFC/g.

Em trabalho realizado com amostras Staphylococcus aureusoladas de queijos
artesanais, elaborados a partir de leite cru de ovelha, na d&di@ seforam os genes mais
frequentemente isolados (Spastual, 2012). Em queijo venezuelano artesanal telita, branco,
fresco, elaborado a partir de leite cru, enterotoxinas A e B foram detectadas somente nos queijos
armazenados a 25°C com contagens médiSsagdnylococcus aurede 13 UFC/g (Lucciet al,

2014).

Em propriedades leiteiras localizadas em Minas Gerais, 51 amos8teptiglococcuspp.

isoladas de leite de cabra foram selecionadas e testadas por PCR para a presenca de genes

codificadores de enterotoxinas classicas. Apenas trés amostras foram negativas para todos os
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genes pesquisados, sendo o gen&guisea mais frequente (n = 16),q@ddo porsea/sec/see

(n =13) esec(n = 13). O gensedné&o foi detectad¢Cavicchioliet al, 2015).

3.1.2. Papel do biofilme deStaphylococcus aureusas matrizes alimentares

A producéo de biofilme representa um importante fatpatdegenicidadde Staphylococcus
aureusassociado &ua permanéncia no ambiente de processamento de alimentos (Guttafson
al., 2014). Entretanto, embora a formacao de biofilmes seja amplamente estudada sob o aspecto
clinico, como em implantes e materiais médicos, poustgles tém sido relatados, até agora,
sobre a ocorréncia deste evento associado aos alimentos @aalto8014; VazquesSanchez
et al, 2014; Di Ciccioet al, 2015). Na industria alimentar, conhecer as condi¢cdes em que
Staphylococcus aureusescem ese aderem as superficies para formar biofimes é de grande
importancia, tendo em vista a ocorréncia da contaminagdo de produtos alimentares e a
possibilidade de producdo de enterotoxinas por amostras enterotoxigéncias.

Em trabalho realizado por Oniciugt al. (2016), 16 amostras d&taphylococcus aureus
provenientes de alimentos (oito de produtos lacteos, cinco de peixe e trés de carne) foram
avaliadas em relacéo a capacidade de formacéao de biofilmes. Desse total, seis se destacaram por
serem formadoras pantes de biofilme. Sous al. (2014), em trabalho realizado com amostras
de Staphylococcuspp. isoladas de superficies de servigos alimentares, observaram que as
amostras testadas apresentavam alta capacidade de aderéncia em superficies de adceinoxidave
polipropileno, em ambas as temperaturas de incubacéo testadas (7°C e 28° C). Além disso, 0 uso
dos desinfetantes &cido peracético e hipoclorito de sédio néo foi eficiente na remogédo completa
das células d&.aureusaderidas as duas superficies tetatla mesma linha de pesquisa, Di
Ciccio et al. (2015), avaliando a capacidade de formacdo de biofiimes em superficie de
poliestireno e aco inoxidavel por amostrasSi@ureusisoladas de alimentos, ambientes de
processamento de alimentos e manipuladdeealimentos, observaram que, em um total de 67

amostras analisadas, 25 delas (25/38=65,7%) foram produtoras de biofilme em poliestireno,
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enquanto 24 (24/38 =63,1%) foram produtores de biofilme em aco inoxidavel. A maioria das
amostras d&. aureusque praluziram biofilmes (17/38 = 44,7%) foram isoladas de ambientes
alimentares.

A formacao de biofilme poBtaphylococcus aureuspresenta uma vantagem evolutiva ao
micro-organismo, tento em vista que na forma de células sésseis, aderidas em biofilmes, as
bacérias resistem melhor as condi¢cdes desfavoraveis do ambiente, como tratamentos com agentes
antimicrobianos e sanitizantes, dessecacéo e radiacdo ultravioletet @u»2004). De forma
conceitual, um biofilme pode ser definido como uma estrutura comardticélulas bacterianas
protegida por uma matriz polissacaridica ou protéica, produzida pelo proprieangarasmo, e
aderente tanto a superficies bidticas quanto abiéticas (Sehags2010).

A estruturacdo de um biofilme é um processo que envdlasicamente, quatro fases
principais, sendo denominadas de fase de adeséo, agregacdo, maturacao e dispersdo. Estas fases
envolvem eventos que sao fisiologicamente diferentes entre si e requerem fatores de
patogenicidadesspecificos, que serdo discutidoso st er i or meeh &l,e2000; @&ol o o | e
2013).

A primeira etapa de formacdo do biofilme é caracterizada pela adesabactérias
planctdnicas, ou seja, de vida livre a uma superficie. Esta primeira adesao é considerada reversivel
e é mantida por intacdes fisicajuimicas ndo especificas, sobretudo eletrostéticas e
hidrofébicas, como as interagdes de Van der Waals, que constituem o alicerce para o crescimento
do biofilme giebuhret al, 2000) Nessa fasestaphylococcuspp. produzem algumas adesinas
gue auxiliam na sua ligacédo a superficie do ambiente alimentar ou do préprio alimento, como as
fimbrias SSPL e SSF2 e as autolisinas Atl&taphylococcuspidermidi3, Atl (S.aureug e AAe
(Fitzpatricket al, 2005) A auolisina Atle, enStaphylococcuspidermidis codificada pele gene
atle, tem capacidade de se ligar diretamente as superficies inertes poliméricas, por mecanismos
ainda nao elucidados. Mas, sage que amostras mutantes deste ggmesentam reduzida

ader@&cia primaria ao poliestireno e reduzida hidrofobicidade. Provavelmente, por este motivo,
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estas amostras ndo formam biofilme no poliestireno, demonstrando redygdtogenicidade
(Takahashet al, 2002).

Nos casos de biofilmes formados nas infeccO@man e humanas, na fase primaria de
adesaoStaphylococcus aureaindaexpressa dezenas dos chamad8S€RAMM (componentes
de superficie microbiana reconhecedoras de moléculas da matriz adesiva), que sdo proteinas de
superficie usadas pelas bactérias par@ragirem com moléculas da matriz extracelular dos
tecidos do hospedeiro, como a fibronectina, elastina e coldgeno (Otto, 08&)euspode
expressar até 21 diferentes MSCRAMM, sendo as mais estudadas: protsfigy frbteinas
ligadoras de fibroectina {nbpae fnbph), proteinas ligadoras de fibrinogénio (fatocksmping
A e B e a proteina ligadora de fibrinogéfitm), proteina ligadora de colagermmnég), proteina
ligadora de lamininaehg e a proteina ligadora a elastina (gebe$S (Simojoki et al, 2012;
Geoghegaet al, 2013; Scalét al,, 2015).

A segunda fase da adesdo ao biofilme consiste na transicdo do estégio reversivel para o
irreversivel, chamada fase de agregacdo. Nesse momento, as bactérias passam a secretar
substancias que serdo responséaveis pela manutencdo da adesdo e da camadlewe envo
biofilme. EmStaphylococcus aurewsprincipal molécula responsavel na adeséo intercelular é a
adesina intercelular polissacaridica (PIA), que também é chamada -\ deelfilglucosamina
(PNAG), de acordo com a sua composi¢cdo quimica (Macd. 196). PIA € um polimero
parcialmente desacetilado dealetilglicosamina que, junto com outros polimeros, tais como os
acidos teicdicos, as proteinas e o DNA extracelular (eDNA), constituem a maior parte da matriz
extracelular destaphylococcus auredsrmadores de biofilme (Groost al, 2001; Joo e Otto,

2012). A biossintese de PIA é realizada por genes contidosugica, que compreendem uma
transferase Mcetilglicosaminai¢aA eicaD), uma desacetilase de PliagB), um exportador de
PIA (icaC) e umgene reguladoii¢aR) (Heilmannet al, 1996, Gerket al, 1998, Vuonget al,
2004).
Embora PIA represente certamente um mecanismo principal de formacgéo de biofilmes em

Staphylococcus aurepyalgumas amostras deste miorganismo formam biofilmes utilizando
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mecanismos independentes de PIA, por meio da expressdo de proteinas adesivast @gkohde
2005). Uma das proteinas mais importantes envolvida na formacgéo de biofilmes independentes
de PA é a proteina de 140 kDa associada a acumulacéoasapnjulatiorassociated proteip
codificada pelo geneaap, (Rohdeet al, 2005). Em trabalho realizado com amostras de
Staphylococcus epidermidsoladas de cateter venoso central, a auséncia desigef e icaD

e a presenca do geaap, em trés amostras produtores de biofilme, sugeriu a presenca de um
mecanismo alternativo de formacdo de biofilme, envolvendo a proteina Aap, que poderia
substituir funcionalmente PIA como uma adesina intercelulaz@ratto, 2010).

Outra proteina que desempenha um papel importante na formagcédo de biofilme, em um
mecanismo independente de ICA, é a proteina de superficie ligada a parede celular de
Staphylococcus aureyshamada de Bap (proteina associada a biofilfBe)p foi inicialmente
descrita em amostras &aphylococcus aureisoladas de casos de mastite, e ha evidéncias do
papel de Bap durante a infec¢do de glandulas mamarias bovinasef\Vall)e2012; Spezialet
al., 2014). Em infecgbes humanas, ela padEsmpenhar um papel predominantemente em
infecgBes causadas por espécies de SCN, sendo que o seu gene codifipaiddidentificado
em Staphylococcus epidermidisStaphylococcuschromogenese Staphylococcusxylosus
(Cucarelleet al, 2004; Tormeet d., 2005).

Na fase de maturacdo, os biofilmes apresentam uma estrutura tridimensional semelhante a
Acogumel osd0 ou Atorreso, que s«0 envoltos por
por poros e canais de agua, que funcionam como um sistetmaraele nutrientes, oxigénio e
metabolitos entre as camadas superficiais e profundas do bidfilostertonet al, 1999).
Relacionado a esgato, as modulinas soltveis em fenol (PSM) produzidasSpagwhylococcus
aureus durante a fase de maturacdo dafilme, tém sido associadas a formacéo dos poros
supramencionados. De fato, as PSM parecem desempenhar um papel importante na estruturacéo
dos biofilmes. Especificamente, a ausénci®8® ,emmutantes d&. aureuscom delecdo do
gene psm levou a uma fraca formacdo de poros em um biofilme, a abolicdo das ondas

caracteristicas de desprendimento e rebrotac@o de biofilme e & perda de controle da expansao do

42



biofilme. Em contraste, a expressao induzidéodaspsmem biofilmes prédormados pomoveu
esses processos (Periasahgl, 2012).

Por fim, temse inicio a ultima fase da formacao do biofilme, a fase de disperséo, que ocorre
quando o ambiente ndo € mais favoravel a sua manutengdo. Nessa fase, ha o desprendimento de
agregados celularesu célulasplanctbnicas por ruptura das forcas adesivas intercelulares.
Trabalhos anteriores tém atribuido as proteases, as nucleases e as PSM, os papéis de agentes de
ruptura destas forcas (Boles e Horswill, 2008; Manal, 2009; Wanget al, 2011; Pdasamy
et al, 2012). No entanto, destas moléculas efetoras propostas, até o presente momento, apenas as
PSM foram efetivamente comprovadas como facilitadoras da maturacéo e dispersdo de biofilmes
estafilocécicos, por meio de modeiasvitro e in vivo (Otto, 2013). Uma vez desprendidas, as
bactérias livres podem colonizar novos ambientes, dissemisandoo ambiente de
processamento do alimento e reiniciando a formacao de novos biofilme200&pOtto, 2013).

Em Staphylococcus aureua regulagdo destes mecanismos ocorre por um sistema de detecgéo

dequorum sensingliscutido mais adiante.

3.1.3. Papel do mecanismo de adaptacdo d&iaphylococcus aureusas matrizes

alimentares

A sobrevivéncia d&taphylococcaureusno alimento ou nas ghtas de processamento de
alimento se inicia, frequentemente, com a formacao de biofilme, como j& discutido anteriormente.
Um microambiente sem biofilme pode ser heterogéneo, no qual as bactérias competem por
espaco, com limitacdo nutricional, e ficam #ag a dessecagdo, & exposicdo aos agentes
quimicos toxicos e a radiagdo UV, como wsizados dentro da industria alimenticia, e as
mudancas de pH, temperatura e concentracdes de oxigénio. No ambiente do biofilme, portanto,
0S micreorganismos encontramprotecdo e estabilidade (Otto, 2013). Assim, a formacédo de
biofilme apresentae como uma estratégia importante para a sobrevivéncia dearjeiismo

em ambiente hostil.
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Entretanto, uma vez presente no alimertgphylococcus aureudevem se adaptar
rapdamente as mudangas no seu ambiente, para que possam aumentar a sua taxa de sobrevivéncia
e, assim, encontrarem condicdes favoraveis a producao de enterotoxinas. Assim como em outras
bactérias, esta adaptacdo € mediada por meio de uma rede complexaidaspide RNAs e de
moléculas de deteccdo georum sensingMorrison e Dunman, 2011).

Em Staphylococcus aureus principal sistema gallador da interacdo de quérsensing
o locus agr(Morrison e Dunman, 2011). Este é um sistema de transdugéo de sinal, caracteristico
do génerdstaphylococcysque permite a modulagédo da expressao de diversos genes, de acordo
com a densidade celular (Bai e Rai, 20El foi inicialmente descrito apdsirsser¢cdo de um
transposor(Tn55J), no locusagr, resultando em redugéo na producéo de toxinas e enzimas e, em
contrapartida, em aumento nas proteinas associadas a parede cehtidguhgiococcus aureus
(Recsekt al, 1986).

Hoje, sabese que o sistemagh apresenta duas ac¢des principais na regulagéo dos fatores de
patogenicidadaeste micreorganismo. De forma geral, atua estimulando a producéo de proteinas
extracelulares, como a affaxina, betehemolisina, TSSTL e as leucotoxinas, e inibindo as
protenas associadas a parede celular, como a proteina A, a coagulase e a proteina de ligacdo a
fibronectina (Queckt al, 2008). Dunmaset al (2001) identificaram 104 genes que sdo regulados
positivamente e outros 34 que sao regulados negativamente paitasisir.

O locus agré composto por duas unidades de transcricdo, que apresentam dois promotores
distintos, o P2 e o P3 (figura 1). A unidade P2 contém quatro gegrés:agrB, agrC e agrD,
responsaveis pela transcricdo do RNA Il e pela ativacdo da end@aiianscricdo P3. Os genes
agrA e agrC compdem o sistema de regulacdo de dois componenteswtoagr sendo que o
geneagrA codifica a proteina AgrA (34kDa), que funciona como um regulador citoplasmatico.

O agrCcodifica a proteina transmembrana A¢gd6kDa), que atua como um receptor de histidina
quinase. J4 os genagrBeagrD codificam, respectivamente, uma proteina integral de membrana
e um protopeptideo, e sdo responsaveis pela sintese do peptideo autoindutor (AIP), uma molécula

composta por circa sete aminoacidos que sensibiliza o sistema Agr. A unidade P3, por sua vez,
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contém apenas o gehle, gue codifica a delthemolisina e que n&o esta envolvido no mecanismo
de regulacdo dos fatores gatogenicidadelo agr, e o RNA lll, um transcrito parcialmente

traduzido que é a molécula efetoralatus agr(Novick e Geisinger, 200&)uecket al, 200§.
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Fonte: Painteet al, 2014
Figura 1. Sistema dguorum sensinggr.
Durante a fase de crescimento dponencial d&taphylococcus aureus geneagrD

codifica um protopeptideo (agrD) que, maturado apds digestdes proteoliticas, € secretado para o
meio extracelular na forma de um AIP. Este processo € realizado pelagoagt@&nancorada a
membrana celular, gue contém seis segmentos transmembréanicos. De acordo com a densidade
celular, em um mecanismo deorum sensingas concentracdes de AIP no meio extracelular,
apos atingirem um determinado limiar, ativato@us agr Em seguida, a proteina transmembrana
AgrC se liga ao AIP, por meio de receptores, desencadeando uma cascata de acontecimentos que
resultam na fosforilagdo do residuo de histidina quinase presente na sua extreréladeaC
O grupo fosfato €, entéo, tisferido da proteina AgrC para o residuo de aspartato presente na
proteina citoplasmatica AgrA. Esta fosforilacdo da proteina AgrA ocasiona alteracdes em sua

conformagdo que permitem tanto a sua ligacdo em uma regido intergénid&))Agmtre os
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promotores P2 e P3 dtincus agr quanto a sua interacado com outros fatores, que seréo discutidos
posteriormente (figura INpvick e Geisinger, 200&)uecket al, 200§.

A ligacdo de AgrAa AgrIR regula positivamente a expressdo dos promotores P2 e P3
levando, assim, ao estimulo da transcricdo de RNA Il e RNA lll, respectivamente. O RNA Il é
um RNAm policistrénico que transcreve os geagrgA, agrB, agrC e agrD, enquanto que o
RNAIII, além de transcrever o gene da ddltamolisina, regula a transcri¢cdo de alguns genes de
patogenicidadede importancia entStaphylococcus aureudesta forma, embora a delta
hemolisina ndo esteja envolvida na regulagédo de gengstogenicidadea sua expresedem
sido usada para a avaliacdo qualitativa da expressédo de RNAIIl e, consequentemente, da ativacao
dolocus agr pois a producéo e a deteccdo de dsdtaolisina indicam que RNAIII foi traduzido
(Sakoulas, 2006).

De acordo com um polimorfismo na sequérdo AIP e na de seu receptor AgrC, na regiao
génica hipervariavehgrB-AgrC-AgrD, temse quatro grupos alélicos dgr (I, II, 1l e 1V), cada
qual responsavel por codificar uma molécula de AIP distinta. O AIP se liga de forma especifica
ao seu sensor gespondente de AgrC, de forma que heterdlogos deste AIP (qualquer uma das
outras trés variantes alélicas agr) ndo sejam capazes de se ligarem a um sensor AgrC nao
correspondente (figura 1). Desta forma, a ligacdo de um heter6logo de AIP leva a @mddorg
estrutura helicoidal de AgrC que impede a atividade da histidina quinase e, consequentemente, a
ativacéo daocus agr(Wanget al, 2014a; Wanet al, 2014b). A ligacéo de AIP no seu receptor
AgrC ainda € alvo de uma molécula amiorum sensingenominadaSolonamideB (figura 1),
gue impede a ativacdo de AgrC em todas as variantes alélieas, deibindo a expressao do
gene deatogenicidadpor meio da ativagéo docus agr(Nielsenet al, 2014). Adicionalmente,
a interacdo entre agrA e AfR também parece possuir um inibidor &taphylococcuspp..
Corroborando este fato, um estudo recente identificou uma molécula pequena, denominada
Savirin(Inibidor dapatogenicidadde Staphylococcus aureufigura 1), capaz de inibir a ligagéo
entre AgrAe AgrIR e, consequentemente, a expressao dos fatopsgatgenicidadassociados

ao AgrA (Sullyet al, 2014).
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Em relacéo a participacdo do sistema Agr na formacgéo e estabilizacdo de um biofilme, sabe
se que amostras que expressam baixos niveayide&&m maior capacidade de formacgéo de
biofilmes, uma vez quagr regula negativamente os fatores associados a formacéo de biofilme,
como as proteinas de ligacao a fibronectina A e B e a proteina vitronectina (Arvidson e Tegmark,
2001). Além disso, o sistema Agegula positivamente os fatores relacionados a lise do biofilme,
como as serinas proteases e as PSM polimerizadas (€uakk2008). Desta forma, para que
Staphylococcuspp. possam contaminar um alimento e nele sobreviverem sob a forma de
biofilme, h& reducdo da expresséoadg na fase inicinde seu crescimento celular, quando a
densidade celular ainda é baixa, com baixa transcricdo de RNA Il e RNA lll. Isto significa que o
micro-organismo apresentara um fenétipo de alta adesao celular, devido a maior expressao de
proteinas da superficie celular. E o0 que octarabém nos processos infecciosos, como as
bacteremias, em que a atividadeadg € reprimida em detrimento da perréania do micre
organismo na corrente sanguinea (Butterfigldl, 2011; Schweizest al, 2011; Viedmaet al,
2013).Por outro lado, o sistema Agr atua estimulando a producao de proteinas extracelulares,
como a alfaoxina, betehemolisina, TSSTL, as éucotoxinas e algumas enterotoxindsgundo
Zhanget al. (1998) e Arvidson e Tegmark (2001), as expressdes das enterotoxinas B, C e D séo
reguladas positivamente pelocus agr Por outro lado, a expressdo da enterotoxina A €
controlada de forma independe deagr. Quanto as demais enterotoxinas, ainda ndo ha estudos
gue as correlacionam a modulacao por lestes.Assim, uma vez ja aderidgdimento e diante de
uma alta densidade celular, na fase de crescimento expondanige um aumento da
concentrago de AIP, no meio extracelular, e consequente ativaclrds agr Nesse caso, ha
maior transcricdo de RNA Il e RNA Ill que determina a maior producdo de toxinas e enzimas
extracelulares (Rouet al, 2014) Esta ativacatimita a formac&o do biofiimédato que atua na
diperséo do micr@rganismo de um biofilme estabelecido. Adicionalmente, a bactéria estimula
a producdo de enterotoxinas no alimento e, uma vez ingeridas, podem ser responsaveis pelo
quadro de intoxicacdo alimentar no hom@ong et al, 2006; Yarwoodet al, 2007; Boles e

Horswill, 2008).
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O locusagr tem sido foco de estudos que buscam elucidar os mecanismos envolvidos na
expressao das enterotoxinas Staphylococcuspp. em alimentos. Nesse sentido, Egeml
(2009) propuseram quieactococcus lactisuma bactéria do acido latico (BAL) amplamente
utilizada na industria de laticinios, é capaz de modular a expressao de enterotoxinas em amostras
de Staphylococcus aureuem um mecanismo envolvendolazus agr Eles observaram que
quando ests dois micreorganismos foram cultivados em um mesmo meio de cultura, as amostras
de Staphylococcus aureuapos realizacdo de PCR em tempo real, expressaram uma menor
quantidade de RNA Il se comparadas a expressao dessas amostras cultivadas isoladamente
Ainda nesse trabalho, os autores ndo observaram a reducéo da expressao de RNA IIl quando as
amostras d&taphylococcus auretisram cultivadas apenas com o sobrenadantad@coccus
lactis, sugerindo que a reducao da expressdoals agy por esta BAL, ndo depende da liberacéo
de uma molécula inibidora ou, alternativamente, que a molécula inibitéria é labil. Por fim, os
autores concluiram que a inibicdo da expressdoals agrpela amostra deactococcus lactis
deve ter ocorrido por unmecanismo dependente de SarA, um outro fator regulatério da
patogenicidadée Staphylococcus aureugles chegaram a esta suposi¢cao apos observarem que
quando a amostra d&taphylococcus aureusi crescida no mesmo meio quelactococcus
lactis, houve, tanbém, menor expressado do geaeAse comparada a expressao deste gene em
amostras crescidas isoladamente no meio. Sendo 0 SarA um regulador pos$itis dgr sua
menor expressdo poderia explicar a inducdo mais fraca da expre$séasdagrpelas arostras
de Staphylococcus aureugntretanto, mais estudos séo necessarios para a comprovacao desta
hipétese.

Além do Agr, outros sistemas reguladores da expressdo de gepeasodenicidadem
Staphylococcuspp., como SarA, signfae LytSR, atuam em umade complexa de ativagéo e
inibicdo dos fatores dpatogenicidadeassociados, por exemplo, a formacaa euptura do

biofilme (figura 2.
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Fonte: Arciolaet al., 2015

Figura 2 Rede de intera¢des que determinam a formacéo e a ruptura do bfofinaelo
por Staphylococcus
O lado direito da figura ilustra a fase anabdlica do biofilown a producdo de algumas
substancias poliméricas extracelulares fundamentais, tais como PIA, DNA extracelular (eDNA)
e fibrilas amildides. O operon IytSR, com sawuo Irg/cid, afeta a atividade da hidrolase de
mureina, que é também representada. O centro da figura relata os componentes da membrana
protéica envolvidos na formacé@o de biofilmes, incluindo as fibronectinas FnBPs, a proteina
associada ao biofilme (Ba@BasG e Spa. Do lado esquerdo da figura, estdo presentes as moléculas
que desempenham um papel no catabolismo e ruptura da matriz do biofilme, tais como as
modulinas solluveis em fenol (PSMs) e as proteinas extracelulares. Os sistemas Agr, fator sigma
b SarA parecem atuar como reguladores centrais, coordenando o comportamento bacteriano em

resposta aos fatores de estresse, as densidadesesetudar fases do ciclo celular.

3.2.Surtos de intoxicagéo estafilococica atribuidos ao consumo de leite e derivados

Em estudo realizado pdferaset al (2008), de um total de 152 amostrasStegphylococcus
spp.obtidas de produtos lacteos associados a 16 surtos de intoxicacdo alimentar, no estado de
Minas Gerais, 15 amostras dstaphylococcuscoagul@ae negativo e 15 amostras de
Staphylococcusoagulaepositivoforam selecionadas para a pesquisa de genes codificadores de

EE e para a producdo das mesmas em ensaio imunoenzimético. Do total de 30 amostras
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analisadas, 20 continham genes codificadores de EE, e dantlssas produziu a B vitro.

Os genes mais frequentemente encontrados nas amostraséa@seb Entre as amostras de
Staphylococcusoagula negativocinco continham genes codificadores de EE e produziram a
enterotoxina em ensaio imunoenzimatiesse trabalho, os auto@ncluiram que as amostras
Staphylococcusoagulaenegativoe aquelas d8taphylococcusoagulaepositivoisoladas dos
produtos lacteos eram capazes de enterotoxigenicidade genotipica e fenotipica. Além disso,
reforcaram a imprtdncia da PCR como um método sensivel e especifico para o rastreio de
amostras deStaphylococcuspp. isolados de um surto, independentemente da expressao da
coagulase.

Em julho de 1987, na cidade de Ouro Preto (MG), houve um surto de intoxicagdoaaliment
envolvendo quatro pessoas de uma mesma familia. Tal evento foi atribuido a contaminag¢éo do
queijo Minas frescal poB. aureusem contagem de 9,3x1QFC/g, no qual foram detectadas
bactérias produtoras de EEA, EEB, EED e EEE. Entre os sintomas apresentados pela familia,
incluiramse nauseas, vomitos, diarréia e dores abdominais (Sabiahj 1988). Mais tarde,
entre novembro de 1991 e outubro d82,.9m Minas Gerais, foram relatados mais cinco surtos
de intoxicacd@o estafilocdcica associados, novamente, ao consumo de queijo frescal (Camara,
2002).

Em 1999,0s servicos sanitarios do Conselho de Saide de Manhuagu foram notificados de
um surto de intoxacdo alimentar envolvends) pessoas quadoeceram depois de comerem
gueijo Minas artesanal. Os sintomas de intoxicacdo alimentar (diarreia, vomitos, tonturas,
calafrios e dores de cabeca) apareceram apdés 2 h dos individuos ingerirem o alimento
contamina@o. As amostras de queijo analisadas apresentaram altas contagénsaueus,
superiores a BWFC/ge, ainda, a presenca EEA, EEB e EEC (Castah, 2002). A manipulacéo
inadequada do queijo durante as suas etapas de elaboracéo foi apontada cemprinciual
da contaminacao estafilococica.

Um surto extensivo de intoxicacdo alimentar estafilocdcica foi descrito no distrito de Kansai,

no Japdo. Aproximadamente 13.420 passaram mal (nausea, vomito, diarréia e dores abdominais),
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apos 24 h da ingestae @grodutos lacteos, incluindo leite com baixo teor de gordura e uma bebida
tipo iogurte, produzidos por uma fabrica na cidade de Osaka. O principal ingrediente destes
produtos lacteos foi um leite em p6 desnatado elaborado por uma fabrica em Hokkaido. A
erterotoxina A foi detectada no leite com baixo teor de gordura, em concentragbes menores ou
iguais a 0,38 ng/ml, e no leite em pé desnatado, aproximadamente 3,7 ng/g. A ingestao total da
EEA per capita foi estimada em aproximadamente 20 a 100 ng. Adicenmtelnos autores
testaram a resisténcia térmica da EEA a submetendo, pelo menos duas vezes, a pasteurizacao a
130°C durante 4 ou 2 segundos. Obsers@uue a EEA manteve intacta tanto suas atividades
imunoldgicas quanto as biolégicas, embora tivessepsidialmente inativada. Este surto alertou
para o risco de intoxicagdo alimentar associado ao consumo de produtos termicamente tratados,
uma vez gue sob altas temperaturas-dena morte do microrganismo, mas nao a inativacao
plena das EE por ele proddas (Asacet al, 2003).

No final de 2009, seis surtos de intoxicagdo alimentar causad@tgpirylococcuspp.
foram relatados na Franca. Queijo fresco elaborado com leite cru foi considerado a causa comum
nos surtosStaphylococcuprodutor de EEE foidentificado e quantificado no queijo usando
métodos oficiais e de confirmacé@o do Laboratério de Referéncia da Unido EuropdrEU
Este foi o primeiro relato de surtos de intoxicacdo alimentar causada pela EEE na Franga (Ostyn
et al, 2010).

Em 1°de outubro de 2014, criancas e funcionarios de um internato suico consumiram um
queijo fresco produzido a partir de leite cru. Dentro de aproximandamente 7 h, todas as 14 pessoas
que ingeriram o queijo ficaram doentes, incluindo dez criancas e quatraosesalequipe. Os
sintomas incluiram dor abdominal e vémito intenso, seguido de diarreia grave e febre. Neste caso,
foram isoladas trés amostras diferenteSt@hylococcus aureysodutoras de EEA e EED, em
contagens superiores a®10FC/g. Por meio destudo epidemiolédgico, constatse que a fonte

de contamicdo do queijo foi o leite cru (Sophial, 2015).
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4. Resistenciaa antimicrobianos

Um sério problema para a salde publica associado a preseftaphglococcus aureus
no alimenta@ o desenvolvimento de micomganismos multirresistentes na natureza (Luz, 2008).

Uma vez que esta resisténcia antimicrobiana pode ser transmitida de uma bactéria a outra, por
meio de elementos genéticos movaesrse,em longo prazoo aparecimentde kactériascada
vez mais multirresistentes.

A resisténcia aos antimicrobianos pelo gérg&taphylococcsiesti associada a existéncia
de genes presentes no miom@anismo que codificam proteinas relacionadas a diferentes
mecanismos bioquimicos que imped@macdo dosantibidticos. Os antmicrobianosbeta
lactamicos, por exemplo, agem inibindo Ri®tein Binding Penicilling PBR), proteinas de
membrana que estdo envolvidas na biossintese da parede celular dorgsoismo A
resisténcia beta lactamicosstd associadealteracdo da proteina alvo de agéo da droga, ou seja,
das (PBP)de forma que ha um impedimentfoédmacéo da camada de peptidoglicano da parede
celular, o que parece desencadear a morte bactéNmmaionga 1997; Harbarikt al 1998)

Outro mecanismo associado a resisténcia a beta lactamicos é a producao de enzimas inativadoras
extracelulares, as betalactamases, que agem sobre o anel betalactamico, provocando sua hidrélise
e, consequente, inativag (Garino Junioet al, 2011).

A metidlina € um antimicrobiano da classe dos betalactamicos, lancada comercialmente
no inicio da década dE960 como tentativa de contornar a alta resisténci&td@hyloccocus
aureusa penicilina Cerca de um ano ap6s o inicio de sua comercializacao foifickeadi o
primeiroisolado clinico de MRSA (Jevon$961). A partir de entéo, relatos da identificacdo de
amostras de MRS tornarase frequentes, inclusigeia disseminag¢do em alimentasgesisténcia
de Staphylococcus aureua metilicina se associa a presa do gene mecAontido no
StaphylococcugCassete Cromossomo (SCCmec), que sdo elementos genéticos moveis que
mediam a modificac&o no sitio de acao dos betalactamicos. Esse gene determina a codificacdo de

uma PBP semel hante a PBP2a/ PBP 2 betalactaraicosp os s u i
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permitindd que Staphylococcusspp. mantenham sua biossintese até em concentracao
consideradas inibitoriasedses antimicrobianos (Livermore, 2000; Patees@h, 2014).

Staphylococcus aureuseticilina resistente (MRSA) aparece, hoje, como o principal
exemplo deresisténcia bacteriana no mundo, pelo fato de desencadear infeccbes graves que
limitam as op¢des terapéuticas, prolongando, assim, o tempo de tratamento destas (Ibed e Hamim,
2014). Por muitos anos, amostras de MRSA foram reconhecidas como patdgersigosxdi
hospitais. Porém, estudos tém documentado a disseminacdo de MRSA em alimentos (Pesavento,
et al, 2007; Costat al., 2015).

Em estudo realizado nos mercados locais e nas aldeias da provincia de Dakahlia, no Egito, MRSA
foi isolado de amostras dieite cru e de alguns produtos lacteos vendidos. A deteccdo do gene
mecAocorreu em cinco amostras de leite cru, qukgdesh e sorvete. Mas, 0 gene nao foi
detectado em amostras da bactéria isolada de maos coletadas dos manipuladores. Os autores
concluram, portanto, que o leiteru e seus derivados lacteos foramportantes fontes de
transmisséo de amostras MRSA dentro da comunielstddaddKamalet al, 2013).

Fenotipicamentea resisténcia eneticilina pode ser identificada por meio dos testes de
suscetibilidade aos antimicrobianos e concentracao inibitéria minima (CIM). Em ambos, as
drogas de eleicao sdo a cefoxitina e/ou oxacilina (CLSI, 2008). Entretaesisténcia fenotipica
a oxacilna depende substancialmente da expressdo dongerw,de forma que um micro
organismo pode carrear 0 mecA e ndo necessariamente expressar fenotipicamente sua resisténcia.
Adicionalmente estudos recentes apontam geme homélogaomecAque estaria envoido na
resisténcia a meticilina e®. aureuso genemecC(lto et al, 2012). Desde a sua primeira
descrigcdo, ttm aumentado a identificagcdo de MpR&tadores do gemaecG principalmente na

Europa(Patersoret al, 2014; Porreret al, 2014).
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Capitulo 2

Fatores de patogenicidade perfil de resisténciaa antimicrobianosem
Staphylococcus aureusolados de leite cru, sordermento,
manipuladores e queijo Minas artesanal da regidao de Camptas

Vertentes, Brasil

66



1- INTRODUCAO

O queijo Minas artesanal (QMA) produzido na regido de Campo das Vertentes € um dos
queijos feitos com leite cru mais populares e consumidos no Brasil. Falhas no controle da sanidade
do rebanho e na aplicacao de préticas higiésdetarias durante a elalgdo do produto podem
levar a altas contagens 8taphylococcus aurem® QMA (Martinset al, 2015).Staphylococcus
aureustem sido descrito como um dos agentes causadores mais comuns de intoxicagao alimentar
associada ao consumo de queijo de leite ormmando (Carmet al, 2002; EFSA, 201(Sophia
et al, 2015. A presenca deste patdégeno no produto final € multifatorial, mas comumente
relacionada ao uso de leite cru e de $ermento contaminados na elaboracdo do queijo e a
ocorréncia de manipuladores portadores assintomaticesagdhylococcus aurel€astroet al.,

2016; Bararet al, 2017;Johleret al., 2018)

Staphylococcus aurewsm potencial de causar uma variedade de doencas no homem e
no animal (Boucheet al, 2010; Fey, 2010). $e potencial é determinado pela presencga ou
auséncia de genes no mienganismo que codificam uma série de fatoregsalegenicidadeem
especial as exotoxinas como exgerotoxinas estafilococicaa toxina da sindrome do choque
téxico (TSST) e as hemolisina (Browenal., 2014). A ingestdo de enterotoxinas estafilocicicas
termoestaveis e pférmadas no alimento desencadeia o quadro de intoxicacdo alimentar no
homem, a qual representa a segunda ou a terceira maior causa de intoxica¢ao alimentar no mundo.
Com base em diferencas antigénicas, sao descritas na literaturpregérie momentejnte e
trés EE.Entretanto, as denominadas classicas (EEA, EEB, EEC, EED e BBEssmais
comumente relacionadaa casos de intoxicagdo alimentar descritos na literatura éOal
2015).

A producdo de biofilme representa outimportante fator de patogenicidadede
Staphylococcus aureupor contribuir para a colonizacéo do agente nos tecidos celulares e em

superficies abioticas, além de criar uma barreira protetora a bactéria a acdo de componentes do
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sistema imune do hospedega acdo de agentes antimicrobianos (Gustafsah, 2014).Em
Staphylococcus aureua principal molécula responsavel na adeséo intercelular € a adesina
intercelular polissacaridica (PIA), um polimero parcialmente desacetiladacitijlicosamina
(Joo e Otto, 2012). Sua biossintese é realizada por genes contidpsmmica (cluster de genes
ica ADBC) e estudos tem demonstrado a relacdo entre a presenca do operon ica e a formacédo de
biofilme emStaphylococcus aureade origem alimentar (Crantoet d. 1999; Melcet al 2016).

Outro sério problempara aaude publica associadpresencaeStaphylococcus aureus
nos alimentos € a resisténcia destes aos antimicrobianos, pelo fato de desencadear infecgtes
graves que limitam as opcdes terapéuticas, prolongando, assim, o tempo de tratamento destas
(Ibed e Hamim, 2014 Btaphylococcus aurewseticilina resistente (MRS aparece, hoje, como
o principal exemplo de resisténcia bacteriana no mundo (lbed e Hamim, 2014). MRSA é
caracterizado principalmente pela aquisicdo do geeeA que estd localizado no cassete
cromossomossémicmec (SCCmec) (Bassedt al, 2013). Por mitos anos, amostras MRSA
foram reconhecidas como patégenos exclusivos de hospitais. Porém, estudos tém documentado a
disseminacdo de MRSA em alimentos (Kaetall, 2013, Costat al, 2015; Jamakt al, 2015).

A expresséao génica de alguns fatorepategenicidadele Staphylococcus aureuysomo
as EE, TSST, hemolisina alfa e biofilme é controlada pelo sistema regulatério agebsbry
gene regulatofagr) (Novicket al, 1993). Este € um sistema de transducéo de sinal, caracteristico
do génerdStaphyjococcus e que permite a modulacédo da expressdo de diversos genes em um
mecanismo dguorum sensingMorrison e Dunman, 2011). O Sistema agr é codificado pelo
locus (agr) que controla a expressdo da molécula de RNA (RNAIII). Uma vez que esta molécula
atinge uma concentracao critica em determinado meio de acordo com a densidade celular, a
expressao dos fatores piatogenicidadé inicializada (Nielseet al, 2014).

Assim, o objetivo deste estudo foi investigar a genética, a produgéim de fatores de
patogenicidade o perfil de resisténcia antimicrobiana de amostraStaehylococcus aureus
isoladas de leite crusorefermento, manipuladores queijo Minas artesanal de Campo das

Vertentes, Brasil.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostragem

Foram utilizadas 76 amostras&t&aphylococcus aurepseviamente isoladas de leite cru
(n=14), sorefermento (n=5), manipuladores (n318 QMA (n=42) provenientes deove
propriedades rurais localizadas na regido de Campo das Vertentes, Minas Geibi&; &tag
et al, 2016) As amostras foram armazenadas em meio contendo Bahilo Heart Infusion
(BHI) (Difco, KansasEUA) e glicerol e submetidas ao congelamenB®{C), sendo conservadas
desde entad projeto foi aprovado pelo Cémite de EticaResqusa da UFMG (EP-UFMG),

protocoloCAAE: 79522917.6.0000.5149.

2.2.Caracterizagao fenotipica e identificacdo das amostras por MALBITOF MS

As amostras d&taphylococcus auredsram cultivadas em Agar BHDifco) seguido
de incubacao das placas em agrsda 37° C por 18/24h. As colbnias crescidas foram submetidas
a técnica de coloragdo de Gram para determinacdo da morfologia dos agentes bacterianos e a
prova de producdo da catalase (Carter, 1998). A partir dos cultivos em cald®iRid), (as
amostragoram submetidas as provas de coagulase livre e DNAse, segundet ail\@010), e
a fermentacado do manitol segundo Bergey e Holt (1994). A confirmacao da espécie das amostras
foi realizada por andlise prote6mica pela técnicand&rix-assisted laser&sorption ionization
(MALDI) - time of flight(TOF) mass spectrometS). Os espectros foram adquiridos usando
0 espectrometro de massa FlexFlex MicroFlex LT (Bruker Daltonics, Billerica, MA, @SA)
registados no modo linear positivo dentro de uma faixa de massa de 2.000 a 20.000 Da. Os

crit®rios de escore de identifica-«o0o utilizado
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2.000 indica identifica-«o0 ao indica dantificaghedee s p ®c i e

género, e escore <1.700 indica identificacéo ndo confiavel.

2.3.Deteccéo de genes gmtogenicidadepor PCR convencional

O DNA bacteriano foi extraido de acordo conmatodologia anteriormentgescrita
(Pitcheret al, 1989). DNA genfico foi entdo utilizado nas reacdes de amplificacdo por PCR
para detectar os genes relacionados as enterotoxinas cléssicsay seg sed seg, a toxina da
sindrome do choque toxicts$tl), a formacdo de biofilmedaA, icaB, icaC), ao sistema de
quorum sensingAgr (agr) e a resisténcia a meticilinanécA de acordo com metodologias
descritas na literatur@éckeret al, 1998;Reinoscet al, 2004; DiasSouzaet al, 2013; Breves
et al, 2015). Todas as reacdes foram feitas com Master Mix (Phim@&uBelo Horizonte,

Brasil) de acordo com a recomendagéo do fabricante.

2.4.Avaliacdo da expressao dos genes codificadores da producdo das EE e TSST por

gRT- PCR

O RNA total das amostras gpessuiangene toxigénico na PCR foi obtido de colbnia
bacterianarecémcultivada em caldo BHIOifco), incubado a 37°C por 20tsob agitacédo
mecanica (180rpm), por meio do KiNeasyMini Kit (Qiagen California, USA. A qualidade e
a quantidade de amostras de RNA foram avaliadas por eletroforese em gel de d@gatbéene
por meio de andlise espectrofotométrica em NanoDrop 2000 espectrofotbmetro (Thermo
Scientific, Inc., Waltham, Estados Unido#\s amostras foram tratadas cdmrbo DNAse
(Ambion, Austin, Estados Unidppara sintese de cDNA, a qual foi realizadawtizando 1 €g d
RNA total e kit de transcricdo reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, Foster
City, Estados Unidos) de acordo com as orientacbes de seu manual. A PCR quantitativa da

transcricdo reversa (qQRACR) foi realizada em termociclad 7500 Reallime PCR System
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(Applied Biosystem<€alifornia, EUA) e as andlises foram avaliadas com o Sequence Detection

software Version 2.4 (Applied Biosystems). A gRTR foi realizada utilizandse SYBR green

PCR master mix 2x (Applied Biosystems, tes<City, Estados Unidos) e primers especificos para

0S genesseg sece tsstl. O gene conservadd6S rRNAfoi utilizado como referéncia para
normalizacoes. A eficiéncia de cada papdmersfoi calculada utilizandee a curva padrao de
diluicdo seriada como descrito no protocolo da Applied Biosystems TM. A abordagem
experimental foi otimizada pelo ajuste das concentracdes de primers para 6timas eficiéncia e

especificidade (Tabela 1). Reac¢des de amplificagdo foram realizadas em um volume final de 20

€ lu,t i

etapa inicial a 50°C/2min e a 95°C/10min, seguida de 40 ciclos de 95°C/15s e 60°C/1min. Apos a
amplificacao, foi realizada a andlise de curva de dissociacao (95°601641L5s e 95°C/15s) para
verificacdo da especificidade dos amplicons gerados. As andlises deGfRpara todas as

toxinas foram realizadas em triplicata. Niveis de expressao de amostaplugdococcus aureus

i zando 10 ¢l de master

mi

X

SYBR green

produtores de enterotoxinas estaflocécicas (FRI361, N33@mghylococcus aureuds/2014)

foram utilizados como dados para calibragdo. Os resultados séo apresentados em graficos com o

nivel relativo de mRNA para cada toxina obtido pelo método de quagéificderivada relativa,

descrito por Hellemaret al (2007).

Tabela 1. Marcadores e concentracao de primers deéP@MRTutilizados para as reacdes

Marcador Sequéncia deéPrimer (5-3") Primer Eficiéncia Tamanho Referéncia
(emol (%) do
) amplicon
(pb)
SEA F: CCTTTG GAA ACG GTT AAA ACG 1,0 90,60 127 Beckeret
R: TCT GAA CCT TCC CAT CAAAAAC al., 1998
TSST1 F:TTCACTATTTGTAAAAGTGTCAGACCCACT 1,0 91,29 180 Jarraudet
R:TACTAATGAATTTTTTTATCGTAAGCCCTT al., 2002
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SEC F:AATAAAACGGTTGATTCTAAAAGTGTGAA 0,3 90,60 80 Klotz et

R:ATCAAAATCGGATTAACATTATCCATTC al., 2003
16S F: CNACGCGAAGAACCTTANC 0,3 9325 98 Huseet al,
R:CGACAGCCATGCANCACCT 2008

2.5.Producaoin vitro de biofilme

Para a avaliacdo qualitativa de producdo de Ibiefifoi realizado ensaio em Aar
Vermelho Congd¢AVC) de acordo com a metodologia desquitaArciola et al,, 2002. No CRA,
amostras produtoras de biofilme formam colbnias pretas, enquanto amostras ndo produtoras
desenvolvem colbnias vermelhas. A producdo quantitativa iofénie foi avaliada em
microplacas estéreis de poliestireno inerte de fundo chato, contendo 96 po¢&@o(2iaet al,

2013). Um meio sem inéculo foi utilizado como controle negatiStaphylococcus epidermidis

ATCC 12228 como amostra de referéncia. Apos incubacéo das placas por 20 h a 37 °C foi feita a
guantificacéo da absorbancia usando um leitor de ELISA em um comprimento de onda de 620
nm. As amostras foram classificadas em quatro categbassado na rejdo entre a densidade

Optica (DO) dos pocos inoculados com as amostras e os resultados obtidos para a dptisedade 6

do controle negativo (COD): ndormadoras, fracamente, moderadamente ou fortemente

formadoras de biofilme (Amarat al.,, 2005). Ambos ® ensaios foram realizados em triplicata.

2.6.Producdoin vitro de toxinas

A deteccdo da producdo de enterotoxinas classicas e da toxina do choque toxico nas
amostras foi realizada pela técnica@timum Sensitive Pla@®©SP) (Robbingt al, 1994).
Assim,as amostras foram crescidas em 5 mL de caldo BHI e incubadas a 37°C durante 24h. Apés
a incubacéo, placas de Petri contendo 20 mL de agar BHI acrescentado de 1% de extrato de
levedura foram revestidas com discos de membrana de dialise. In6culo de G5 uiuich foi

vertido na superficie da membrana e as placas incubadas a 37°C por 24h. Em seguida, as
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membranas foram lavadas duas vezes com um total de 2,5mL de tampé&o fosfato (20 mM, pH 7,4),
sendo que na primeira lavagem utilizeel 1,5mL de tampéo foséae na segunda, 1,0mL. As
culturas, ja lavadas, foram transferidas para um tubo e centrifugadas a 10000g/10 minutos a 4°C.
Os sobrenadantes foram coletados e 20uL de timerossol foram adicionados a eles. Tal
sobrenadante, entdo, foi utilizado para a w&ffio da producdo de TS%Te das demais
enterotoxinas classicas pela reacdo entre os anticorpos e as linhagens. Amostras controle foram
utilizadas para checar a atividade dos anticorpos utilizados. Na reagéo positiva, o anticorpo reage
com a toxina presém na amostra e se precipitam formando uma linha branca. A presenca dessa

linha, entéo, revela resultado positivo; enquanto que sua auséncia revela resultado negativo.

2.7.Producaoin vitro de hemolisina

A atividade hemolitica dos SCN isolados foi avaliadameio da semeadura dos micro
organismos em meio agar bdgefco), suplementado com 5% de sangue de ca@glosterior
incubacdo a 37°C por IBlh. ApOs esse periodo, zonas de hemodlise foram observadas e
relacionadas a capacidade de hemdlise pelmso-organismos. Uma zona translicida foi
rel aci onédcan-d isrea fuma zona e s v ehembbsa, érmuant® i rel a

aus°ncia de zona de -Hemdlse (Jundids, 2014)i relacionada

2.8.Teste de resisténcia aos antimicrobianos

Todas as amostras foram testadas quanto a resisténcia a antimicrobianos pelo ensaio de

difusdo de disco conforme as diretrizes do CLSI (2015). Os seguintes antimicrobianos e suas

respectivas concentra-»es foram pe©xpalinassadas: R
(leg), Cefoxitina (30¢g), Vancomicina (30¢g),
Clorafenicol (30gg), Gentamicina(10eg) e Tetr a:
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como sendo sensiveis, intermediarias ou resistentes aos astiiamos testados, de acordo com

CLSI (2015).

2.9.Analise hierarquica de clusters, teste guguadrado e andlise de correspondéncia

Uma analise hierarquica dkustersfoi realizada no SPSS.15.0 para Windows (Statistical
Package for the Social Science$SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) para identificar grupos de
amostras com 14 caracteristicas diferentes: fenotipicas (capacidade de fermentacdo de DNAse e
manitol), deteccade genes de toxinas (Enterotoxinas A, C, TSST ) gudeum sensingagr),
producdo de toxinas (OSP), atividade hemolitica, formacdo de biofilme (qualitativa e
guantitativa) e resisténcia microbiana (Oxacilina, Eritromicina, Penicilina e TetraciclinegsOu
caracteristicas avaliadas no estudo ndo foram utilizadas por apresentarem apenas um tipo de
resposta. A distancia euclidiana entre cada par de observacdes foi usada como um instrumento
para medir a similaridade entre os grupos e o método de agrupamerarquico de Ward foi
usado para agrupar amostras semelhantes (Hatralr2003; Pedroset al., 2016; 2018).

Uma andlise hierarquica dtuste envolve trés fases separadas. A primeira fase divide a
amostra total em subgrupos menores. A segunda fase verifica se 0s grupos séo significativamente
diferentes e teoricamente significativos. A terceira fase gera o peréiludsrs descrevendo as
caracteristicas de cada considerando as 14 caracteristicas avaliadas &899 Hair Jr.et
al. 2003. A selecédo do numero dtustersfoi realizada de acordo com Hair ét.al (2003), em
gue o exame foi conduzido até o ponto em que as varidtecerso foram reduzidas ao passar de
um numero menor para um namero maior de agrupamentos. O testeqoigud r ado (6| ) f
aplicado para avaliar as distribuicbes de frequéncia dessas 14 caracteristidasterssm um
nivel de significancia de 5% (kalr. et al 2003; Pedroset al., 2016; 2018).

A andlise de correspondéncia foi realizada no Sistema SAS para Windows 9.2 (Sistema
de Andlise EstatisticaSAS Institute Inc., Cary, NC, EUA), com nivel de significancia de 5%,

para visualizar a relacdo eqmas entre as seis caracteristicas significativas pelo teste-do qui
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quadrado, atividade hemolitica, formacao de biofilme (qualitativa e quantitativa) e resisténcia
microbiana (eritromiima, penicilina e tetraciclina@ osclusters Nesta técnica exploraiére
descritiva, essas caracteristicas elosterssdo representados espacialmente, compondo o mapa

perceptivo (Hair Jret al 2003; Pedroset al., 2016; 2018).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Caracterizacao fenotipica e identificacdo de espécie das amostras

Todas as amostras bacterianas foram confirmadas como sendo cocos Gram positivo e
catalase, coagulase e Dnase positivos, a excegdo de duas amosa@espraram resultado
negativono teste da Dnase. Um total de 68 amostras (89,47%) foram capazeseatgden
manitol no agar sal manitoA fermentagcdo de manitol € uma importante caracteristica de
Staphylococcus aureugmbora algumas amostras possam ser negativas no teste devido a
ocorrencia de fermentacéo tardia do manitol (Paiva, 19849ultados rgativos nos testes de
fermentacdo do manitol e de Dnase foram relatados também por Keteste(2010) ao
analisarem amostras clinicas d&taphylococcus aureusAs amostras presuntivas de
Staphylococcus auretiseram a sua confirmagéo ao nivel de esppela analise protedmica no
MALDI- TOF MS, na qual as 76 amostras apresent al

identificac@o da espécie como sei®laphylocococcus aureus

3.2.Producéo de biofilme

A producéoin vitro de biofilme foi analisada em CRA e em placke poliestireno. No
primeiro teste, 53 amostras (69,73%) foram caracterizadas como formadoras de biofilme. Na
placa de poliestireno, as amostras foram classificadas de acordo com a relagdo entre a DO do

controle e o0 DO das amostras estudadas em: ndendeléfl4 amostras =18,42%), fracamente
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aderente (56 amostras= 73,68%) e moderadamente aderente (6 amostras=7,9%). Ndo houve no
estudo amostras fortemente aderentes.

A producédo de biofilme é um importante fator pltogenicidadale Staphylococcus
aureusassociado a sua permanéncia no ambiente de processamento de alimentos e na persisténcia
desses microrganismos em biomateriais, como dispositivos médicos invasivos @eaker
2014; Gustafsoet al., 2015). Embora a formacéao de biofilmes seja amplasresttidada sob o
aspecto clinico, como em implantes e materiais médicos, poucos estudos tém sido relatados, até
agora, sobre a ocorréncia deste evento associado aos alimentos éSaht@914; Vazquez
Sanchezt al, 2014, Di Ciccicet al, 2015). Um biofilme pode ser definido como uma
estrutura comunitaria de células bacterianas protegida por uma matriz polissacaridica ou protéica,
produzida pelo préprio microrganismo, e aderente tanto a superficies bidticas quanto abioticas
(Simdeset al, 2010).Assim, a formacgéo de biofilme p&taphylococcuspp. representa uma
vantagem evolutiva ao miciarganismo, tento em vista que na forma de células sésseis, aderidas
em biofilmes, as bactérias resistem melhor as condi¢cdes desfavoraveis do ambiente, como
tratamentos com agentes antimicrobianos e sanitizantes, dessecacao e radiagatetdt(€ha
et al, 2013).

A estruturacdo de um biofilme é um pesso que envolve, basicamente, quédses
principais, sendo denominadas de fase de adesé&o, agregacdac@oatudispersdo. Estas fases
envolvem eventos que sao fisiologicamente diferentes entre si e requerem fatores de
patogenicidadespecificos (Figueiredet al, 2017). Na fase de agregacas pactérias passam a
secretar substancias que sado responsagkEisyanutencdo da adeséo e da camada que envolve o
biofilme. EmStaphylococcus aureus principal molécula responsével na adeséo intercelular é a
adesina intercelular polissacaridica (PIA) (Mathkal, 1996). PIA é um polimero parcialmente
desacetilado @ N-acetilglicosamina, que junto com outros polimeros, tais como os acidos
teicoicos, as proteinas e o DNA extracelular (eDNA), constitui a maior parte da matriz
extracelular deStaphylococcus aureu®rmadores de biofilme (Sugimotet al, 2018). A

biossintese de PIA é realizada por genes contidlmxnsica, que compreendem uma transferase
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N-acetilglicosaminai¢aAeicaD), uma desacetilase de PliggB), um exportador de PIAdaC)
e um gene reguladoicéR (Heilmannet al, 1996, Geke et al, 1998, Vuonget al, 2004).
Segundo Grinholet al. (2007), todas as amostras albergando o gene icaA, também abrigam icaD.
Assim, a detec¢do de um desses genes pode ser usado para determinar se a amostra € um produtor
potencial de biofilme.

Em nosso estudo, ndo houve a deteccdo dos gessicaB e icaC em nenhuma das
amostras. A auséncia desses genes em amostras formadoras de biofilme mositestasgere
a participagdo de outros genes na formacao de biofilme nas amosiiaploococus aureus
do nosso estudo. A literatura descreve a formacdo de biofilme em amositapligococcus
spp. pomecanismos independentes de PIA (Fasttet, 2014). Um destes mecanismaos envolve
a acdo uma proteina de superficie ligada a parede celuaapleylococcus aureahamada de
Bap (proteina associad#iofiime). Bap foi inicialmente descrito em amostrastphylococcus
aureusisoladas de casos de mastite, e ha evidéncias do papel de Bap durante a infec¢do de
glandulas mamarias bovinas (Vadleal, 2012; Spezialet al, 2014). Mutagénese por transposon
seguida de identificacdo do gene inativado mostrou que a proteina Bap esta envolvida na
formacédo de biofilme amostra & aureus/329 de mastite bovina (Cucaretta al, 2001). A
proteina de superficie C dstaphylococcus aureuéSasC) representa outro fator proteico
envolvido na agregacéo celular e na formacéo de biofilme. A expresséo deetaformacao
de agregados bacterianos, a maior adesdo ao poliestireaoneeato de formacéo de biofilme

emStaphylococcus aureSchroedeet al, 2009).

3.3.Deteccgédo dos genes codificadores de toxinas estafilococicas

NGs também avaliamos as amostraS deureugjuanto a deteccao da presenca dos genes
codificadores de toxinas por PCR e 26 amostras (34,21%) carrearam no minimo um dos genes
pesquisados. NOs observamos que 0s genes de maior ocofidmaomsea e tsstl (14

amostras=18,42%), seguido psec (duas arostras=2,63%) Uma amostra isolada de queijo
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apresentou 0s genseg sece tsst1 concomitantemente e outras duas amostras, uma isolada de
gueijo e outra de leite cru, apresentaram taeéguantatsst1l. Os geneseh sede seendo foram
detectados em nbumas das amostras do estudo.

SEA tem sido descrita na literatura como a principal enterotoxina envolvida em casos de
intoxicacao alimentar (Hennekinee al, 2012; Clarisset al, 2013), seguida por SED, SEB e
SEC (Hu e Nakane, 2014). Por outro [a8BE parece nao ter uma grande importancia nos casos
de intoxicacdo alimentar descritos no mundo (Caetat, 2002; Asaet al, 2003;Sophiaet al.,

2015) Na Franca, por exemplo, o primeiro relatcsdeo de intoxicagéo alimentar causada pela
SEEfoi descrito apenasonfinal de 2009 envolvendo um queijo fresco elaborado com leite cru
(Ostynet al,, 2010).

Do total de amostras portadoras do gezeesete amostras (50%) foram obtidas a partir
do QMA, quatro amostras (28,57%) do leite cru e trésstmas (21,43%) do sofermento. Em
relag@o as amostras portadoras do gegaima amostra foi isolada de QMA e outra de leite cru.
Ja em relacdasamostras portadoras do getsstl, seis amostras (42,86%) foram obtidas de
QMA, duas amostras (14,29%#¢ deite cru, uma amostra (7,14%) de sfamonento e cinco
amostras (35,71%) de manipuladores. A alta ocorréncitssté em amostradas obtidas de
manipuladores é preocupante, tendo em visto $juaureuspode se abgar na pele, trato
gastintestinal e nanas desses manipuladores e esses sitios se tornarem possiveis reservatorios
de distribuicdo de S aureus patogénidteriioeveret al, 2014. Estimativas da prevaléncia de
amostras gue codificatest1 em portadores saudaveis variam de 13 a 25%, indicando um grande
potencial de doenca, embora a incidéncia de casos seja relativamente #aikd qQ.000)

(Gaventaet al, 1989; Parsonnet al, 2005; Megevandt al, 2010; Lamyet al, 2012).

3.4.Expressd dos genes codificadores de toxinas estafilococicas

A Figura 1 mostra que do total de 30 genes detectados pelo ensaio de PCR, 25 genes

tiveram sua expressao relativa confirmada. NOs obs®mya auséncia de expressao em quatro
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genessea,presentes er8. aureusobtidos de trés amostras de queijo e de uma amostra de leite
cru, e em um gensst1 presente er. aureussolado de leite cru.

A expressdo dos genes das toxinas de cada amoststapleylococcus aureu®i
comparada com a expressao dos genes das toxinas de amostras controle positivo para o calculo
da quantificac&o relativa, considerando que a taxa de expressao relativa normalizada para cada
gene de toxina € igual a 1. No6s podemos observdigna 1 que apenas um gensstl
pertencente 8. aureussolado de manipulador (amostra 53) apresentou expressao superior a da
amostra controle, indicando um alto potencial toxigénico dessa amostra. Os demais genes
analisados no estudo foram de baixa expresafa@ondi¢cdes de crescimento analisadas, sendo
que o menor nivel de expressdo no estudo (aproximadamentez&® inferior ao nivel de
expressao do gene da amostra controle positivo) foi detectado neegee& aureusgsolado de

gueijo(amostra 41
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Figura 1. Nivel de expressao deeg tsstl e sec por amostrasde Staphylococcus aureus
! Amostra utilizada como controle positivo paeagentilmente cedidpela Fundacédo Ezequiel
Dias- Belo Horizonte, Minas Gerais

A baixa expressdo de genes toxigénicos Staphylococcus aureus a auséncia de
expressadoram descrita em demais estudos na literatura (Derzetlal 2009; Mérta et al,
2010; Martinset al, 2015). Sabse que a expressdo dos genes das toxin&sagdylococcus

spp. esté fortemente associada as condigfes de crescimento dorgacieno no meio, COMo

temperatura, pHtaxa de oxigénio, fase de crescimento microbiano e concentracdo de glicose
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(Regassat al, 1991;Derzelleet al, 2009 Tsutsuureetal., 2013). Além dissdpi demonstrado
na literatura que a transcricdo seaesta ligada ao estresse bacteriano, ao ciclo dedasa
Siphoviridae, familia de bacteri6fagos que abrigam a regidmatbgenicidadeue codifica a
SEA, e que a natureza polimérfica do profago afeta a expressidaele quantidade de SEA
produzida pelamostrebacteriana portadora do préfad@o(st e Betley 19945umbyet al2003,
Caoet al, 2012, Zeaket al, 2015. Assim, amostras portadoras aelo sealapresentam alta
expressao deeg enquanto as portadoras do akt@2apresentam baixa expressacsda(Cao
et al, 2012).

Por outro lado, axpresséo dos genes de outras toxinas estafilocécicas como SEB, SEC,
SED e TSST esta condicionadagiio de sistemas de transducéo de sinal de dois componentes e
a reguladores de transcricdo que modulam a expresséo de fajpaes@aicidademsS. aureus
como os sistemas AgsaeRSsigB, SarA e ROT(Cretenetet al, 2011;Andreyet al, 2015).

Assim a baixa expressao desses reguladores, influenciada por uma série de fatores ambientais e
por interacdes genéticas, é associada a perda substancial no nivel de transseh&ecleed

e tsstl e, portantg a baixa producdo destas toxingduécket al, 2008; Everet al, 2009;
Thoendekt al, 2011;Rudkinet al, 2012).

Importante ressaltar que a auséncia ou a baixa expressao dos genes das EE nas amostras
do estudo ndo exclui a possibilidadeedsas amostras produzirem uma grande quantidade de
toxina no alimento. Estudos tém demonstrado que em sistemas plancténicos, como 0s meios de
cultivo em calde utilizados no nosso trabalho, os mienganismos podem apresentar um perfil
de expressédo dos seus genes diferente do que apresentam em amhbidoéhslanes, como o
alimento, onde abactérias parecem se associar de maneiras distintas e ha uma prevaléncia de
interacdo celular por meio de sinalizacdo molecular (Etext, 2009; WallinCarlquistet al,

2010, Creteneet al, 2011; Valihrachet d., 2014). A respeito disso, Creteredtal (2011)
utilizando uma abordagem transcriptbmica para estudar a expresggamtodenicidadede
Staphylococcus aureusm uma matriz de queijo sob a influéncia ldgctococcus lactis

mostraram que a expressdo doAJoi levemente aumentada na matriz de queijo se comparada
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a expressao observada @bemically Defined Mdium (CDM),devido a presenca dembiente

acido e de maior estresse oxidatbapaz de ativar o profago codificadorsga

3.5.Producéoin vitro de toxinas estafilococicas

Nés também investigamos a producdo das toxinas pelas amostras do estudo por meio da
técnica de OSP. Neste ensaio, apenas duas amostra@tamieylococcus aureusima de
manipulador e outra de sefermento, foram produtores deSFT. A baixa frequéncia e até
mesmo a auséncia de ocorréncia de amostras produtoras deinoxitra sdo relatadas em
diversos estudos, inclusive de amostras isoladas de surtos e infec¢des clinicast(@y20a7;
Pedroscet al, 2016). Os autoredribuem a condicao de crescimento experimental do agente
microbiano e a baixa eficiéncia das técnicas de quantificacdo de toxinas estafilocdcicas em
detectar amostras bacterianade baixa producdo como justificativa para os resultados
encontrados. De fatesta presuncéo parece se consolidar no nosso trabalho, tendo em vista que
as duas amostras produtoras de TBSitro (12 e 53)foram aquelas que apresentaram maiores

niveis de expressao thst1 na qRFPCR.

3.6.Producéaoin vitro de hemolisina

Nés observamos 14 amostras (18,42%)Sdaphylococcus aureusr odut or as de
hemolisina, 29 (38,16%) de b hemolisina e 33 (4
(9 hem-1ise). Resul tados semel hant esrgdodeom mai or
U hem-1ise foram efla §£01d)iad analisaen a atividade hemolitida de
Staphylococcus aureisolados de diferentes produtos de origem animal.

As hemolisinas séo toxinas que auxiliam na invasdo celular, na evaséo a iespusta
do hospedeiro e estdo associadas as alteracdes patolégicas observadas durante o curso de

infecgBes estafilococicas (Otto, 2019)o nosso estudo, a maioria (61,84%) das amostras de
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Staphylococcus auredisram produtoras de hemolisinas (alfa ou heiajue revela o potencial
patog°®nico das amostras. A alta taxa de amostr
glébulos vermelhos de cavadejamintensamente afetados pela leucocidina, uma das proteinas

integrantes do sistema de dois componerddsxina gama (Dingest al.,, 2000).

3.7.Deteccdo do genagr (Sistema dequorum sensing

NOs observamos a presencaadeem 59 (77,63%) amostras 8&phylococcus aureus
O sistema Agr € o principal sistema de regulacéo de dois componentes envolvido na modulagéo
da expressado de fatores patogenicidadeem Staphylococcuspp. De forma geral, ele atua
estimulando a producéo de proteinas extracelulares, comotexdtfa, betahemolisina, TSST
1 e algumas enterotoxinas estafilococicas, e inibindo as proteinas assa@adede celular,
como as responsaveis pela formagédo de biofilme, em resposta a concentragdes crescentes da
molécula sinalizadora, o peptideo airtdutor AIP), codificada pelo genagr (Quecket al,

2008).

A auséncia dagrem algumas amostras 8taphylococcus aure(@2,37%), em especial
naquelas que expressaram o geysee seana gRFPCR e que foram produtoras de TSST no
ensaioin vitro, sugerem a ah¢do de outros sistemas georum sensingia modulacdo da
expressao dos fatores patogenicidadeesses miccor gani smos, como Sar A, si
De fatq a expresséo deeatem sido descrita na literatura como independentgde mutagdes
em algungeguladores negativos dest comosigB, sarA e, provavelmentept, para além de
estimulos ambientais (taxa de crescimento, pH e oxigénio), podem aumentar profundamente a
expressao de TSSI(Andreyet al2015). Da mesma forma, estudos tém mostrado a participagéo
de vias independentes dgr na modulacdo da formacao de biofilmes. Corroborando este fato,
em trabalho realizado por Benkeenal (2010), uma mutacéo darA,que codifica groteina
SarA, resiltou em uma menor capacidade de formacao de biofilme em todas as amostras clinicas

analisadas, independentemente do estado funcioaglrdas amostras.
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3.8.Perfil de resisténciaa antimicrobianosdas amostras

NOs nao observamos a presenca do gee@Anas amostras d8taphylococcus aureus
analisadas, assim como relatado por Masdirel. (2015), embora uma amosisaladade queijo
tenha apresentado resisténcia intermediaria & oxacilina no teste de difusdo deTalisco
observacdo pode ser devida fato de que embomecAseja o principal gene associado a
amostras resistentes a meticilina, outros genes cromossdmicos podem influenciam na expressao
dessa resisténcia, como os fatores essenciais para a resisténcia a mdéaniinéatbres
auxiliares(auX e alta resisténcia a meticilinan(f) (Peacock e Paterson 2018)¢m disso, alguns
recentes trabalhos associam o gereeC um homologo denecA ao fendtipo de resisténcia a
meticilina emStaphylococcus aurePatersoret al, 2014; Porrer@t d., 2014). Assim, nao é
incomum o relato damostras resistentes a oxaciliparém sem apresentaremgenemecA
(Mendongeet al, 2012 Melo et al,, 2014).

Todas as amostrasdo estudo foram sensiveis osa antimicrobianos
Sulfametoxazol/Trimetropin, Cefoxitina, Gentamicina, Vancomicina e Clorafenicol no teste de
difusdo de disco. Por outro ladods observamos resisténcia de quamneostras (5,26%) a
eritromicina, 21 amostras{®3%) a tetraciclina e 51 (67,11%) amostras a penicilina. Entretanto,
nenhuma amostra apresentonultirresisténcia (resisténcia a trés ou maislasses de
antimicrobianos diferentegpsfarmacos avaliado#\ baixa ocorréncia de amostras resistentes a
eritromicina também foi relatada por Janetlial (2015) ao estudarem o perfil de resisténcia
antimicrobiana d&taphylococcus aureisolado de leite e derivados em uma provincia no Iran.
As maiores porcentage de amostras (& aureusesistentes a tetraciclina e & penicilina no nosso
estudo eram esperadas, devido ao fadoestes antimicrobianos serem usados de forma
generalizada e indiscriminada no controle e tratamento das principais infeccbes em egloracd

leiteiras (Jamalet al, 2013).

83


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4204949/#B13

3.9.Andlise hierarquica decluster

As 76 amostras foram agrupadas em seis grupos de acordo com caracteristicas fenotipicas
(DNAse e capacidade de fermentacdo de manitol), producdo de toxinas (Enterotoxinas A, C,
TSST e OSP), atividade hemolitica, formacao de biofilme (qualitativa e gtiga}itaresisténcia
microbiana (Oxacilina, Eritromicina, Penicilina e Tetraciclina) (Tabela 2). As distribuicbes de
freqiénciadoslustersd i f er i ram quanto ~ atividade hemol 2t
de biofil me quali toadtO0i)ve (qajant itlatdé/,a Ke3 O 65,
eritromicina (6] = 86, 29; P <0, 001), " penic

72,00; P <0,001). No entanto, as distribuices de frequénciaddersndo diferiram para DNAse

(6] = 9, 48; P = 0,09), capacidade de fermenta- «
enterotoxinas A (6] = 1,07; P = 0,96), C (6] =
(6] = 5, 38; P agr(®,)3 %) 3, Pedse Pt O®@dd5) exaeilina
=0,75).

Tabela 2Perfil de clusters baseado em caracteristicas fenotipicas (capacidade de fermentacao de
DNAse e manitol), producéo de toxinas (Enterotoxinas A, C, TSST e OSP), atividade hemolitica,
formacdo de biofihe (qualitativa e quantitativa) e resisténcia microbiana (Oxacilina,
Eritromicina, Penicilina e Tetraciclina)
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- Fendtipo Enterotoxina Genodtipo . Formagao debiofilme Resisténcia Microbiana
Cluster N lzl;/z)e;s b Fermentag&o ﬁ‘tlv'dﬁqe o o » . o L
nase do Manitol A C TSST OSP AGR emolitica Qualitativa Quantitativa Oxacilina Eritromicina  Penicilina Tetraciclina
0 0 0 80 100 60 100 0 80 40 0 100 100 0 80
1 5 1 100 100 20 0 40 0 100 20 60 60 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 20
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 40 0 0 0 0
0 5 9 82 95 73 100 18 27 14 9 100 82 100 100
2 29 1 95 91 18 5 27 0 82 36 86 91 0 18 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 36 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 10 80 100 80 100 30 15 35 25 100 100 0 0
3 20 1 100 90 20 0 20 0 70 40 65 75 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 45 0 0 0 0 100 100
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 19 81 95 90 90 29 0 52 33 95 100 0 100
4 21 1 100 81 19 5 10 10 71 38 48 67 5 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 62 0 0 0 0 100 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 25 0 100 100 100 100 0 0 0 0 100 75 100 100
5 4 1 75 100 0 0 0 0 100 75 100 0 0 25 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 25 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0
0 0 0 75 100 100 100 25 25 0 0 100 0 0 100
5 4 1 100 100 25 0 0 0 75 25 100 100 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 50 0 0 0 100 100 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste X2 9,477 3,202 1,066 1,578 5,642 5,380 3,967 22,567 11,658 65,721 2,654 86,291 76,000 71,999
Valor de p® 0,091 0,669 0,957 0,904 0,343 0,371 0,554 0,012 0,040 <0,001 0,753 <0,001 <0,001 <0,001
aNivel 0 é negativo e 1 é positivo para DNAse, fermentacdo de manitol, producéo de enterotoxinas, deigcedodeor ma- «o qual i tativa de biofil

hemolitica; O nivel 0 é ndo aderente, 1 é fracamente aderente, 2 € moderadamente aderente e 3 é fortemente aderagiie paanfdativa de biofilme; O nivel 0 é sensi/@ intermediario
e 2 é resistente a resisténcia microbjamimeros em negrito foram significativos pelo teste deqgaidrado ao nivel de 5% de probabilidade.
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A anadlise decorrespondéncia foi utilizada para visualizar a relacao entre chsstsrs

formados com a atividade hemolitica, a formagdo de biofilme (qualitativa e quantitativa) e a

resisténcia microbiana (eritromicina, penicilina e tetraciclina) por meio do mapa perceptivo

resultante (Figura 2). As duas primeiras dimensdes deste mapa explkeh7 % da variabilidade

dos dados experimentais.

1,2

ErytR |

06 -
0,8 |

1,0

-1,2

1,0 |
0,8 |
0,6 |
= 1 6|
g 04 i
Q9
& 0,2 :
~ _CRp
P — PenR.............., €aHy - Bippp R 1
’ 3 CRA- CIHB
'g TetraR B s
g 02 -
E
2 04 |

TetraS

0,2 0,0
Dimension 1 (39,1%)

12 1,0 0,8 0,6 04

0,2

0,4

0,6 0,8 1,0 1,2

Figura2. Mapa perceptivo da analise de correspondéncia entre atividade hemolitica, formacéo de
biofilme (qualitativa e quantitativa) e resisténcia microbiana (eritromicina, penicilina e

tetraciclina) eosclusters

Legenda: C1: Clusterl; C2:Cluster2; C3: Cluster3; C4: Cluste 4; C5:Cluster5; C6: Cluste
Hb :

atividade hemol 2tica U;

At i

6; HU:

vi dadeambsganodo2 t i ca b;

produtoras de biofilme; CRA +: amostfa®dutoras de biofilme; B biofilme ndo aderente; B +: biofilme
fracamente aderente; B +++: biofilme fortemente aderente; ErytS: sensivel & eritromicina; Erytl:
intermediério & eritromicina; ErytR: resistente & eritromicina; PenS: sensivel & perfeini; resistente

a penicilina; TetraS: sensivel a tetraciclina; TetraR: resistente a tetraciclina.

O perfil de cadacluster pode ser descrito e discriminado pelas suas principais

caracteristicas (Tabela 2 e Figura 2xl@sterl mostrou uma quantidade consideravel (40%) de

amostras ndo produtoras de biofilme com producdo de enterotoxina TSST e de biofilme

fortement e aderent e, e

a

ma i

oria das amostras

resistente apenas a penicilina. dbister 2 foi formado por amostras sensiveis a todos o0s

antimicrobianosavaliados nesta analise. custer 3 foi composto por amostragsistents a

penicilina e foi o Unico grupo de amostras resistentes a tetraciclina. Eles também maostiaram

guantidadeconsideravel (40%) de amsotras ndo produtoras de biofilme cochester 1. O
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cluster4 foi o Unico a mostrar uma quantidade consideravel de amostras ndo produtoras de
biofil me (52%) com produ-«o de biofil % n«o ad
Eles também eram resistentes apenas a penicilina catuste 1. O cluster5 foi 0 Unico a

mostrar uma producgdo de biofilme fortemente aderente e a maioria das amostras com atividade
hemol 2tica b. El es f oram f or raetiticrabianpsoomooa most r as
cluster2. Ocluster6, por fim, foi resistente a penicilina e o Unico grupo de amostras resistentes

a Eritromicina.

4. CONCLUSOES

As amostras d&taphylococcus aureusoladas de QMA, leite cru, soro fermento e
manipuladores de Campo das VertenB®zil apresentaram potencial toxigénico, com maior
prevaléncia deeaetsstl, embora tenham sido genes de baixa expressao. Entretanto, o biofilme
foi o principal fator depatogenicidadeencontradopois mais da metade das amostras foram
formadoras de biofilme nos ensaios realizados. Por outro lado, nenhuma amostra portou o gene
mecAnem apresentou padrdo de multirresisténcia aos antimicrobianos de uso comum nas

medicinas eterinaria e humana testados.
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Capitulo 3
Diversidade clonal deStaphylococcus aureusolados de leite cru, soro

fermento, manipuladores e queijo Minas artesanal da regido de Campo

das Vertentes, Brasil
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1. Introducédo

Staphylococcusaureus € um dos agentes patogénicos mais encontrados em queijos
elaborados com leite cru no mundo, incluindo o queijo Minas artesanal, um dos queijos mais
populares e consumidos no Brasil (Caratcal, 2002;EFSA, 2010;Sophiaet al, 2015) A
presenca dS&taphylococcus aureus produto final € associada principalmente ao uso de leite
cru obtido de animais com mastite no rebanho, mas também ao uso dermserdo,
popul armente conheci do ¢ o mo -ofggnismogeadesenca dent a mi
manipuladores portadores assintomaticoStaphylococcus aure(§lartinset al, 2015; Castro
et al, 2016; Johler et al, 201§. Estimase que cerca de 30 a 50% da populagBoga
Staphylococcus aurens: pele, na orofaringe e nas narinasses sitios podem se tornar possiveis
reservatorios de distribuicdo 8eaureugpatogénicos no ambiente (Verhoewtral, 2019.

Ha uma grande preocupacao associada a preseStaptglococcus aurem® alimento,
tendo em vista que algumdsihagers em condigbes ideais de crescimento produzem
enterotoxinas termoestaveis, responsaveis pelo quadro de intoxicacao alimentar no homem (Ono
et al, 2015). Além das enterotoxingtaphylococcus aureuscapaz de produzir uma série de
fatores dgpatogenicidde que levam ao desenvolvimento de diferentes doencas no homem e no
animal, como a endocardite, a pneumonia e a sindrome do choque toxico éBabyw2014, Liu
et al, 2015).

A tipificacdo epidemiolégica de isolados bacterianos é util na elucidacafmmias
envolvidas na disseminacdo de surtos alimentares e de infec¢des, além de auxiliar na
determinacdo da extensdo destes eventos e na elaboracdo de medidas de controle (Maccannell,
2013). Ao longo dos anos, muitos métodos de tipificacdo baseados eabansi@gem genémica
foram desenvolvidos par8taphylococcus aureusEmbora a eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE) seja reconhecida como o padrdo ouro, sobretudo nos estudos de
microepidemiologia, abordagens baseadas em sequéncias de DNA tém sdotares
frequentes, por gerarem uma tipificacdo inequivoca cujas sequéncias obtidas podem ser

comparadas entre laboratérios e ao longo do tempo éRaks, 2 0 0 Setal, 204 Alesse
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sentido, destacaise a tipagem de sequéncia multilocus (MLSjl)e é um método baseado no
polimorfismo de sequéncia de fragmentos de sete genes conserv&iaglgéococcus aureus
e a tipagem da proteina A, a qual avalia as repeticdes presentes apenas na regiao spdo gene
(Chambers e Deleo 2009

O método de fiificacdo da proteina A, baseado no sequenciamento de DNA de um
Unicolocus ® de mais f8gcil execu- «o0 e etale20l®sA di spend
regido X é constituida por um namero variavel de repeticdes de 24 pb flanqueadas por regides
bem onservadas e sua diversidade advém da ocorréncia de duplicagéo, insergéo, delecdo das
unidades repetitivas, como também de substituicdo e mutacdes pontuais destas, sendo
demonstrado que estasedem em muito os eventos de recombinac¢a®.emareusEssemétodo
de tipificacaobaseado em sequéncia ldeus Unico combina varias vantagens técnicas, como
rapidez, reprodutibilidade e portabilidade. Além disso, devido a sua estrutura repelitotws o
spaindexa simultaneamente micro e macrovariagdes, peduitinuso de tipagem dgpaem
estudos epidemioldgicos locais e globais, sendo comumente utilizado em investigacdes evolutivas
clonais deStaphylococcus aureKoreenet al,, 2004; Hallinet al, 2007; Strommengest al.,
2008). Estudos tém demonstrado Wroa correlacdo entre os agrupamentos clonais determinados
pelo MLST e os respectivos tipos dpa e em alguns casos até mesmo um maior poder
discriminatério despaem relagdo ao MLSTRodriguezet al. 2 0 1 5et al, Q@A 6).aAEm
disso, a subtipagede amostragie S. aureusresistentes a meticilina (MRSA) provou ser quase
tao discriminatéria quanto a PFGE (Shoptial, 1999; Koreeret al, 2004; Deurenberet al,
2007).

A tipificacdo deStaphylococcus aureyelo método de reacdo em cadeia da polimerase
baseada em sequéncia repetitivas de elementos?QRp representa uma técnica de facil
execucdo em contraposicdo a métodos que exigem equipamento especializado inatingivel para
laboratorios clinicos de rotin&sse método utilizarimersdirecionados a sequéncias repetitivas
intercal adas no g eetaln2d10)dNesse semtidot CRMEIE@RG) tenG v e ¢

sido descrito na investigagdo da diversidadeStghylococcus aureusolados de diferentes
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fontes e é considerado comparavel com os descritos acima para diferentes espécies bacterianas,
incluindo Staphylococcus aureisMa n ga e Vy IRedtigddzedal,2012).0 1 2 ;

Uma alternativa aos métodos de tipificacdo baseados em sequéncias genbmicas é a
tipificac@o de isolados bacterianos por uma abordagem protebmica, a partir da analise do perfil
de proteinas de uma célula bacteriaBadhalet al, 2015. A técnica denominadMatrix
Associated Laser Desorptidonization - Time of Flight (MALDI-TOF MS associada a
espectrometria de masBa recentemente destacadamo um método de tipificacdo poderoso
apropriado para estudos de epidemiologia local e global, suficientemente reprodutivel e sensivel
paraexaminar de forma rapida a evolugédo dos fenotiputerianos existentes ou emergentes
(Berrazeget al. 2013; Mencacciet al, 2013; Kimetal., 2017). Além disso, embora o custo da
instrumentacdo do MALDTOF MS seja comparavel ao de uma maquina de sequenciamento, 0s
custos de operacgédo e de materiaisaesumo sdo consideravelmente menores se comparados aos
métodos gendmicos de sequenciamento (Barbueldhie 2008).

Assim, o objetivo do nosso trabalho foi investigar a diversida&agdnylococcus aureus
isolados de diferentes fontes de queijaridssanais na regido de Campo das Vertentes, Minas
Gerais, Brasil, por meio de diferentes métodos de tipificacdo. A comparacado do perfs.entre
aureusde diferentes agens (leite cru, manipuladoresorefermento (pingo), queijo Minas
artesanal, propriedades) é util na compreensdo do papel destas fontes como reservatorio de
linhagens patogénicas e dos aspectos epidemiolégicos envolvidos na disseminacdo desse
patdgeno. Além disso, objetivamos comparar a concordancimder discriminatério e a

tipabilidadeentre os métodos de tipificacdo aplicados no estudo.

2. Material e métodos

2.1.Extracdo de DNA
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A extracdo de DNA foi realada a partir de cultura recésultivada em caldo BHI por
meio da metodologia adaptada descrita pordtah (1995), com substituicdo do tampéo fosfato
salino (PBS pH 7,2) por tampéo tEDTA (TE pH 8.0) e 1mL de cultura centrifugada s0D8g
por 10 minutos. O sobrenadante foi i@&dio e o sedimento lavado com 200 pL de TE (pH 8.0),
homogeneizado e centrifugado por 13000 g por 5 minutos. Esse procedimento foi repetido duas
vezes. O pellet obtido foi ressuspendido em 50 uL de TE (pH 8.0). A suspensédo de células foi
entdo submetida &rfvura direta a 95°C por 15 minutgeen seguidacongelada totalmente por
aproximadamente 30 minutos. Por fim, foi homogeneizada, centrifugad208 §i3or 5 minutos
e 0 sobrenadante contendo o DNA liberado foi estocadf°&€. Staphylococcus auredsTCC

25923 foi utilizado como controle positivo.

2.2.ldentificacdo molecular das amostras

A identificagdo deStaphylococcus aureyseviamente realizada por testes fenotipicos
foi confirmada por meio de PCR do genee 16S rRNAseguindo oprimerse as condi¢des de

amplificacdo descritos por Sasakial (2010) e Monday e Bohach (1999), respectivamente.

2.3.Tipificacao pelo método de amplificagdo e sequenciamente spa

Para a amplificac@o e sequenciamento da regido polimorfica X deggenés sguimos
o protocolo de Harmsesat al. (2003). As reacdes de sequenciamento foram realizadas utilizando
o termociclador ABI 3500 (Applie Biosystems, Foster City, CA, EUA) e o progsmadyping
plugin da BioNumerics 7 softwar§Applied Maths Kortrijk, Bélgica) por meio do banco de
dadosSeqNet/Ridom Spa Servéttp://www.spaserver.ridom.de/) foi usado para a analise das
sequéncias e atribuigbes dos tipospa A construcdo do dendrograma erdimimum spanning
trees(MST) também foi realizada pelo prograspa typing plugirda BioNumerics 7 software
(Applie Maths).

98



2.4.Tipificacdo pela técnica de repCR

A técnica de refPCR Repetitive element sequertzsed polymerase chain reactjdai
realizadgpor metodologia proposta por Swetcal (2010) utilizando o oligonucleotideo (GT&)
comoprimer- (5' GTG GTG GTG GTG GT&"). Os perfis de DNA obtidos pelo (GTEHCR
foram analisados pelo programa GelJ 2.0 conforme descrito por élexb$2015). Os valores
de similaridade genética foram calculagelo coeficiente de Pearson e utilizados para gerar um
dendrograma de similaridade pelo método UPGMMweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mea Amostras com perfis semelhantes de &ih@erprinting (semelhanca

superior a 90%) foram consideradgeneticamente relacionadas.

2.5.Tipificacao protedmica

As amostras foram submetidas a técnicddérix-Assisted Laser Desorption lonization
(MALDI) -time of flight(TOF)Mass SpectrometiiviS) e os espectros gerados foram analisados
usando o MALDI Biotper 3.0 (Bruker Daltonik, Billerica, MA, USA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Baseasglmos valores obtidos da comparacdo de pares de
diferentes espectros, um dendrograma MSP foi gerado usando o método padrdo de criagcdo
BioTyper MSP, permihdo a visualizagdo de semelhangas entre os perfis de espectiost€s

foram entdo detalhados e analisados de acordo com nivel de distancia arbitrario de 250.

2.6.Concordancia

A concordancia mede a probabilidade de dois sistemas de tipificacdo diferentes
concordarem se um par denostras selecionaslaleatoriamente € do mesmo tipo ou de tipos

diferentes. Assim, concordancia, expressa em porcentagem, corresponde a proporg® de pa
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para os quais os dois métodos estao de acordo. Um valor de concordancia de 1 indica que os dois
sistemas de tipagem sempre concordam em como classificar um par de isolados; um valor de
concordancia de 0 significa que os dois sistemas de digitacacesgisgmrdam. As estimativas

de concordéancia entre os tipos siga (GTG) e MALDI-TOF foram avaliadas conforme

Robinsoret al(1998).

2.7.Poder discriminatoério

O indice discriminatorio (ID) mede a probabilidade de um método de tipificacao atribuir
um tipo dferente a duaamostrasleatoriamente amostradas de uma populagdo microbiana. Um
ID de 1 indica uma comunidade completamente diversa, enquanto um ID de O indica uma
comunidade composta inteiramente de um unico clone. IDs foram calculadepa BT G) e
MALDI -TOF por meio do indice de diversidade de Simpson conforme Hunter e Gaston (1988) e

os intervalos de confianga como descrito por Grundreaah (2001).

2.8.Tipabilidade

A tipabilidade diz respeita propor¢cédo de amostras que sdo atribuidas apmptir um

sistema de tipificacéo e foi calculada conforme descrito por Struelens (1996).

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1.Identificacdo genética das amostras

Todas as 76 amostras identificadas bioquimicamente c®taphylococcus aureus

tiveram identificacd@onfirmada pela PCR para amplificacdo do gene da termonuchesase (

do genel6S rRNAO gel da figura 1 apresenta as bandas especificas compativés @oraus
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Figura t Gel com as bandas especificas compativeisStaphylococcus aure(859 pb gene
nuce 228 pbgenel6S rRNA. Ladder de 100 bp

3.2.Tipificagcdo pelo método de amplificacdo e sequenciamente spa

Do total de 76 amostrade Staphylococcus aureumnalisadas, foi possivel realizar a
amplificagcdo da regido X do gene plateina A de 74 amostras e o tamanho de bandas obtidos
foi entre200 e 450 bigFigura 2). As 74 amostras sequenciadas no estudo foram agrupadas em
13 tipos despadiferentes (Figura 3). Em sedenostras analisadas, o Bionumerics néo foi capaz

de determmar o tipo despg sendo essas sequéncias determindelaisiknown

Figura 2. Resultado da amplificacéo da regido X do gene da prétdiadderde 100pb.
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A alta diversidade genética encontrada no nosso estudo indica que a contaminac¢ao do
produto final (queijo Minas artesanal) c@naureugpode ter dgem em diferentes fontes. De
fato, no nosso estudo, um mesmo tipcspafoi detectado em fontes diferentes dentro de uma
mesma fazenda, como é o caso do t605, t267 e t521, o que corrobora essa afirmativa. Por outro
lado, alguns tipos dsepaforam dete@dos exclusivamente em um Unico tipo de fonte e de
fazenda, como o gendtipo t3992 detectado exclusivamente no queijo da fazenda E, o t15371
identificado somente em queijo da fazenda B, o t010 identificado exclusivamente em queijo da
fazenda D e 0 t2066 ap&s em queijo da fazenda H, revelando uma adaptacéo destes genotipos
a realidade local de producao do QMA nas fazendas supramencionadas.

O gendtipo de maior frequéncia no estudo foi o t605 (27%), seguido pelos tipos t002
(10,8%) e t521 (9,5%]Gréafico ). O tipo t605 foi predominante em amostras de queijo,
encotrado nas fazendas A, |, G e H, seratoltém detectado em amostras de leite (fazendas A
e ) e desorofermento(fazendas E e HFigura 3) A maior prevaléncia de t605 no nosso estudo
sugere que &3 gendtipo possa ser endémico na regido estudada.

t605
to02
Unknown
t521
t267
t3992
t127
t189
t122
t242
tO10
t2066
t15371
t14032

CENOOENENODONE

Gréfico 1.Minimal spanning treéMST) de 74 amostras d&aphylococcus aurewnalisadas
por spa typingde acordo com os genétipos identificados
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Em estudo realizado em trés diferentes plamtasessadoras de queijo Minas frescal no
Estado de S&o Paulo, Brasil, o genotipo t605 foi detectado com alta frequéncia e em amostras de
todos os laticinios, a semelhanca do nosso esRaldrigueset al, 2017. Rabelloet al. (2007)
ao estudaBtaphylococcus aureysovenientes de mastite bovina no sudeste brasileiro relatou o
tipo t605 como o mais frequente em seu estudo. Alies3ousaet al (2007), Silvaet al. (2013)

e Bonsaglieet al (2018) também relataram a alta prevaléncia de t605nersteas de leite no
rebanho brasileiro, concluindo que este genétipo parece ser melhor adaptado ao hospedeiro das
regides avaliadas.

A semelhanca do nosso estudo, em trabalho realizado pogtlalo2018, o gendétipo
t002 foi osegundo de maior ocorréacf1055%) enStaphylococcus aureisnlados de amostras
clinicas e de alimentos na China. No nosso estudo, este gendtipo foi predominante em amostras
de queijo (fazendas B, C e,Eendo também detectado em leite cru (fazendas B e E).

O terceiro gendtipmais frequente em nosso estudo, o t521, foi encontrado em leite cru,
queijo e pingo da fazenda I, revelando a disseminacdo deste gendtipo na cadeia produtiva do
queijo Minas artesanal desta fazenda. A semelhanca dos nossos resultados, em estudo realizado
ao longo do processo de producédo de queijo elaborado com leite cru em laticinios artesanais na
Italia, Johleret al (2018) identificaram o gendtipo t521 em amostraStdphylococcus aureus
isolados de queijo artesanal e steomento.

O gendtipo t267di quase que exclusivamente detectado apenas na fazenda B, sendo
isolado de queijo, manipulador e leite desta fazenda. A identificagéo deste genotipo em diferentes
fontes dentro da cadeia de producdo do queijo Minas artesanal sugere a ocorréncia de
contamnacao cruzada. A identificagdo do mesmo tipsieemS. aureusle origem humana e
animal ainda demonstra a possivel disseminacdo entre estes dois reservatérios. Estes achados
reforcam a importancia da qualidade microbiolégica do leite cru e da higisseapelo
manipulador na qualidade microbiolégica final do queijo Minas artesanal.

O tipo t267 também foi isolado ao longo do processo de producéo de queijo elaborado

com leite cru em laticinios artesanais na Italia, sendo detectao@ssa coagulagaasalmoura,
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na bancada de maturacédo e no queijo (Jatlat, 2018). Este gendtipo foi descrito por Aires
de-Sousaet al (2007) como predominante no rebanho de vacas com mastite no Brasil. Além
disso, tem sido considerado um possivel clone ancestraltdes dipos despaenvolvidos na

mastite clinica bovina na india, além de se associar ao primeiro relato de resisténcia a vancomicina
emStaphylococcus aureisolado de leite bovino neste pais (Migtaal, 2013; Bhattacharyyet

al., 2016).

O tipo t189 foi identificado apenas em manipuladores da fazenda H. Este gendtipo tem
sido associada alta ocorréncia de identificacdo em portadores persistentemente colonizados e
tem sido comumente isolado de infec¢ées humanas no Sudeste Asiagtal(H2015). Estudos
demonstram que a maioria das contaminag¢des das maos é atribuivel a contaminagdo cruzada de
manipuladores persistentemente colonizadosSpaphylococcus aureugue presumivelmente
contaminam o meio ambiente (Kishimabal, 2004; Wereim et al, 2005). Isso enfatiza a
importancia do achado deste gendétipo em manipuladores no nosso estudo e a necessidade de
praticas adequadas de limpeza e de desinfeccao do ambiente, além da necessidade de lavagem
das maos, ou de uso adicional de luvasascaras por manipuladores de alimentos para reduzir
a transmisséo deste mievoganismo a outromanipuladores de alimento

Outros dois gendétipos identificados no nosso estudo também foram exclusivamente
obtidos de manipuladores do queijo Minas artakant242, identificado em manipuladores das
fazendas E e D, e 01122, isolado de manipuladores das fazendas A e C.

O t242 é um clone epidémico humano comum e é considerado o tippadeais
prevalente em amostras clinicas na América (Asaddtadl, 2018). Este gendtipo foi associado
acausa mais comum de infeccéo hospitalar no Cart2latéstiansonet al. 2007), além de ser a
amostramais comumente encontrada kumanos infectadasos Estados Unidos (Tenowdral
2008).

Em nosso estudo, o tipb4032 foi identificado em apenas uma amostra defsonento,

e este parece ser o0 primeiro relato deste genétipo neste produto no mundo. Em consulta ao banco

de dadosseqNet/Ridom Spa Servbttp://www.spaserver.ridom.de/), hd um Unico registro deste
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gerdtipo no sistema, sendo este tipo descrito cama amostrade Staphylococcus aureus

susceptivel & meticilin@ISSA).

3.3.Spa x (GTG)- Poder discriminatério, concordancia e tipabilidade

Todas as amostras analisadas foram tipificaveis utilizando o inic{&ldB) e os
produtos de PCR variaram entre 250 e 5.000 pb. Assim, a tipabilidade pelo @&@&dd@00%)
foi superior aspa tying (97%), no qual duas amostras nao foram atribuidastipo especifico

(Tabela 1).

Tabela 1. Tipabilidade, nivel de classificacdo, poder discriminatério e concordancia dos métodos
de tipificacdo GTG5, SPA typing MALDI TOF- MS) aplicados as amostras d&étaphylococcus

aureus
Técnica Tipabilidade Nivel de Poder Concordancig
(%) classificagdo discriminatdrio
N° Mais (95% IC) (GTG)5 SPAtyping MALDI
frequente TOF- MS
(%)
(GTG)5 100 19 12 0,926 (0.907- 0,735 (0,65t 0,310 (0,212
0.945) 0,819) 0,408)
SPA typing 9P 16 27 0,893 (0,849 0,509 (Q422- 0,294 (0,210
0,937) 0,596) 0,378)
MALDI 100 12 36 0,755 (0,703 0,094 (0,053 0,128 (0,071
TOF-MS 0,807) 0,136) 0,186)

2Duas amostras ndo foram atribuidas a um tipspde O indice Discriminatério (indice de Diversidade

de Simpson) e seus intervalos de confian¢a foram calculados usando uma ferrastiratdesenvolvida

por Pintoet al (2008) °A concordancia (coeficiente de Wallace) e seus intervalos de confianca foram
cdculados com base nas 74 amostras tipificadas por todos os métodos, utilizando uma ferralimenta on
desenvolvida por Pintet al (2008)
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A maioria das amostras mostrou um perfil de impressdes digitais proximo, revelando um
alto grau de similaridadgenética (Figura 4). Contugda variabilidade na presenca de algumas
bandas influenciou a analise final clastere 19 agrupamentase formaramconsiderando um

ponto de corte de 90% de similaridade genética, sesxlasiess 3 e 5os mais frequentg(12%).
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Figura 4.Dendrograma das amostrasStaphylococcus auregela técnica deep-PCR.
Assim como nospa typing um mesmo perfil foi encontrado em diferentes fontes e

fazendas no nosso estudo, revelando a importancia da microbiota das fpetéassleite e
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