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RESUMO

A contaminacdo microbiolégica de alimentos tem sido alvo de constantes mudancas
nos procedimentos de controle higiénico sanitario na producéo de alimentos e as empresas
necessitam de um controle de qualidade eficaz e eficiente em todo processo produtivo,
sendo o hindmio tempo/temperatura um dos controles, que deve ser 0 mais rigoroso
possivel para o acompanhamento deste tipo de servico. Os Staphylococcus sao micro-
organismos cada vez mais associados a intoxicacdes alimentares, devida a producdo de
enterotoxinas. Estirpes multirresistentes, principalmente o MRS (Staphylococcus spp.
Resistente a meticilina) tem cada vez mais sido isolados e descritos em infec¢des humanas,
e sdo um problema grave de saude publica. Este trabalho teve como objetivo determinar a
prevaléncia e detectar fatores de viruléncia e resisténcia de Staphylococcus spp.isolados de
amostras de alimentos produzidos em uma cozinha industrial de uma rede de
supermercados do Rio de Janeiro, bem como dos respectivos utensilios e superficies de
manipulacdo utilizados no preparo dos mesmos, e analisar a presenca de genes
codificadores da enterotoxina estafilocéccica H (seh) e de resisténcia a antimicrobianos
(mecA). Foram coletadas 50 amostras entre janeiro e margo de 2016. Apds o isolamento
dos micro-organismos, conforme preconizado na IN62, foram realizadas a caracterizacao
das amostras através de identificacdo a nivel espécie dos isolados por MALDI-TOF MS, a
identificacdo dos genes seh e mecA, pelo método de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Das 50 amostras analisadas, 45 (90%) foram positivas para presenca de
Staphylococcus sp.. Quatro amostras ndo pertenciam ao género Staphylococcus, sendo que
das 41 amostras pertencentes ao género, 37 foram identificadas a nivel de espécie, sendo
que 40 amostras eram Staphylococcus coagulase-negativo (SCN), e apenas uma era
coagulase-positiva (SCP), sendo identificada como Staphylococcus aureus. Das 40
amostras de SCN, 16 eram S. saprohyticus (40%), sendo a espécie mais encontrada dentre
este grupo. A identificacdo das espécies pela técnica de MALDI-TOF MS demonstrou ser
acurada, pois apenas 4 (9%) foram identificadas apenas a nivel de género. 13 amostras
foram positivas para o gene mecA, e foram consideradas resistentes pela técnica de
screening em Agar com oxacilina. O gene seh fora detectado em uma amostra de isolada de
fatiadora de frios. Conclui-se que os SCN encontram-se disseminados no ambiente, e
podem carrear genes associados a resisténcia e precisam ter maior atencdo no que diz
respeito a sua deteccdo em alimentos.

Palavras — chave: Staphylococcus, Contaminac¢do microbioldgica, MALDI TOF MS,

Resisténcia a meticilina, mecA, Enterotoxina H
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ABSTRACT

Food microbiological contamination has been the subject of constant changes in sanitary
control procedures involving food production, and companies needs an effective and efficient
quality control throughout the production process, and the binomial time / temperature of
these controls should be as thorough as possible to monitor this type of service.
Staphylococcus are microorganisms which are increasingly associated with food poisoning,
due to the enterotoxins production. Multiresistant strains, mainly MRS (Methicillin-resistant
Staphylococcus spp.) has increasingly been isolated and described in human infections,
being a serious public health problem. This study aimed to determine the prevalence and
detection of virulence an resistance factors of Staphylococcus spp. Isolated from food
samples produced in an industrial kitchen of a supermarket chain in Rio de Janeiro, and the
respective manipulation surfaces and utensils used in the preparation of them, and detection
of staphylococcal enterotoxin H (seh) and antimicrobial resistance (mecA) encoding gens.
50 samples were collected between January and March. After of microorganisms isolation,
as established in IN62, microbial species level identification by MALDI-TOF MS were
performed , as well as detection of she and mecA gens, by polymerase chain reaction
(PCR). 45 of 50 samples analyzed (90%), were positive for the Staphylococcus sp.
presence. Four isolates did not belong to Staphylococcus the genus, and 41 isolates of the
genus, 37 were identified to species level . 40 isolates were coagulase-negative
Staphylococci (CNS ), and only one was coagulase-positive (CPS), and identified as
Staphylococcus aureus. 16 from the 40 SCN isolates were identified as S. saprohyticus
(40%), the species most frequently found among them. Species identification by MALDI-TOF
MS technique proved to be accurate, due to the fact that only 4 (9%) isolates were identified
at the genus level only. 13 samples were positive for the mecA gene, and were considered
resistant by the oxacillin screening agar test. The SEH gene was detected in an unique
isolate, from a slicer machine. It is concluded that SCN are widespread in the environment
and may carry virulence and resistance-associated genes, and need more attention about
their detection in food.

Keywords: Staphylococcus. Microbiological contamination, MALDI-TOF MS,
Methicilin-resistance, mecA, Enterotoxin H.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), doencas transmitidas por
alimentos (DTAs) séo definidas como doencga de natureza infecciosa ou toxica causada pelo
consumo de alimentos ou 4gua contaminada (LOIR et al., 2003).

Os alimentos podem sofrer contaminacdo de origem bioldgica, fisica ou quimica
durante as diversas etapas do processamento, tais como: transporte, recebimento,
armazenamento, producdo, distribuicdo e consumo. Desta forma, é essencial o controle das
condigbes higiénico — sanitarias nos locais onde os alimentos sdo manipulados para o
consumo humano (KOCHANSKI et al., 2009).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) todo estabelecimento
onde o alimento é manipulado, preparado, armazenado e/ou exposto a venda, €
considerado um servico de alimentacdo (AYCICEK et al.,2006). Fazem parte desse
segmento as Empresas de Alimentacdo Coletiva, que sdo administradoras de restaurantes
comerciais e institucionais. As unidades de trabalho onde séo desenvolvidas as atividades
de producdo e distribuicdo de refeicdo para coletividades sadias ou enfermas séo
denominadas unidades de alimentacéo e nutrigdo (UAN’s) (CFN, 2005). O objetivo principal
dessas UANs € o de fornecer alimentacao nutricionalmente equilibrada a fim de preservar
ou recuperar a salde dos seus consumidores. Desta forma, € intrinseco as atividades das
UANs o0 conceito da inocuidade dos alimentos, representado pela qualidade higiénico —
sanitaria e producao de alimentos seguro (MAISTRO et al., 2005).

As condi¢cdes higiénicas do ambiente e de manipulacdo dos alimentos podem
contribuir decisivamente para manutencao da qualidade dos alimentos, podendo atuar como
fonte de contaminantes e/ou condicdes ambientais que agem como coadjuvantes no
processo de contaminac¢do e deterioracdo de alimentos (MAISTRO et al., 2005).

A higienizacdo adequada dos equipamentos e utensilios bem como a do préprio
manipulador é um dos fatores mais importantes para o controle da qualidade do produto
(GERMANO et al., 2000). Mesmo os manipuladores sadios abrigam bactérias que podem
contaminar os alimentos pelas méos, trato respiratorio superior e trato intestinal (ANDRADE
et al., 2003).

Nas industrias alimenticias, a automac&o, com produgdo em escala e sequenciada,
possibilita monitoramento e corre¢do imediata de falhas e inconformidades de processo.
Diferentemente, em UANs a logica e as etapas de preparacdo dos alimentos muda
diariamente de acordo com o cardapio, fazendo com que a preparacdo da refei¢cdo fique

atrelada ao elemento humano, potencializando a probabilidade de ocorréncia de falhas no
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processamento de refeicbes que poderdo comprometer a desejavel qualidade final do
produto fornecido (MAISTRO et al., 2005).

Devido ao grande volume de refeicbes servidas diariamente pelas UANs, é de
fundamental importancia a realizacdo de um estudo das condicdes microbiol6gicas dos
utensilios utilizados na preparagdo dos alimentos e da qualidade do alimento servido ao

consumidor, analisando os riscos de uma possivel contaminagdo por micro-organismo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O GENERO STAPHYLOCOCCUS

O género Staphylococcus €é composto de cocos gram-positivos, anaerébios
facultativos, imOveis e catalase positivos. As células sdo esféricas formando cachos de uva
e apresentam parede celular resistente a lisozima e sensivel a lisostafina (LOIR et al., 2003).
O diametro varia entre 0,5 e 1,5 um, e ndo formam esporos, possuem metabolismo
fermentativo e respiratorio, sdo mesdéfilos, com temperatura de crescimento entre 7 e 47,8
°C e temperatura 6tima entre 30 e 37°C, seu pH ideal para crescimento é entre 7 a 7,5,
porém eventualmente ocorre sua multiplicagdo em alimentos com pH na faixa entre 4,2 e
9,3. Sao capazes de sobreviver e se multiplicar em uma concentracdo de cloreto de sddio
de até 15%, sendo capazes de se multiplicarem em substratos com baixos niveis de
atividade de agua (em torno de 0,86, com relatos de crescimentos em atividade de agua de
0,83) (FRANCO et al., 2005). Os Staphylococcus séo resistentes a bacitracina, oxidase-
negativos, o que permite diferencia-los de outros géneros como Kocuria, Rothia e
Stomatococcus (BANNERMAN & PEACOCK, 2007). O género é composto por 52 espécies
e 28 subespécies (LPSN, 2016).

O género é dividido em dois grupos com base na producdo da enzima coagulase,
sendo estes: Staphylococcus coagulase - positivos (SCP) e Staphylococcus coagulase-
negativos (SCN). Dentro do grupo dos SCP, encontramos 0 S. aureus, patégeno mais
descrito e com potencial virulento elevado, além de outros, como S. delphini, S. intermedius,
S. schleiferi subsp. coagulans e algumas cepas de S. hyicus. Os SCN sao distinguidos dos
SCP pela sua incapacidade de coagular plasma de coelho (TRABULSI et al., 2002). A
enzima coagulase promove a transformacdo do fibrinogénio em fibrina e consequente
coagulacdo do plasma sanguineo (WONG et al., 2002; PEREIRA et al., 2000). Dentro do
grupo dos SCN encontramos espécies como S. auricularis, S. capitis, S. caprae, S.
epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis, S. hominis, S. saprophyticus, S. simulans e S.
xylosus, sendo estas duas Ultimas espécies citadas adquiridas de animais domeésticos
(BANNERMAN & PEACOCK, 2007).

Devido a variedade de mecanismos de viruléncia conhecidos, S.aureus é
considerado como um dos patdégenos humanos mais versateis, podendo causar doencas
através da sua capacidade de multiplicacdo e ampla disseminacéo pelos tecidos, bem como
através da producdo de substancias extracelulares (ARCHER, 1998). Algumas dessas
substancias sdo toxinas que atuam através de diferentes mecanismos, como toxinas

citoliticas, enterotoxinas, toxina do choque téxico (TSST — 1) e toxinas esfoliativas (PROJAN
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& NOVICK, 1997), esta ultima sendo a responsavel pela sindrome de Ritter. Outras
substancias descritas sdo enzimas como: coagulase, catalase, desoxirribonuclease,
hialuronidade, lipase, proteases e estafiloquinase, sendo estas substancias que auxiliam a
invas&o do hospedeiro (TRABULSI, TEIXEIRA & BUERIS, 2004).

Os SCN constituem um grupo, no qual € encontrada a maior parte das espécies do
género Sthaphylococcus (BANNERMAN & PEACOCK, 2007). Em comparac¢do com os SCP,
eles raramente sdo patogénicos, sendo considerados por muitos autores como patdégenos
oportunistas (LOIR et al., 2003), porém alguns estudos descobriram que certas estirpes de
SCN sao capazes de produzir enterotoxinas e assim levar a intoxicagédo alimentar. Entre os
SCN, algumas espécies sdo conhecidas por desempenhar um importante papel na
fermentacdo de produtos carneos (HENNEKINNE et al., 2011).

A capacidade desses micro-organismos em causar infec¢cdes tornou-se mais
evidente nas Ultimas décadas, a partir da crescente utilizacdo de recursos mais modernos e
invasivos de diagndstico e terapéutica, bem como em funcdo da utilizacdo de cateteres,
marcapassos e préteses articulares, normalmente associado a capacidade de formagéo de
biofilme desses micro-organismos (GARCIA et al., 2004). Este fato, aliado a fatores como
doenca de base grave, tempo de hospitalizacdo prolongado, uso de imunodepressores e
idade avancada do hospedeiro contribuiram para que os SCN se tornassem importantes
agentes de infecgBes hospitalares (CAVALCANTI et al., 2005).

Staphylococcus epidermidis € a espécie mais isolada de bacteriemias, sendo a de
maior importancia entre os SCN (GARCIA et al.,, 2004). Esta espécie também tem sido
isolada de endocardites, de infeccdes de sitio cirdrgico e do trato urinario, de fluido cérebro-
espinhal, de proteses articulares e cateter intravascular, dentre outras (CUNHA et al., 2004;
BANNERMAN & PEACOCK, 2007).

Outra espécie muito frequente como agente etioldgico de bacteriemias é S.
haemolyticus, tendo sido implicada também em casos de endocardites, septicemias,
peritonites, infeccdes geniturinérias, ésseas e articulares (SPANU et al., 2003; OTTO, 2004).
Relatos recentes tém relacionado esta espécie a bacteriemias associadas a varias
complicacdes, mostrando sua significAncia clinica (RUHE et al.,, 2004). Esta espécie
também é conhecida por sua maior resisténcia a oxacilina entre os SCN e, frequientemente,
tém apresentado concentragbes minimas inibitérias (CMIs) para glicopeptideos mais
elevadas do que outras espécies (ING, BADDOUR & BAYER, 1997).

S. saprophyticus que € o segundo patdogeno mais isolado em infec¢Bes urinérias
comunitarias, principalmente, de mulheres com idade entre 16 e 35 anos (HUEBNER &
GOLDMANN, 1999). Outra espécie muito isolada de infec¢Bes clinicas € S. hominis
(JARLOV, 1999; ARCHER, 2000). S. lugdunensis e S.schleiferi sdo espécies encontradas

em menor frequéncia e estdo associadas a infec¢cdes de ferida cirdrgica e infecgdes
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relacionadas a cateter (LAMBE et al., 1990). Outras espécies de Staphylococcus como S.
schleiferi e S. warneri s8o isoladas em menor frequéncia de infeccbes nosocomiais
(BANNERMAN & PEACOCK, 2007).

O homem e o0s animais sdo os principais reservatorios de S.aureus, sendo a
cavidade nasal do homem seu principal habitat (FRANCO et al., 2005) e pode ser
encontrado em 30 a 50% dos individuos saudaveis (LOIR et al., 2003). E a partir da
cavidade nasal que o micro-organismo atinge a epiderme, ar, agua, solo, alimentos ou
qualquer outro objeto que ente em contato com o individuo. Os portadores nasais de S.
aureus ao manipularem alimentos podem se tornar importante fonte de contaminacdo para
os alimentos (FRANCO et al., 2005). Os SCN fazem parte da microbiota normal da pele e
mucosa, porém podem causar infeccBes oportunistas: penetracdo por lesdes cutaneas
originadas por traumas ou procedimentos médicos invasivos. Ja sdo considerados como 0s
principais agentes de bacteremia de origem hospitalar e infec¢des pela presenca de corpos
estranhos. Os individuos mais susceptiveis sdo os imunocomprometidos, doentes crénicos,
idosos e prematuros (CUNHA et al., 2002).

2.2 ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS (EE)

A intoxicagdo alimentar estafilocécica € uma das doencas transmitidas por alimento
mais comum no mundo e ocorre apOs a ingestado de enterotoxinas estafilocécicas (EE), que
sdo produzidas por estirpes enterotoxigénicas de Staphylococcus sp., principalmente S.
aureus e muito ocasionalmente por outras espécies de estafilococos, tais como S.
intermedius (HENNEKINNE et al., 2011).

Séo proteinas globulares de cadeia simples com pesos moleculares variando de 22 a
29 kDa. Algumas enterotoxinas apresentam estruturas cristalinas, revelando homologia
significativa em conformacdes secundarias e terciarias (SEA,SEB ,SEC , SEH), enquanto
que outras podem ser divididas em quatro grupos de filogenética com base na sequéncia do
seu aminoacido primario (SES, SE-like) (HENNEKINNE et al., 2011).

As Enterotoxinas EstafilocOcicas sé@o resistentes as condicbes do meio ambiente
(congelamento, secagem, tratamento térmico e pH baixo), que podem destruir as estirpes
produtoras de enterotoxinas. Também s&o resistentes as enzimas proteoliticas,
conservando sua atividade no trato digestivo apés sua ingestdo (HENNEKINNE et al., 2011).

Depois de ingeridas, as EEs ligam-se aos seus receptores que estdo localizados no
intestino, gerando estimulos que sdo transferidos através do nervo vago e simpatico,
induzindo o retroperistaltismo do estdbmago e do intestino delgado e atingindo o centro do

vomito. O outro mecanismo sugerido e pouco elucidado, parece se relacionar a ativagao de
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um mecanismo secretor de sodio e cloro, provocando um desequilibrio hidroeletrolitico no
intestino, por consequéncia ocasionando a diarreia (FRANCO et al., 2005).

O periodo de incubacao e a gravidade dos sintomas dependem da quantidade de
enterotoxinas ingerida e da susceptibilidade do individuo. Os sintomas de nduseas e
vomitos, aparecem dentro de 30 minutos e 8 horas (média de 3 horas) apds a ingestao do
alimento contaminado. O individuo também pode cursar com dor abdominal, diarreia,
tontura, tremores e fraqueza geral, por vezes associados um uma febre moderada quando
ocorre a ingestdo de uma grande quantidade de toxina. Nos casos mais graves, dores de
cabeca, prostracdo e pressdo arterial baixa podem ocorrer. A recuperacdo ocorre no
periodo de 24 — 48 horas, sem tratamento especifico. A morte é rara (0,02%), podendo
ocorrer em individuos mais susceptiveis a desidratacdo, como criancas e idosos
(HENNEKINNE et al., 2011).

O diagnéstico da intoxicacdo estafilocécica é feito basicamente por dois aspectos:
sintomatologia e presenca da EEs no alimento (NAJERA — SANCHES et al.,, 2003). A
intoxicacdo estafilococica raramente € letal, sendo que as fatalidades da intoxicacéo
ocorrem ocasionalmente em individuos debilitados imunologicamente e idosos sdo mais
susceptiveis do que os jovens. Em determinados casos, a intoxicagdo alimentar
estafilocécica pode causar morte devido a complicagbes secundérias (FRANCO et al.,
2005). E necesséario considerar que ndo apenas S. aureus, mas também espécies
coagulase positiva e negativa podem produzir enterotoxinas e, assim, representarem perigo

guando presentes em alimentos (PEREIRA et al., 2005).

2.3 DETECCAO DE ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS

O maior problema na identificacdo da EEs em alimentos € a pequena quantidade que
€ encontrada no alimento relacionado a surtos de intoxica¢do alimentar. O primeiro teste
sorolégico desenvolvido foi 0 método de imunodifusdo baseado na reacdo em gel da
enterotoxina com anticorpo especifico, formando uma linha de precipitacdo (WONG et al.,
2002). A técnica de “Optimum Sentitivity Plate — OSP” (Sensibilidade 6tima em Placa)
permite a deteccdo de 0,5 pg de EE/mL, sendo sua sensibilidade adequada para a maioria
das cepas enterotoxigénicas (PEREIRA et al., 2002). A técnica de OSP foi desenvolvida
com o objetivo de promover um teste com maior sensibilidade, de maneira a nao
comprometer a visualizacdo da linha de precipitagdo. O método de imunodifusdo em
microlaminas (“microslide”) € o mais sensivel na imunodifusdo em gel, tendo a capacidade
de detectar de 0,05 a 0,1 pg/mL, embora apresente resultados de dificil interpretagdo. A
técnica de ensaios imuno - bioquimicos (Enzyme — Linked Imuno Sorbance Assay —ELISA)

foram desenvolvidas (SANTOS, 2003) para pesquisas de enterotoxinas em alimentos e
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estdo disponiveis uma seérie de kits comerciais sendo a maioria baseado nesta técnica e
com sensibilidade variando de 0,1 a 1 ng/mL. Técnicas como a Reagdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) podem ser aplicadas para deteccdo de diversos tipos de estafilococos
enterotoxigénicos em culturas e alimentos (WONG et al., 2002).

Métodos baseados na amplificacdo de DNA (PCR) podem demonstrar a presenga de
linhagens de S. aureus toxigénicas, antes da expressdo das toxinas, com base nas
sequéncias especificas dos genes e desta forma detectarem a fonte potencial de
contaminacéo (WONG et al., 2002).

2.3.1 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Esse método é utilizado para amplificagdo de uma determinada regido do DNA alvo.
O DNA pode ser gendmico sendo este de bactérias, leveduras, mamiferos e plantas - ou
plasmidial - exclusivo de bactérias. E capaz de detectar genes que codificam enterotoxinas
em estirpe de Staphylococcus aureus isolado a partir de alimentos contaminados. No
entanto, este método apresenta duas limitagdes: primeiro, as cepas de estafilococos devem
ser isoladas a partir de alimentos e, em segundo, os resultados informam a presenca ou
auséncia de genes que codificam enterotoxinas estafilocdcicas, porém nédo fornece
nenhuma informacéo sobre a expressao desses genes nos alimentos. Este método néo
deve ser o Unico utilizado para confirmar Staphylococcus aureus como agente causador em
surto. No entanto, o PCR € um método altamente sensivel e rapido para caracterizagdo de
estirpes de Staphylococcus aureus envolvidos em intoxicacdo alimentar estafiloccica,
proporcionando assim informacdes valiosas (HENNEKINNE et al., 2011).

Modificagbes da técnica PCR basica ja sdo amplamente difundidas, a RT-PCR
(reverse transcriptase PCR) desenvolvida para amplificar RNA, onde nesse processo o RNA
alvo é primeiramente convertido em DNA complementar (cDNA) pela acao de uma enzima
transcriptase (RT) e este cDNA é amplificado por PCR (TANG; PERSING, 1999). J& a
nested PCR, é a técnica onde séo realizados variados ciclos de amplificagdo com um grupo
de primers e o produto dessa amplificacdo é amplificado, utilizando-se outro grupo de
primers dirigidos para uma sequéncia amplificada pelo primeiro grupo de primers. Se
tratando do Polimorfismo de sequéncias de DNA amplificadas ao acaso ou DNA polimérfico
amplificado ao acaso (RAPD, random amplified polymorphic DNA ou AP-PCR, arbritrarily
primed PCR), ocorre 0 uso de um Unico e pequeno primer, escolhido para amplificar DNA
gendmico em condi¢des de baixa estringéncia, hdo sendo necessario o conhecimento prévio
da regido da ligacdo do primer. Apenas as regibes genbmicas entre duas sequéncias

flanqueantes ao primer sera amplificada, outra modificacdo se trata do Real time PCR, ou
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PCR em tempo real, que consiste em um sistema combinado a utilizacdo de um
termociclador automatizado, com a habilidade de detectar, em tempo real, sequéncias alvo
com o uso de sondas fluorescentes emitindo sinal quando formados os produtos hibridos.
Por fim a técnica na qual se utiliza mais de um par de primers na mesma reagao, o multiplex
— PCR, possibilitando a amplificacdo simultanea de mais de uma sequéncia de DNA (TANG;
PERSING, 1999).

2.3.2 Resisténcia a Meticilina

Os Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, geralmente referido pelas
siglas MRSA (do inglés Methicillin-resistant ~ Staphylococcus  aureus) ou ORSA (do
inglés Oxacillin-resistant Staphylococcus aureus) sdo estirpes que se tornaram resistentes a
varios antibidticos - primeiramente a penicilina, em 1947, e, logo depois, a meticilina e demais
agentes antimicrobianos, tanto [B-lactdmicos quanto de outras classes (ACHIM, 2011).
A evolucao de tal resisténcia ndo torna o micro-organismo intrinsecamente mais virulento do
gue as estirpes de S. aureus sensiveis a antibiéticos, porém a resisténcia faz com que a
infeccdo por MRSA seja mais dificil de tratar com os tipos padrdo de antibiéticos e, assim,
mais perigosos (HUSSEIN, et al., 2015)

A resisténcia a meticilina e outros antibiéticos B-lactamicos em estirpes de MRSA é
ocasionada pela expressdo de um gene contido no genoma destes, denominado mecA
(HUSSEIN et al., 2015). O gene mecA encontra-se inserido em um cassete cromossdmico
mec, presente nos Staphylococcus (“Staphylococcal Cassette Chromosomemec” —
SCCmec), que € caracterizado pela presenca de genes que codificam as recombinases
CcrA e CcrB, as sequéncias terminais invertidas reconhecidas por estas recombinases e
pelo complexo do gene mecA, que inclui tanto o gene mecA, como 0s genes mecl e mecR1,

reguladores da transcricdo do gene mecA (HIRAMATSU et al., 2001).

Segundo dados do “Internaticonal Working Groupon the Staphylococcal Cassette

Chromosome elements” (disponivel em www.sccmec.org IWG — SCC, 2016), ja foram

descritos 11 tipos de SCCmec apresentando combinacdes diferentes de seis classes do
complexo do gene mec (A, B, C1, C2, D, E) e de oito tipos de complexo ccr (IWG — SCC,
2016).


https://pt.wikipedia.org/wiki/1947
https://pt.wikipedia.org/wiki/Meticilina
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Virulence_factor&usg=ALkJrhiy_OElQ9g2NCDN-hXAE7nst_TtPQ
http://www.sccmec.org/
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Tabela 1 - Tipos de SCCmec de acordo com os tipos de complexo ccr e complexo mec
encontrado em amostra MRSA

Tipos de SCCmec Tipo de Complexo ccr Tipo de Complexo mec
| 1(A1B1) B
I 2(A2B2) A
1l 3(A3B3) A
\Y; 2(A2B2) B
\Y 5(C1) C2
VI 4(A4B4) B
Vil 5(C1) c1
VIl 4(A4B4) A
IX 1(A1B1) c2
X 7(A1B6) c1
XI 8(A1B3) E

Disponivel em www.sccmec.org-(IWG-SCC, 2016)

Os SCCmec tipos |, II, lll, VI e VIII normalmente estdo associados a amostras de
origem hospitalar ou IRAS, enquanto amostras que apresentam o SCCmec dos tipos IV, V e
VIl sdo de origem comunitaria (ITO et al., 2004; OLIVEIRA, MILHEIRICO & DE
LENCASTRE, 2006;CHRISTIANSON et al.,, 2007). Os SCCmec tipos IX, X e XlI foram
descritos em 2011 em algumas estirpes comunitarias isoladas no Japao (tipos IX e X) (LI et
al., 2011) e na Irlanda (tipo XI) (SHORE et al., 2011) e ainda permanecem restritos aos seus
paises de origem.


http://www.sccmec.org-(iwg-scc/
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Figura 1 - Comparacéo entre os tipos de Cassetes SCCmec
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Fonte: WWW.researchgate.net

2.4 ESPECTROMETRIA DE MASSAS: MALDI — TOF

A espectrometria de massas € uma técnica analitica poderosa utilizada para
identificar compostos desconhecidos, quantificar compostos conhecidos e elucidar a
estrutura e as propriedades quimicas das moléculas. Basicamente, esta técnica consiste na
ionizagdo de &tomos ou moléculas (quebrar os atomos ou moléculas para que fiquem

carregadas com mais ou menos elétrons do que o original). De uma amostra, na separacao
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destes atomos ou moléculas em funcdo da sua relacdo massa/ carga (m/z) e em seguida
sua identificagédo e quantificacdo (GOULART, RESENDE, 2013).

A sigla MALDI-TOF significa Matrix Associated Laser Desorption — lonization — Time
of Flight e consiste em um sistema no qual o material biolégico (uma colénia ou uma
concentrado de hemocultura) € colocado em uma placa em quem h& a matriz polimérica. O
material é irradiado com um laser que vaporiza a amostra e ha ionizacao de véarias
moléculas, que sdo aspiradas num tubo de vacuo e levadas a um detector: conforme a
molécula, o tempo de chegada ao detector (time of Flight) é diferente. Esses dados séo
colocados em um grafico, mostrando varios picos e, para cada espécie bacteriana ou
fungica, obtém-se um grafico especifico. Uma base de dados computadorizada interpreta e
fornece o resultado com rapidez. Trata-se, portanto, de uma aplicacdo da espectrometria de
massas (PASTERNAK,2012).

Resumidamente, a técnica de MALDI-TOF MS consiste na deposicdo de uma
determinada amostra em uma matriz capaz de fornecer protons para 0 processo de
ionizacdo dos componentes da amostra. Quando esta matriz absorve a energia emitida por
um laser, ocorre a transferéncia de prétons da matriz para os componentes da amostra e ao
mesmo tempo desencadeia-se um processo de dessorcédo, o que possibilita a passagem da
amostra do estado solido para o gasoso. Dessorcdo € um fenbmeno pelo qual uma
substancia € liberada através de uma superficie. O processo é oposto de sorcao (isto €,
adsorcdo e absorcdo ocorrendo simultaneamente). Como tal, € o efeito de gases ou
liquidos a serem incorporados num material de um estado diferente e aderente a superficie
de outra molécula. A absorcdo € a incorporacdo de uma substancia em um estado, para
outros estado diferente (por exemplo, liquidos a serem absorvidos por um soélido, ou gases a
serem absorvidos por um liquido). Adsorcdo é a adesdo fisica ou ligacdo de ions a
moléculas na superficie de outra molécula. O processo inverso da sor¢ao é a dessorcao.

Os componentes da amostra ionizados e dessorvidos sdo direcionados para o
analisador TOF, onde sao acelerados através de um campo elétrico dentro de um tubo a
vacuo (sem qualquer gas ou molécula presente), até que atinja o detector. Neste tubo a
vacuo, 0os componentes da amostra sdo separados de acordo com m/z, chegando ao
detector em diferentes tempos (Figura 2) (GOULART; RESENDE, 2013).
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Figura 2 - Representagdo esquematica da técnica de MALDI — TOF MS
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Adaptado de: Croxatto, A., G. Prod’hom, and G. Greub, Applications of MALDI-TOF
massspectrometry in clinical diagnostic microbiology.FEMS Microbiol Rev, 2012. 36(2): p.
380-407.

MALDI-TOF MS tem sido utilizada com sucesso na investigacdo e identificacdo de
proteinas e peptideos, na identificagdo taxondmica de micro-organismos, na genotipagem e
analise de polimorfismos no DNA, na investigacdo de modificacdes pds — transcricionais no
RNA, dentre inUmeras outras aplicacBes. Por se tratar de uma técnica de alta sensibilidade
e de alto rendimento (uma amostra pode ser analisada em poucos minutos), novas
abordagens vém sendo desenvolvidas para atender a necessidade de diagndsticos rapidos
e preciso para diversas doencas (GOULART; RESENDE, 2013).

O modelo de pontuacdo do MALDI-TOF MS segue a seguinte classificagdo descrita

na tabela 2.


http://sbsc.org.br/nanocell/wp-content/uploads/2013/11/maldi1.png

Tabela 2 - Modelo de pontuagdo de MALDI — TOF MS
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Variacao Descricéao Simbolo Coloracéo
da espécie
e provavel identificag&o da espécie
1,7-1,999 Provavel identificagcdo do género +) Amarelo
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Determinar a prevaléncia de Staphylococcus sp.isolados de amostras de alimentos
produzidos por uma cozinha industrial de uma rede de supermercados do Rio de Janeiro e

dos seus respectivos utensilios, e detectar a presenca dos genes mecA e seh.

3.2 ESPECIFICOS

e Pesquisar qualitativamente a presenca de Staphylococcus sp. durante o preparo de

refeicdes produzidas na referida cozinha industrial de uma rede de supermercados;

e |dentificar as amostras isoladas a nivel de espécie através de metodologia fenotipica

(testes bioquimicos) e espectrometria de massas (MALDI-TOF MS);

o Pesquisar a presenca dos genes mecA (que codifica resisténcia a B-lactamicos) e

seh (que codifica a enterotoxina H, através da técnica de PCR.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 ARTIGO

DETECCAO E PREVALENCIA DOS GENES mecA e seh DE Staphylococcus sp.
ISOLADOS DE AMOSTRAS DE ALIMENTOS, SUPERFICIES E UTENSILIOS DE UMA
COZINHA INDUSTRIAL DO RIO DE JANEIRO

Paula Lisboa Nascimento®; Juan Pinheiro de Oliveira Martinez'; Tania Barbosa Netto?,
Matheus Mikio Takeyama?, Katia Regina Netto dos Santos?; Eliezer Menezes Pereira®

Ynstituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro — Campus Rio de Janeiro/RJ
2 |nstituto de Microbiologia Paulo de Goés — Universidade federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro/RJ
Corresponding author: eliezer.pereira@ifrj.edu.br

RESUMO

A contaminacgdo microbioldgica de alimentos tem sido alvo de constantes mudancas
nos procedimentos de controle higiénico sanitario na producéo de alimentos e as empresas
necessitam de um controle de qualidade eficaz e eficiente em todo processo produtivo. Os
Staphylococcus s&o micro-organismos cada vez mais associados a intoxicacdes
alimentares, devida a producédo de enterotoxinas. Estirpes multirresistentes, principalmente
o0 MRS (Staphylococcus spp. Resistente a meticilina) tem cada vez mais sido isolados e
descritos em infec¢bes humanas, e sdo um problema grave de saude publica. Este trabalho
teve como objetivo determinar a prevaléncia e detectar fatores de viruléncia e resisténcia de
Staphylococcus spp.isolados de amostras de alimentos produzidos em uma cozinha
industrial de uma rede de supermercados do Rio de Janeiro, bem como dos respectivos
utensilios e superficies de manipulacdo utilizados no preparo dos mesmos, e analisar a
presenca de genes codificadores da enterotoxina estafilococcica H (seh) e de resisténcia a
antimicrobianos (mecA). Foram coletadas 50 amostras entre janeiro e marco de 2016. Apés
o isolamento dos micro-organismos, conforme preconizado na IN62, foram realizadas a
caracterizacdo das amostras através de identificagdo a nivel espécie dos isolados por
MALDI-TOF MS, a identificacdo dos genes seh e mecA, pelo método de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR). Das 50 amostras analisadas, 45 (90%) foram positivas para presenca
de Staphylococcus sp.. Quatro amostras ndo pertenciam ao género Staphylococcus, sendo
que das 41 amostras pertencentes ao género, 37 foram identificadas a nivel de espécie,
sendo que 40 amostras eram Staphylococcus coagulase-negativo (SCN), e apenas uma era
coagulase-positiva (SCP), sendo identificada como Staphylococcus aureus. Das 40
amostras de SCN, 16 eram S. saprohyticus (40%), sendo a espécie mais encontrada dentre
este grupo. A identificacdo das espécies pela técnica de MALDI-TOF MS demonstrou ser
acurada, pois apenas 4 (9%) foram identificadas apenas a nivel de género. 13 amostras
foram positivas para o gene mecA, e foram consideradas resistentes pela técnica de
screening em Agar com oxacilina. O gene seh fora detectado em uma amostra de isolada de
fatiadora de frios. Conclui-se que os SCN encontram-se disseminados no ambiente, e
podem carrear genes associados a resisténcia e precisam ter maior atencdo no que diz
respeito a sua deteccdo em alimentos.

Palavras — chave: Staphylococcus, Contaminacéo microbiolégica, MALDI TOF MS,

Resisténcia a meticilina, mecA, Enterotoxina H
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ABSTRACT

Food microbiological contamination has been the subject of constant changes in sanitary
control procedures involving food production, and companies needs an effective and efficient
quality control throughout the production process, and the binomial time / temperature of
these controls should be as thorough as possible to monitor this type of service.
Staphylococcus are microorganisms which are increasingly associated with food poisoning,
due to the enterotoxins production. Multiresistant strains, mainly MRS (Methicillin-resistant
Staphylococcus spp.) has increasingly been isolated and described in human infections,
being a serious public health problem. This study aimed to determine the prevalence and
detection of virulence an resistance factors of Staphylococcus spp. Isolated from food
samples produced in an industrial kitchen of a supermarket chain in Rio de Janeiro, and the
respective manipulation surfaces and utensils used in the preparation of them, and detection
of staphylococcal enterotoxin H (seh) and antimicrobial resistance (mecA) encoding gens.
50 samples were collected between January and March. After of microorganisms isolation,
as established in IN62, microbial species level identification by MALDI-TOF MS were
performed , as well as detection of she and mecA gens, by polymerase chain reaction
(PCR). 45 of 50 samples analyzed (90%), were positive for the Staphylococcus sp.
presence. Four isolates did not belong to Staphylococcus the genus, and 41 isolates of the
genus, 37 were identified to species level . 40 isolates were coagulase-negative
Staphylococci (CNS ), and only one was coagulase-positive (CPS), and identified as
Staphylococcus aureus. 16 from the 40 SCN isolates were identified as S. saprohyticus
(40%), the species most frequently found among them. Species identification by MALDI-TOF
MS technigue proved to be accurate, due to the fact that only 4 (9%) isolates were identified
at the genus level only. 13 samples were positive for the mecA gene, and were considered
resistant by the oxacillin screening agar test. The SEH gene was detected in an unique
isolate, from a slicer machine. It is concluded that SCN are widespread in the environment
and may carry virulence and resistance-associated genes, and need more attention about
their detection in food.

Keywords: Staphylococcus. Microbiological contamination, MALDI-TOF MS, Methicilin-
resistance, mecA, Enterotoxin H.
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INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), doencas transmitidas por
alimentos (DTAs) séo definidos como doenga de natureza infecciosa ou toxica causada pelo
consumo de alimentos ou agua contaminada (LOIR et al., 2003). As condic¢des higiénicas do
ambiente e da cozinha podem contribuir decisivamente para manutencao da qualidade dos
alimentos, podendo atuar como fonte de contaminantes e/ou condi¢cdes ambientais que
agem como coadjuvantes no processo de contaminacdo e deterioracdo de alimentos
(MAISTRO et al., 2005). A higienizacdo adequada dos equipamentos e utensilios bem como
a do préprio manipulador € um dos fatores mais importantes para o controle da qualidade do
produto (GERMANO et al., 2000). Mesmo os manipuladores sadios abrigam bactérias que
podem contaminar os alimentos pelas maos, trato respiratério superior e trato intestinal
(ANDRADE et al., 2003).

O género Staphylococcus compreende cocos gram-positivos, anaerébios
facultativos, imdveis e catalase positiva (LOIR et al., 2003), sendo dividido em dois grupos
com base na produgdo de coagulase, sendo estes Staphylococcus coagulase positivos
(SCP) e Staphylococcus coagulase negativos (SCN). Dentro do grupo dos SCP,
encontramos o S. aureus, patégeno mais descrito e com potencial virulento elevado, além
de outros, como S. delphini, S. intermedius, S. schleiferi, S. coagulans e algumas cepas de
S.hyicus.

A intoxicacao alimentar estafilocécica € uma das doencas transmitidas por alimentos
mais comuns no mundo e ocorre apos a ingestdo de Enterotoxinas Estafilocécicas (SE,
Staphylococcal Enterotoxins), que sdo produzidas por estirpes enterotoxigénicas de
Staphylococcus, principalmente S. aureus e muito ocasionalmente por outras espécies de
estafilococos, tais como S. intermedius (HENNEKINNE et al., 2011). As enterotoxinas
estafilocdcicas sdo os principais agentes de intoxicacdo de origem bacteriana no homem e
tém sido relatadas em varios surtos de doencas transmitidas por alimentos. As toxinas sdo
termoestaveis (CLIVER, 1994) e originam sintomas como vomito e diarréia, dentre outros
(BERGDOLL, 1990).

Sato’o e Colaboradores (2015) detectaram a producao consideravel em produtos
carneos apos a incubagdo de SEA e SEH, onde a SEA foi detectado em algumas amostras
e a SEH em todas as amostras incubadas. A quantidade de SEH detectada foi semelhante
a de SEA, que é a enterotoxina mais potente dentre as SE’s. O estudo sugeriu que a SEH
esta relacionada a surtos de intoxicagao alimentar estafilococica.

Os Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, geralmente referido pelas
siglas MRSA (do inglés Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) ou ORSA (do
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inglés Oxacillin-resistant  Staphylococcus aureus) sao patégenos que se tornaram
resistentes a diversos antibimicrobianos — primeiramente a penicilina, em 1947, e, logo
depois, a meticilina (ACHIM, 2011). Os sintomas de uma infeccdo por MRSA podem
progredir substancialmente no periodo de 24-48 horas (HUSSEIN et al., 2015).

A resisténcia a meticilina e outros antibioticos B-lactamicos em estirpes de MRSA é
ocasionada pela expressdo de um gene contido no genoma destes, denominado mecA
(HUSSEIN et al., 2015). Este gene esta contido em um cassete cromossdmico de 21 a 60 kb
denominado SCCmec, um elemento genético mével que pode também conter estruturas
genéticas tais como Tn554, puUB110, pT181 (ITO et al.,, 1998). Apbés a aquisicao do
gene mecA, o mesmo deve ser integrado e localizado no cromossoma de S. aureus, e
codifica uma proteina de ligacdo a penicilina alterada, denominada PBP2a, que difere de
outras proteinas de ligacdo a penicilina (LOWY, FD, 2003). Segundo dados do
“Internaticonal Working Groupon the Staphylococcal Cassette Chromosome elements”

(disponivel em www.sccmec.org IWG — SCC, 2016), ja foram descritos 11 tipos de SCCmec

apresentando combinac¢fes diferentes de seis classes do complexo do gene mec (A, B, C1,
C2, D, E) e de oito tipos de complexo ccr (IWG — SCC, 2016).

Este trabalho teve como objetivo identificar amostras de Staphylococcus sp.isolados
de alimentos produzidos por uma cozinha industrial de uma rede de supermercados do Rio
de Janeiro e dos seus respectivos utensilios, e detectar genes associados a resisténcia a

antimicrobianos (mecA) e producédo de enterotoxinas (seh).

METODOLOGIA

Foram coletadas cento e dez amostras de alimentos e dos utensilios utilizados em
uma cozinha industrial de uma rede de supermercados do Rio de Janeiro, de janeiro a
margo de 2016. Para a coleta dos alimentos foram utilizados sacos esterilizados do tipo
stomacher e para pesquisa de contaminacdo dos utensilios utilizados nos preparos dos
alimentos utilizou-se swabs estéreis para coleta. As amostras foram acondicionadas em
bolsa térmica com blocos de gelo e transportadas até o Laboratdrio de Microbiologia do
Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ), Campus
Maracand, onde as analises foram realizadas.

Das amostras coletadas, cinquenta amostras foram utilizadas como representativas
para o desenvolvimento do trabalho. Como um mesmo tipo de alimento ou utensilios foram
coletados por mais de uma vez em dias diferentes, eliminou-se as que se repetiam,

independente dos dias, e levando em consideracdo o potencial de possivel contaminacgéo de


http://www.sccmec.org/
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cada amostra. Os alimentos, utensilios e superficies analisados estao listados nas Tabelas 1
e 2.

Para isolamento de Staphylococcus em alimentos, 25 gramas do alimento em
guestao foram suspensos em 225 mL de agua peptonada estéril, sendo posteriormente
homogeneizados em stomacher. Apds este procedimento, 0,1 mL da suspensao foram
inoculadas em &gar Baird-Parker (Himedia) para isolamento de colbnias tipicas de
Staphylococcus (BRASIL, 2003). Nao foram realizados os plagueamentos de diluicdes
subsequentes, devido ao carater qualitativo da analise. Foram consideradas as amostras
com mais de 30 colénias tipicas crescidas em placa (que acarreta o minimo de 3,0 x 10°
UFC/g) como determinantes para amostra ser considerada positiva (BRASIL, 2003).

Para analise de utensilios e superficies, ap6s coleta de amostras utilizando swab
estéril, estes foram semeados em Agar Manitol Salgado, realizando-se a técnica de
esgotamento (método qualitativo), e apds semeadura estas foram a 36 £ 2° C /18 - 24 h para
posterior analise visual, onde as amostras com colbnias caracteristicas de estafilococos
foram semeadas para placas contendo o TSA (Agar Triptona de Soja, Himedia) e incubadas
em estufa a 36 £ 2° C /18 - 24 h para crescimento e isolamento. As amostras foram
estocadas em criotubos contendo 0,8 mL de TSB (Caldo Soja Triptona, Himedia) e 0,2 mL
de Glicerina, a -20°C.

Conforme preconizado pela Instrucdo Normativa n° 62 que regulamenta os Métodos
Analiticos Oficiais para Andlises Microbiol6gicas para Controle de Produtos de Origem
Animal e Agua (BRASIL,2003), para a caracterizacdo do género Staphylococcus foram
realizados os testes de coloracdo de Gram e prova da catalase. Apds esta analise, fora
realizada prova de coagulase, para avaliar se as amostras eram pertencentes ao grupo de
SCP.

Para identificacdo das espécies de Staphylococcus isoladas, estas foram inoculadas
em TSA por 24 h, e transferidas para uma placa de 96 pogos para serem submetidas a
Espectrometria de Massas (MALDI-TOF MS - Bruker, modelo Microflex LT), onde as

amostras foram aplicadas em duplicata.

Para pesquisa dos genes mecA e seh, a liberacdo do DNA bacteriano foi realizada

por lise térmica.

A deteccdo do gene seh, que codifica a enterotoxina estafilococcica H, foi realizada
através da técnica de PCR, conforme descrito por Sila e colaboladores (2009). A
amplificacdo foi realizada em uma termocicladora (Applyed Biosystems/Veriti 96 Well
Thermal Cicler, EUA), utilizando-se um volume total de 25uL para a reagdo composta de 3
puL de DNA liberado por lise térmica, 100uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado (dATP,
dGTP, dCTP e dTTP) (Life Technologies, S&o Paulo, Brasil), 0,8 uM dos oligonucleotideos
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SEH: (°-CAACTG CTGATTTAGCTCAG-®) e SEHr (°-GTCGAATG AGTAATCTCTAGG-%)
(Biotools, Madri, Espanha), 2,5 uL do tampéo da enzima 10x (10 mM Tris HCI, 25mM KCI) e
1,5 mM de MgCl,. Ap6s realizacdo de uma etapa de desnaturacao inicial de 94°C por 5 min,
40 ciclos de amplificacdo foram realizados: desnaturagdo a 94°C por 1 min, anelamento a
56°C por 1 min e extensdo a 72°C por 1 min. Uma etapa final de extenséo foi realizada a
72°C por 5 min.

Para a deteccdo do gene mecA utilizou-se um volume total de 50uL para a reacgéo
composta de 5 pL de DNA liberado por lise térmica, 200 uM de cada desoxinucleotideo
trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), 50 pmoles dos iniciadores MRS,
(CTAGAAATGACTGAACGTCCG®) e MRS, (TTGCGATCAATGTTACCTAG®) para
deteccdo de um fragmento de 154 pb do gene mecA, 1,0 U de Tag DNA polimerase
(Promega, Madison, WI, EUA), 10 yL do tampao da enzima 5x (10 mM Tris HCI, 25mM KCI)
e 2 mM de MgCl,. Apds realizacdo de uma etapa de desnaturacgao inicial de 94°C por 3 min,
foram realizados 30 ciclos de amplificacdo: desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento a
55°C por 1min e extensdo a 72°C por 2 min, seguido de uma etapa final de extensio,
realizada a 72°C por 5 min (SANTOS et al. 1999)

As amostras controle utilizadas foram S. aureus ATCC 33591 (mecA positiva) e 633a

(seh positiva — amplicon de 336 pb sequenciado neste estudo).

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1,0% em TBE (0,89 M Tris [Sigma], 0,89 M acido boérico [Madison, WI, EUA], 2,5 mM EDTA
[Sigma], pH 8,2), a 80 V por 1:30 h. O gel, previamente adicionado de 1 uL/mL de solucéo
de GelRead® foi analisado sob luz ultravioleta. Como padrédo de DNA para a corrida
eletroforética foi utilizado 100 pb DNA ladder (Biotools).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A sociedade atual tem dado cada vez mais importancia a alimentacao, como forma
de prevencéo de doencas e fonte de energia saudavel. Nao se deve esquecer, no entanto, a
higiene na manipulacdo dos alimentos, o que torna imprescindivel a aplicagdo de Boas
Praticas, através da avaliacao e orientacdo das pessoas quanto as principais medidas de
higiene a serem aplicadas. As condi¢cdes do ambiente de trabalho, as caracteristicas de
utensilios e equipamentos, e as condi¢cdes técnicas do material de limpeza tém grande
importancia na higiene e na manipulagdo de alimentos, mas nada suplanta importancia das
técnicas de manipulacéo e a propria saude dos manipuladores de alimento na epidemiologia
das DTA’s (BRASIL et al., 2013).
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O pré — requisito da intoxicacéo alimentar estafilococica € que o alimento ou um dos
seus componentes esteja contaminado com uma estirpe enterotoxigénica de
Staphylococcus spp. Além disso, cinco condicdes sao necessarias para induzir a
intoxicacdo alimentar estafilococica: uma fonte contendo Staphylococcus produtor de
enterotoxina: portador saudavel ou infectado; transferéncia deste da fonte para o alimento;
alimentos que apresentam em sua composi¢cao caracteristicas fisico—quimicas para o
crescimento de Staphylococcus aureus.; temperatura favoravel e tempo suficiente para o
crescimento bacteriano e producao de toxinas; ingestao de alimentos contendo quantidades
suficientes de toxinas para provocar a sintomatologia. Mas, a intoxicacdo alimentar pode
ocorrer devido a pratica de higiene precéria durante o processamento, coc¢ao e distribuicédo
dos produtos prontos. Contudo, depois da contaminag¢do, o resfriamento inadequado do
alimento pode induzir ao crescimento de Staphylococcus ou estimular a producdo de
toxinas, resultando na intoxicacao alimentar (HENNEKINNE et al., 2011).

Das cinquenta amostras analisadas, vinte e uma eram isoladas de alimentos, e
dezenove (90%) foram positivas para presenca de Staphylococcus sp. Vinte e nove
amostras foram isoladas de utensilios ou superficie e semeadas em Agar Manitol Salgado,
onde vinte e seis amostras (89%) foram positivas, sendo 3 destas fermentadoras de manitol.
Das quarenta e cinco amostras positivas para presenca de Staphylococcus sp., duas eram
catalase-negativas (identificadas pela técnica de MALDI-TOF MS como Enterococcus
faecium e Enterococcus faecalis). Quatro amostras foram identificadas apenas a nivel de
género, com score de 1,7 a 1,99, enquanto que as 39 amostras restantes de cocos gram-
positivos catalase-positivos foram identificadas a nivel de espécie, com score maior que 2,0.
Destas 39 amostras, duas ndo eram pertencentes ao género Staphylococcus, sendo
identificadas como Macrococcus caseolyticus e Kocuria kristinae. Para confirmacéo destes
resultados, foi realizado o teste de Resisténcia a Bacitracina para confirmacdo do género
Kocuria, e teste da oxidase para caracterizacdo do género Macrococcus (BANNERMAN &
PEACOCK, 2007). A amostra identificada como Kocuria kristinae apresentou sensibilidade a
Bacitracina, diferente do género Staphylococcus, que é resistente a este antimicrobiano,
enquanto a amostra identificada como Macrococcus caseolyticus era produtora da enzima

oxidase, o que nédo se observa no género Staphylococcus.

Das 41 amostras de Staphylococcus analisadas, 16 (39%) foram identificadas como
S. sapropyhyticus, 14 (34%) como S. sciuri, 3 (7%) como S. vitulinus, 2 (5%) como S.
xylosus, 1 (2%) como S. carnosus, 1 (2%) como S. aureus e 4 (11%) como Staphylococcus
sp. Apesar de ndo ser associado frequentemente a amostras de alimentos, percebe-se a
alta incidéncia de S. saprophyticus, um SCN associado a infec¢des urinarias comunitaria, o

que remete a contaminacgao proveniente de manipuladores, bem como S. sciuri, proveniente
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de microbiota de animais domésticos (BANNERMAN & PEACOCK, 2007; BARGHAVA &
ZHANG, 2014)

Paim e Colaboradores (2013) demonstraram que a metodologia de identificacdo de
micro-organismos utilizando MALDI-TOF MS produziu uma identificagdo concordante em
440 (97.8%) dos 450 isolados de cocos gram-positivos identificados pelo método fenotipico
convencional. A identificagdo das espécies pela técnica de MALDI-TOF MS demonstrou ser
acurada e rapida. Das 45 amostras, apenas 4 (9%) foram identificadas apenas a nivel de
género. A técnica identifica os micro-organismos em um tempo muito curto (< 10 min.), com
um minimo de preparacdo das amostras e que apresenta baixo custo em termos de
reagentes. Uma identificagdo bioquimica convencional oneraria 48 a 72 horas para ser
realizada, ou utilizaria kits de identificacdo comerciais que tem custo elevado. (SANTOS et
al., 2013) Além disso, é uma técnica que apresenta alta precisdo a nivel de espécies e, que
neste estudo apresentou 90% de precisdo para identificacdo das espécies com

confiabilidade para confirmacéo do género Staphylococcus.

Das quarenta e uma amostras de Staphylococcus sp, uma (2,4%) era SCP
(identificado como S. aureus por MALDI-TOF MS) e 40 (97,6%) amostras de SCN. A
amostra de S. aureus encontrada fora isolada de amostra de alimento (amostra A17, isolada
de asa de frango), e nao foram detectados nesta amostra os genes seh e mecA. No entanto,
nao foram encontradas amostras positivas de SCP isoladas de superficies e utensilios,
enquanto Silva (2006) obteve altas contagens de SCP em estudo de avaliacdo da qualidade
microbioldgica de utensilios e superficies de manipulacdo de alimentos de unidade de
alimentacdo. O grande percentual de amostras positivas de Staphylococcus spp. em
superficies de preparo de alimentos demonstra a importancia desses locais como fontes
potenciais de disseminacdo de micro-organismos, principalmente através da contaminacao
cruzada de alimentos. Cabe ressaltar, que a contaminacdo cruzada tem sido
frequentemente relatada como fator responsavel pela ocorréncia de enfermidades de origem
alimentar (SILVA JUNIOR, 2002). No entanto, percebe-se que cada vez mais os SCN vém
sido descritos associados a amostras relacionadas a alimentos. Em um estudo recente de
Santos (2009), de um total de 60 amostras isoladas de superficie em uma inddstria de
laticinios, 41 pertenciam ao género Staphylococcus, sendo 16 (39,0%) destas SCP e 25
(61,0%) SCN, mostrando que tais achados séo preocupantes principalmente se considerada
a capacidade enterotoxigénica de algumas estirpes de estafilococos coagulase-positivo e
estafilococos coagulase-negativo, fato este que pode significar a ocorréncia de riscos para a
saude publica. Em nosso estudo, observou-se também uma taxa elevada de isolamento de
SCN.
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Quando realizado a técnica de PCR para a detec¢do do gene mecA nas 41 estirpes
obtidas de Staphylococcus sp, 6 amostras de alimentos e 7 amostras de superficies foram
positivas para o gene (Tabela 2). As espécies portadoras dos gene estao relacionadas na
Tabela 3. Encontramos neste estudo amostras de S. saprophyticus, S. sciuri e S.
saprophyticus portadores do gene mecA. Amostras destes SCN multirresistentes ja vém
sido descrito na literatura (BARGHAVA & ZHANG, 2014; KUREKCI, 2016; JEONG et al.,
2016). Para confirmacgdo da expressédo do gene mecA, que codifica resisténcia a oxacilina e
outros antimicrobianos, as amostras foram submetidas a triagem em agar contendo 4 pg/mL
de oxacilina, conforme Ferreira e colaboradores (2004). Todas as amostras cresceram
confluentemente, mostrando que todas expressavam o0 gene (dados ndo mostrados). O
gene mecA encontra-se altamente conservado entre as espécies de Staphylococcus e sua
origem ainda ndo esta definida, porém alguns estudos demonstram que ha similaridade
entre as seqliéncias de aminoacidos das PBPs de S. sciuri e de S.aureus o que sugere que
0 gene mecA pode ter se originado a partir de Staphylococcus coagulase-negativos (WU et
al., 1996).

Os SCN apresentaram um percentual expressivo (32%) para positividade do gene
mecA, principalmente nas amostras de superficies e, este tipo de gene pode ser transferido
entre espécies do género Staphylococcus, e pode favorecer a contaminacdo cruzada entre
superficie x manipulador x alimento, o que poderé favorece a contaminagdo alimentar e a

possibilidade de ocorréncia de DTA's.

O gene seh fora detectado em uma amostra de SCN (S. saprophyticus) isolada de
fatiadora de frios (Tabela 2; Figura 1). Este resultado é importante pois a Legislacdo
Brasileira ndo recomenda a pesquisa de SCN (apenas a deteccéo de coagulase), de forma
que esta amostra toxigénica nao seria detectada se apenas os parametros atuais fossem
utilizados. Para fins de confirmacdo, os amplicons de 336 pb encontrados na amostra
controle (633a) e da amostra isolada no presente estudo foram sequenciadas e confirmadas
como pertencentes a um fragmento do referido gene (dados ndo mostrados). Durante muito
tempo, o S. aureus foi considerado como a Unica espécie patogénica entre as espécies de
Staphylococcus, enquanto que os SCN eram classificados como agentes contaminantes. No
entanto, atualmente, as técnicas de biologia molecular tém mostrado que estes
microrganismos também possuem genes que codificam enterotoxinas e outros fatores de
viruléncia (RALL et al., 2010). Borges e colaboradores (2008) recomendaram que a
presenca de espécies de SCN ndo sejam ignoradas em investigacfes de casos suspeitos
de intoxicacdo estafilococica, uma vez que este grupo de patdgenos, estando presente no

alimento, oferece risco de causar intoxicagdo ao consumidor.
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A producéo de coagulase é uma caracteristica utilizada na identificacéo de S. aureus
(SILVA e SILVA, 2005). A legislacéo brasileira, através da Resolucdo RDC n°12 (BRASIL,
2001), indica a pesquisa de estafilococos coagulase positiva como indicativo de S. aureus.
Apesar da legislacdo brasileira ndo exigir a pesquisa da presenca de (SCN), estudos
mostram que estes sdo produtores de enterotoxinas assim como os SCP, em especial S.
aureus. (FREITAS et al., 2009) associado com surtos de doencas transmitidas por alimentos
(VERAS et al., 2008). No presente estudo, apenas uma amostra apresentava enterotoxina H
e esta era SCN. Devido a esse fato, 0s mesmos tém recebido mais atencéo pelos governos
e industrias ao estabelecer normas, métodos ou especificagdes microbioldgicas (ZELL et al.,
2008). Sendo assim, sugere-se que a Legislacao Brasileira inclua a pesquisa de SCN como

uma nova categoria de avaliacdo (BRASIL, 2001).

Conclui-se que, de acordo com os resultados encontrados no presente estudo, nota-
se um alto percentual de contaminacdo dos produtos alimenticios e principalmente das
superficies que entram em contato direto com os alimentos. Sendo assim, sugere-se uma
deficiéncia no do ponto de vista higiénico — sanitario, sendo necessarias a implementacao
de técnicas que possam diminuir ou sanar a ocorréncia da multiplicagdo bacteriana nos
alimentos e superficies. O numero expressivo de estirpes SCN refor¢a o crescimento dos
mesmos em casos de contaminacdo alimentar e é sugestivo para que a Legislacéo

Brasileira inclua a pesquisa de SCN como uma nova categoria de avaliagéo.
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Tabela 1 — Amostras de Alimentos selecionadas para o estudo

Siglas Identificacao
Ala Presunto
A2 Queijo minas padréo
A3 Mortadela
A3a Mortadela defumada
A4 Lombo suino
A5 Pernil suino
A6 Carre
A7 Carne moida
A8 Bife de alcatra
A9 Bacon
All Queijo minas padréo
Al2a Peito de frango defumado
Al3a Bife patinho in natura
Al3b Bife patinho
Al7a Asa de frango
A18 Figado bovino
Al8a Figado de galinha
A21 Carne seca traseira
A21la Carne seca dianteira
A23 Carne ndo manipulada
A24 Queijo mussarela




Tabela 2 — Amostras de superficies e utensilios selecionadas para o estudo

Siglas Identificacéo
S1 Ambiente
S3a Serrafita
S4 Moedor de carne (saida)
S6 Cortador de pizza
S7 Tesoura
S10a Suporte g. minas frescal
S13a Faca de acougue
S1b5a Monta carga
Sl7a Mesa de manipulacdo (salgados)
S20a Caixa plastica de queijo mussarela
S24a Mesa de manipulacdo (padaria)
S26 Faca de desossa
S29%a Balcéo laticinios 1
S29b Balcéo laticinios 2
S29c Balc&o laticinios 3
S32 Fatiadora de frios
S33 Mesa de preparo de massa de pizza
S33a Tabuleiro pizza
S34 Caixa branca (queijo mussarela)
S34a Caixa branca (queijo prato)
S34b Caixa branca (presunto)
S35a Balcéo de corte carne
S35b Balcéo de corte aves
S36a Mesa de corte
S37 Faca de acougue
S38 Caixa de acougue 1
S39 Avental de acougue 1
S40 Caixa de acougue 2
S45 Mesa de apoio (padaria)

39



Tabela 3: Caracteristicas referentes as 41 estirpes obtidas de Staphylococcus sp.

encontradas no presente estudo.

Amostras Origem PCR mecA PCR seh
Alimento (1) Positivo (0) Paositivo (0)
SCP Negativo (1) Negativo (1)
Q) Superficie/ Positivo (0) Paositivo (0)
Utensilio (0) Negativo (0) Negativo (0)
Alimento (13) Positivo (6) Pasitivo (0)
SCN Negativo (7) Negativo (13)
(40) Superficie/ Positivo (7) Positivo (1)*

Utensilio (27)

Negativo (20)

Negativo (26)

*Amostra isolada de fatiadora de frios.



Tabela 4: Espécies de Staphylococcus portadores do gene mecA isolados

Amostras Espécie
Staphylococcus sp. (2)
Alimentos S.saprophyticus (2)
(6) S. vitulinus (1)
S. xylosus (1)
Staphylococcus sp. (2)
Superficies S.saprophyticus (3)
7 S. vitulinus (1)

S. sciuri (1)

41
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ob 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11

400

300 <— 336 pb

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose evidenciando um segmento de 336 pb do gene
seh em amostras de Staphylococcus submetidas a PCR: Linha 1 — padrdo de tamanho de
DNA em pares de bases (100pb ladder); Linha 2: controle positivo (S. aureus produtor de
seh); Linha 3 — amostra de SCN isolado de swab de fatiadora de frios, um S. saptohyticus
portador do gene seh; Linhas 4 a 10 — amostras isoladas de alimentos nao-portadoras do
gene seh; Linha 11 — controle negativo (S. aureus ATCC 25923, néo portador de seh).
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5 CONCLUSAO GERAL DO TRABALHO

o As estirpes Staphylococcus coagulase — negativas representaram 98 % das
analisadas, sendo 33% em amostras de alimentos e 67% em amostras de
superficies e utensilios, demonstrando a necessidade de uma maior preocupacao na
pesquisa de SCN em alimentos, superficies e utensilios;

o A identificacdo do gene mecA ocorreu em 13 estirpes nao-produtoras da enzima
coagulase, sendo 6 de alimentos e 7 de superficie, demonstrando que os SCN
podem estar presentes em amostras de alimentos, e carrear genes associados a
resisténcia a antimicrobianos;

e A presenca da enterotoxina seh em uma amostra de superficie mostrou que os SCN
podem ser carreadores de genes codificadores de enterotoxinas. Devido a esse fato,
0s mesmos tém recebido mais atencdo pelos governos e industrias ao estabelecer
normas, métodos ou especificagdes microbioldgicas;

o O presente estudo mostra a necessidade de intensificar os procedimentos de Boas
Praticas, visando o treinamento adequado e constante dos manipuladores de
alimentos, no intuito de melhorar a sua percepcao acerca dos cuidados com os

alimentos e de todos os utensilios envolvidos nos preparos dos alimentos.
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