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RESUMO

Os produtos de origem animal, produzidos em in@sshrasileiras e inspecionados pelo
Servico de Inspecéo Federal, passam por diversusotes, em todas as etapas do seu
processamento. ApoOs a industrializagdo, sdo suttosetd analises em laboratérios
oficiais, para verificacdo do cumprimento de pan@oseque os definem como aceitaveis
ao consumo e isentos de risco. Uma das analiségadss rotineiramente € a
enumeracéo d8taphylococcus aureyS. aureus Este microrganismo possui um risco
associado a sua presenca em grande numero, paissalgles tém a capacidade de
produzir, sob determinadas condicfes, enterotoxieasoestaveis, que, ao serem
ingeridas, juntamente com o alimento, produzem emfarmidade. A proposta deste
trabalho foi estudar a distribuicdo das cepasSdeureusisoladas de amostras de
produtos de origem animal das regides sul, sudestde e nordeste do Brasil e
caracteriza-las, com objetivo de estimar riscofr@esmisséao, atraves dos alimentos, de
cepas resistentes aos antimicrobianos normalmetligados em tratamentos de
infeccdes estafilococicas e investigar a capacidiedtas de produzirem as chamadas
“enterotoxinas classicas” (SEA, SEB, SEC, SED e)SBR isolados bacterianos foram
originarios de 3.748 amostras de diversos proddmsorigem animal, que foram
analisadas em laboratérios oficiais do Ministéri@ d\gricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), no periodo de 2003 e 2004&dbitos e quarenta e cinco cepas
de S. aureus com diversas quantificagcbes, foram isoladas eactanzadas
fenotipicamente, através de critérios estabeleadoso padrbes nas andlises do MAPA
e através de outros complementares, para cerfificde que se tratavam mesmoSie
aureus Os isolados obtidos foram submetidos ao ensain@@nzimatico automatizado
(ELFA — Enzyme-linked Fluorescent Assay - VIDAS®@3teenterotoxin Il SET2), para
detectar a capacidade de produzirem quantidadestéetis das cinco enterotoxinas
classicas (SEs). Entre os isolados positivos naiemsiunoenzimatico, determinou-se a
frequéncia de amplificacdo, pela Reacdo em Cadei®alimerase, de cada um dos
genes respectivosda, seb, sec, sezlseq. Posteriormente, foi realizado estudo das
resisténcias dos isolados Seaureudrente a 17 antimicrobianos de importancia clinica
pelo método da difusdo em agar. Os isolados fogmmpados de acordo com os perfis
de amplificacdo dos genes das enterotoxinas e pedrls de resisténcia aos
antimicrobianos, correlacionando-os com os tiposldeentos e as regides nas quais
foram encontrados. Oitenta e um isolados produzicarantidades detectaveis de
enterotoxinas. Os genes mais freqientemente eadostforam @sebe osec-1(ambos
com 76,54%), seguidos deea (61,73%). Apenas quatro dos isolados produtores de
enterotoxinas classicas (trés originarios de quel@ coalho e um de bacon)
apresentaram contagens 21Bm cingiienta e nove cepas (72,84%) houve angujdic

de multiplos genes que codificam enterotoxinas JAEom relagdo as 81 cepas que
produziram enterotoxinas em caldo de cultivo, olmmese que 63 (77,8%) eram
provenientes de produtos carneos, 11 (13,6%) ddufoe lacteos, trés (3,7%) de
pescados e quatro (4,9%) de outros produtos derorenimal. Cinco eram da regiao
norte, quatro da regido nordeste, 19 da regidoesbB da regido sudeste. O grupo
formado pelo perfisea, seb e semombinados foi o mais frequente, com 33 isolados.
Vinte e seis cepas deste grupo eram originariasgiao sudeste, cinco da regiao norte e
dois da regido sul. Oitenta e oito cepas ndo aptasam nenhuma resisténcia aos
antimicrobianos testados. As resisténcias maisuéeigs foram frente a penicilina,
norfloxacina, canamicina e tetraciclina. Foram fados 64 perfis diferentes de
resisténcia. O perfil mais frequente foi resistéreipenicilina, unicamente, seguido de
resisténcia a penicilina/canamicina. A partir desuftados deste trabalho, pode-se



concluir que o risco de estarem presentes entenai®xo0s alimentos de origem animal
que passam por processos de industrializacao tashdoe acompanhados pelo Servigo
Oficial de Inspecéo brasileiro € muito baixo, (sateequatro das 3.748 amostras)
Entretanto, uma vez que foram detectados diversedispde resisténcia a
antimicrobianos nos isolados dtaphylococcusaureus obtidos, a possibilidade de
veiculacdo e disseminagdo dessas cepas resistamt@#s de alimentos de origem
animal, pode existir e deve ser monitorada.

Palavras Chave: produtos de origem anin@thphylococcus aureusnterotoxinas,

resisténcia a antimicrobianos



ABSTRACT

Food from animal origin produced at Brazilian inglies and inspected by the Federal
Inspection Service suffer many controls in all sea@f their processing. After the
industrialization, they are tested in official labtories for verification of the parameters
which define them as acceptable for consumption faeel of risk. One of the tests
routinely carried out is thé&taphylococcus aureus (S. aurewhumeration. These
microorganism have a risk associated with theis@mee in large numbers. Some of
them have the capacity to produce, under certamditons, heat-stable staphylococcal
toxins. If they are ingested with food, they witboguce foodborne disease. The aim of
this report was to study the distribution and featof S. aureusstrains isolated from
food animal origin products, in order to estimaigks of transmission of resistant
strains to antibiotics commonly used in treatmdnstaphylococcal infections through
food and to investigate their ability to producecsdlied "classical enterotoxins” (SEA,
SEB, SEC, SED and SEE). The food samples tested fsem different regions of
Brazil (south, southest, north and northeast). nFi total of 3,748 food samples,
analized in official laboratories from Brazilian Mstry of Agriculture, Livestock and
Food Supply (Ministério da Agricultura, Pecuaridlgastecimento - MAPA) between
2003 and 2004, 245 presented different countS.chureus They were isolated and
characterized phenotypically, using analysis ddterstablished by the MAPA and
through others complementary tests, for guarartaethey are realls. aureus The
isolates were submited to automated immunoassayhatiet(Enzyme-Linked
Fluorescent Assay - VIDAS®Staph enterotoxin Il SET@ detection of the strains
ability to produce detectable quantities of theefolassical enterotoxins (SEs). Among
the positive strains in enzyme immunoassay, it Wagerminate the frequency of
amplification, by Polymerase Chain Reaction (PGit)each of the respective genes
(sea, seb, sec-1, satdseg. Subsequently, it was studi&d aureugesistance, by the
diffusion in agar method, to 17 clinical importanaetimicrobials. The strains were
grouped according to the enterotoxin genes andaiitienicrobial resistance profiles,
correlating them with the types of food and regiamsich they have been found.
Eighty-one strains produced detectable amountsnidretoxins. The most frequent
genes found in those strains were seb and secth @th 76.54%), followed by sea
(61.73%). Only four enterotoxin producer strainesented counts >1@three samples
of Brazilian cottage-like cheese — “queijo de codlland one sample of bacon). In 59
isolates (72.84%) it was observed an amplificatmin multiple genes encoding
enterotoxins (A-E). In relation to the 81 straihgatt produced enterotoxins in culture
broth, we observed that 63 (77.8%) came from meatyzts, 11 (13.6%) were samples
of milk products, three (3.7%) were fish, and fqdr9%) were others products of
animal origin. Five samples were from the Northyrfirom the Northeast, 19 from the
South and 53 from the Southeast region of Brazie most frequent profile was found
in 33 strains, and was composedd®a, sebandsecgenes. Twenty-six strains of this
group were from Sutheast, five from North and twanf South Region. Eighty-eight
strains did not show any resistance to antimictot®ated. The highest resistance
frequency was observed against penicillin, norfeixa kanamycin and tetracycline.
Sixty four different resistance profiles could loentified. The profile resistance to
penicillin, follow by the profile to penicillin/keamycin, were the most prevalent. From
these results, it is possible to conclude thatigleof having pre-formed enterotoxins in
animal derived food items that go through an indaisprocess, controlled by the
Brazilian Official Inspection Service, is very lofonly four of 3,748 samples).
However, the identification of resistance profileas detected i%. aureusstrains. The



possibility of transmission and distribution of $eeresistant strains through food of
animal origin can exist and should be monitored.

Keywords: animal derived productStaphylococcus aureugnterotoxins, resistance
profile
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1 INTRODUCAO

Staphylococcus aureus um importante patdgeno de humanos e animais, que
causa uma grande variedade de doencas, com od#ergrdaus de severidade, que vao
desde uma leve dermatite até pneumonia, osteoenielisepticemia (SALYERS &
WHITT, 1994; LOWY, 1998; NORMANNCet al, 2007). Estes problemas tornam-se
especialmente preocupantes quando se trataM de cepiatentes a antimicrobianos
(MARTINEAU et al, 2000; NORMANNOet al, 2007; NITZSCHEet al, 2007). Além
dos problemas clinicos associados a multiplicagg&iedmicrorganismo em tecidos e
orgaos de humanos e animais e ao desenvolvimeneséncias aos antimicrobianos
normalmente utilizados nos tratamentos das infe;ogdeste ainda o risco de doenca
associada ao consumo de alimentos contaminados ttimas pré-formadas
termotolerantes, produzidas por esta bactéria.

Mais de 250 diferentes doencas transmitidas paoneslios estdo descritas até
hoje. Destas, aproximadamente dois tercos sao daispor bactérias. Dentre as
bactérias predominantemente envolvidas nestas deghcaureus$t um dos principais
causadores de gastroenterites causadas por cordeirabbmentos contaminados (LE
LOIR et al, 2003). Conforme Cunhet al. (2006), as toxinas estafilocécicas sdo a mais
envolvidas em doencas alimentares causadas pomputagio de alimentos ap0s o
processamento térmico.

A distribuicdo deS. aureusem alimentos é bastante ampla, sendo que estes
microrganismos podem ser encontrados em produtoeasy gréos e cereais, doces,
produtos lacteos, sorvetes, pescados e derivadogaode (OPS, 1996; NORMANN®t
al., 2007; SIMON & SANJEEV, 2007; AKINEDENMNt al, 2008).

Estima-se que nos Estados Unidos, a cada ano, abdngnsmitidas por
alimentos (DTAs) afetem de 6 a 80 milhdes de pass@aisando mais de 9.000 mortes.
A doenca provocada pelo consumo de alimentos comégms com toxinas
estafilococicas é a segunda causa mais comum desiscas (BALABAN &
RASSOLY, 2000).

Dos casos de surtos de DTAs investigados no Estadeio Grande do Sul de
1987 a 2000 (RIO GRANDE DO SUL, 2006), 11,3 % tmheomo agente etioldgico o

S. aureusnumero que esta abaixo apenas do adggaltaonellague foi responsavel por
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34,1 % dos surtos investigados. Este numero, pebveente, ndo expressa a totalidade
dos casos, tendo em vista que muitos surtos naoosdicados.

A fabricacdo de alimentos de origem animal é res@egl por uma parcela
importante da producéo industrial brasileira. Osceaigropecuario nos estabelecimentos
rurais do Brasil no ano de 2006 revelou os seguimtados: populacdo bovina:
169.900.049; suina: 31.949.106 e de aves: 1.244IB33E, 2009). Com relacdo a
producao de leite, observamos que 26.134.000.000akede leite foram produzidos no
Brasil em 2007 e 17.800.000.000 de litros foranugtdalizados em estabelecimentos
de laticinios sob inspec¢éo, no ano de 2007 (EMBRARR9).

Uma das formas de garantir a inocuidade na proddedmatéria-prima e dos
alimentos € monitorar, através de analises miclaflicas, a qualidade destes. A
resolucéo 712 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanid define requisitos
microbiolédgicos para industrializacdo e comercajéo de alimentos no Brasil; e dentre
estes esta o limite de contagemSiaphylococcusoagulasgositivos, que tem critérios
de aceitabilidade minimos para praticamente todo8pos de alimentos no varejo. A
guantidade maxima tolerada 8e aureusem amostras de alimentos visa garantir que o
namero presente no alimento ndo exceda o limita gaoducdo de quantidades
importantes de toxina (BRASIL, 2001). Os “Padroes Identidade e Qualidade de
Produtos Lacteos” do Ministério da Agricultura, ®@&ta e Abastecimento também
definem contagens maximas permitidasSdeaureuspara diversos produtos (BRASIL,
1996) e se direcionam a industria. Nas duas legisk citadas, a tolerancia esta por
volta de 16 (1000) UFC (unidades formadoras de colénia)/g ou mL paytos
carneos e (100)ou 10° (L000)UFC/g ou mL para produtos lacteos. Convém lembrar
que esta tolerancia esta vinculada a condicdo deagpopulacdo destas bactérias se
mantenha estavel, através de processos que garastamcomo: refrigeracéo,
embalagens apropriadas, utilizacdo de aditivosealiares, baixa atividade de agua e
demais processos que impecam a multiplicacdo deorganismos. Diante disto, torna-
se necessario o0 monitoramento microbiolégico patepdas industrias e dos Orgaos
fiscalizadores. O Ministério da Agricultura, Pecad Abastecimento (MAPA) realiza,
no Brasil, a inspecao industrial e sanitaria delptas de origem animal nas industrias,
através do Servico de Inspecao Federal (SIF). Uasattibuicbes do SIF € acompanhar
a qualidade higiénico-sanitaria, através de arglisécrobioldgicas, dos produtos,

monitorando, desta forma, 0s processos de prodigfimesmos.
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Quando se fala no risco relacionado a presencstrebdicdo de microrganismos
e em monitoramento das formas de transmisséo dssfjasdiretamente, em ambientes
onde existe concentracdo de pessoas ou animasatsayés de veiculos (instrumentos
clinicos, utensilios, etc.), seja atravées da neafgnima que dara origem aos alimentos,
seja ainda na manipulacdo destes alimentos, detectanecessidade de aprofundamento
de informacdes a respeito de suas caracteristec@sedcimento e sobrevivéncia e das
caracteristicas relacionadas a patogenicidade (aesenvolvimento de resisténcias e
capacidade de producéo de diferentes toxinas).

O problema de resisténcia dos microrganismos atiarobianos comecou a
ser discutido quando, na década de 70, médicosnfdoacados a abandonar suas
conviccbes de que, com a ampla oferta de agent@si@obianos existente, todas
infeccdes bacterianas eram trataveis (LOWY, 2003té entdo “otimismo” foi abalado
com o aparecimento de cepas Sleaureus, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa e Mycobacterium tuberculosmiltiresistentes. Dados relativos a mdltiplas
resisténcias bacterianas tém assustado, cada ez especialistas e a populacdo em
geral, e ttm demonstrado que as bactérias possukseavolvem mecanismos muito
complexos para garantir sua sobrevivéncia e mighgio no ambiente e nos
hospedeiros.

As técnicas moleculares permitem caracterizar rasgtbacterianas isoladas de
alimentos. Dentre estas, a Reacdo em Cadeia dadratie (PCR) tem se mostrado de
facil execucéo e eficaz como ferramenta de triagdiagnostico final confirmatorio e
caracterizagdo, detectando a presenca de genesifiesge(JOHNSONet al, 1991;
FUEYO et al, 2005, NORMANNO et al, 2007; MORANDI et al, 2007,
KEROUANTON et al, 2007; AKINEDENEet al, 2008; CHIANGet al, 2008).

A partir do exposto, os objetivos deste estudonfiordeterminar a prevaléncia de
S. aureusisolados de alimentos inspecionados, capazes adduzir enterotoxinas;
determinar o perfil de genes que codificam entein&s classicas presentes e o perfil de

resisténcia desses isolados frente a antimicrobiano
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Stapylococcus aureus um coco, com tamanho aproximado de 0,5 guinb
Gram positivo e catalase positivo (DOYIeE al., 1997). E anaerébio facultativo e ndo
esporulado, de distribuicdo mundial, de ocorrériotgliente em diversos tipos de
ambientes e superficies, especialmente na predenoatéria organica. Tem capacidade
de crescer em temperaturas desde 7 até 48,5 hteaaperatura 6tima de 30 a 37 °C e
em pH de 4,2 a 9,3, com um 6timo de 7 a 7,5. Podéas vezes, estar presente em
tecidos, especialmente epitélio (pele, mucosad Basal) de animais e seres humanos
(LE LOIR et al, 2003). Os seres humanos, neste caso, funcionam portadores
destes agentes, transmitindo-0s a outras pess@s aimentos que porventura possam
estar produzindo ou manipulando, em industriaslesele distribuicdo e de servigcos de
alimentac&o, como entrepostos, supermercados,.daashrestaurantes e outros.

De 25 a 60 % das pessoas sdo ou foram portadofsadeeussm um ou outro
momento das suas vidas (SALYERS & WHITT, 1994; LBIR et al, 2003). Figueroa
et al. (2002) ao analisarem 102 amostras de swabs dd&@oregitrofaringea de
trabalhadores de 19 restaurantes de Santiago, i@, €hcontrarant. aureusem 35
deles (34%). Quando presentes em tecidos ou sesreggi@ndulares (ex. leite) de
animais, podendo ou ndo estar provocando mastitésas ou subclinicas (TROVét
al., 2005; BOYNUKARAZet al, 2008), ha a possibilidade de transmissdo destetag
por via alimentar, especialmente quando este ireaigirocessos de transformacao dos
tecidos oriundos destes animais em alimentos, ramdouros e em industrias que
processam produtos de origem animal (leite, cameass, pescado). Isto é muitas vezes
possivel, poisS. aureus bastante resistente a alguns processos qudilsgarias em
induUstrias para destruicdo ou controle do cresdiong® microrganismos, como a salga e
a desidratacdo. Conforme Jay (2005), algumas gegdemn crescer em meios com até
20% de sal, mas o normal é terem crescimento &maooncentracdes de 7 a 10%. Este
mesmo autor cita que em concentracdes salinas aEma % a producdo de toxina é
inibida.

Existe ainda o risco do manipulador contaminairexito com a bactéria apos o
mesmo ja haver sofrido processamento térmico (ao®yprocessos tecnoldgicos que
visam minimizar ou cessar 0 crescimento bacteriaNeytes casos, considera-se que
existe uma recontaminacao do alimento. Isto é bstamum especialmente em locais

onde se realizam operac6es como embalagem, fracesma e fatiamento (em produtos
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ja prontos), e em confeitarias, padarias e estabs@tos assemelhados, onde
determinados produtos, utilizados especialmente ocaecheios, sédo elaborados
artesanalmente a partir de matéria—prima de origeimal (como por exemplo leite,
ovos, etc.). Além disto, apés o alimento ser suloloedo processamento, ha pouca
competicdo com outros microrganismos, o que fawoaemultiplicacédo d&. aureus

Kuchenbeckeret al (2004), relatando resultados de analises micladiicas
realizadas em queijos fabricados em industrias stidas a Inspecao Federal, de junho
de 2002 a junho de 2004, demonstraram que foi omarsim encontrar resultados néo
adequados aos parametros microbiologicos da le§slaigente (ja citada) em queijos
fatiados (18,75%) do que em pecas inteiras (6,418d)cando que, quanto maior a
manipulacdo do produto jA& submetido aos tratamegtes visam reduzir a carga
bacteriana inicial, maior € a chance de recontagdma

Borges et al. (2003) verificaram a presenca d&taphylococcuscoagulase
positivos em 93,1% das 43 amostras de queijos a@lba@roduzidas em microrregides
do estado do Ceard, com contagens que variaran® aeltt a 2,0 x 18, Lamaitaet al.
(2005) detectararBtaphylococcusp em 100% das 80 amostras de leite cru refrigerad
colhido de tanques de resfriamento de propriedast@ss do estado de Minas Gerais,
Brasil, com contagens que variaram de 1,0%al®,5 x 10. Ainda neste estudo, foram
detectadas, a partir de 138 cepas agrupadas pfir pequimico e por origem, 91
produtoras de pelo menos uma das cinco toxinasdEstEnterotoxinas A, B, Ce D e
toxina da Sindrome do Choque Toxico - TSST-1). Asjlnlidade de que haja producéo
de enterotoxinas p@. aureuem casos semelhantes a estes (extremamente camuns
Brasil) é relativamente grande, uma vez que estéseptes cepas produtoras e que as
contagens sao suficientemente altas.

S. aureus uma das bactérias patogénicas mais comumenateaaas, sendo
de dificil eliminacdo do ambiente em que convivesmhnos e animais. E responsavel
por muitas infeccdes nosocomiais, além de ser acipal agente causador da
intoxicacdo alimentar, em virtude da grande vadedde enterotoxinas que produz
(MEHROTRAEet al, 2000).

Praticamente todas as cepasSdewureusecretam uma ou mais de uma enzima
e/ou citotoxina, que incluem hemolisinas, coagwaseicleases, proteases, lipases,
hialuronidases e colagenases, todas com a funcadadildar a colonizacdo do
hospedeiro e a transformacdo do local para obtedgémutrientes exigidos para seu

desenvolvimento. Muitas cepas produzem exotoxidasomais, que incluem a Toxina
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da Sindrome do Choque Toxico-1 (TSST-1), as emteirtds estafilocdcicas, as toxinas
exfoliativas e as leucocidinas (MEHROTRA al, 2000; HOLECKOVAet al, 2002;
BANIA et al, 2006; AKINEDENet al, 2008). A funcéo primaria de todas estas seria a
inibicdo da resposta imune do hospedeiro. As Eteirtas e TSST-1 também séo
conhecidas como Toxinas Superantigénicas e Pirog€ni “pyrogenic toxin
superantigens — PTSAgs” (DINGES al, 2000; BLAIOTTA et al, 2006). As toxinas
produzidas polS. aureusque estdo relacionadas as DTAs, sdo denominaaasaco
abreviacdo SE (Staphylococcal Enterotoxin), seguidauma letra que representa a
designagcdo do sorotipo (SALYERS & WHITT, 1994; BABAN & RASOOLY,
2000).

As SEs atuam como superantigenos potentes queukstinproliferacdo néo
especifica de linfécitos T (T-cell proliferationBALABAN & ROSSOLY, 2000;
DINGES, 2000). Esta proliferacédo inespecifica delas T causa imunossupressao no
hospedeiro (JARRAUDet al, 2001; BANIA et al, 2006). Balabaret al. (2000)
afirmam que as enterotoxinas estafilocdcicas peetara uma grande familia de toxinas
pirogénicas estafilococicas e estreptococicas, oelacoes filogenéticas, estruturais,
funcionais e com sequiéncias de genes homoélogafor@unestes mesmos autores, estas
toxinas causam sindrome de choque téxico e temdagdles em doencas alimentares e
em muitos tipos de doencas alérgicas e autoimunes.

As enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED e SEE séao derslas classicas por
estarem 95% das vezes relacionadas com os surtesfelenidades transmitidas por
alimentos e por sempre possuirem capacidade em@iédNIA et al., 2006;
AKINEDEN et al, 2008).

Holeckova et al. (2002) afirmam que as toxinas estafilocécicas (SE)
proteinas de baixo peso molecular. Balaban & Rgd@8I00) descrevem que 0s genes
das enterotoxinas codificam precursores das eptenais de aproximadamente 260
aminoacidos.

O gene que é responsavel pela producédo de SE#g(ouentA), € carreado por
um bacteriofago temperado (BETLEY & MEKALANOS, 198BORST & BETLEY,
1994), também denominado profago (BANgAal, 2006; BLAIOTTA et al, 2006). O
geneseaé composto por 771 pares de bases — “pb” (BALABRAROSSOLY, 2000).
SEA e SEE sé&o 83% idénticas (DINGEtSal, 2000; BALABAN & ROSSOLY, 2000;
LE LOIR et al., 2003). Da mesma forma que SEA, SEE também €& caddi por
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bacteriéfago (BLAIOTTAet al, 2006) ou profago (BANIAet al.,2006; BLAIOTTA et
al., 2006) .

A regido codificadora (coding region) do gesebcontém 900 nucleotideos. O
geneseb é cromossomal em isolados clinicos Sleaureusenvolvidos em surtos de
intoxicacdo alimentar (SCHAFER & IANDOLO, 1978). Ealgumas cepas, 0 gene é
carreado por um plasmideo (BALABAN & ROSSOLY, 2000 genesec é
cromossomal e é codificado na regido denominadidganicity islands”, assim como
o seb (BLAIOTTA et al.,, 2006). O genesec apresenta 801 pb (BALABAN &
ROSSOLY, 2000). O germedé codificado por um plasmideo conhecido por plBd85
contém 774 pb (BALABAN & ROSSOLY, 2000; BLAIOTTAt al.,2006).

Outros tipos de SEs, a SEG, SEH e SEI (também deadas SEIG, SEIH e
SEIll) foram descobertos e vem sendo estudadoscbera seus genes correspondentes.
Além destes, também foram detectados e descritgemssselj, selk, sell, selm, seln,
selo, selp, selq, selr, selu e seflistes genes foram isolados $eaureusobtidos de
pacientes com diversos tipos de infec¢cbes (JARRAURI, 1999; MEMPELet al,
2003; SCHERRERet al, 2004). A denominacdo “staphylococcal enterotdikia-
superantigen” passou a ser usada para estas nieast@xinas, pois, apesar de também
se mostrarem superantigénicas, estas normalmerde daéhonstram propriedades
eméticas (BLAIOTTAet al, 2006). O produto ativo destes genes é considedado
familia das SEs pela similaridade de suas seqi#ocia as SEs classicas, apesar de que
suas importancias praticas sao ainda desconhezidassua fraca relacdo com doencas
alimentares. Algumas destas SEs, a SEIH, SEIll & $&hphylococcal enterotoxin-like
superantigens H, |, e G) ja demonstraram atividadética similar as classicas (CHEN
et al, 2004; BLAIOTTAet al, 2004; JORGENDSENt al, 2005; BANIAet al, 2006;
IKEDA et al, 2005; BLAIOTTA et al, 2006; AKINEDENet al, 2008). Mesmo com
esta grande variedade de novas enterotoxinas dstudalescritas, juntamente com seus
genes, somente 5% das doencas alimentares proggoada. aureupodem ser a elas
atribuidas (Baniat al, 2006).

As toxinas produzidas pd. aureussado termotolerantes (BERGDOLL, 1983;
BALABAN & RASSOLY, 2000), por isto, quando estivengresentes na matéria prima
(exemplo: leite que chega em uma industria panackatfio de queijo), 0 processamento
térmico que vier a ser aplicado na matéria-primandastria, muitas vezes nao tera

efeito sobre a toxina, mantendo-a intacta.



21

Jay (2005) descreve que a atividade biologica dB #Ea mantida apds
aquecimento por 16 horas a 8D, em pH 7,3. Valores D para destruicdo pelo oddor
SEB (ndo purificada), em condi¢bes especificass@uga de tampao), variam de
D11729,7 a D,;=11,4.

Técnicas microbiologicas tradicionais sdo utilizagara detectar e quantificar
aureusem alimentos. Dentre as mais utilizadas estadtv@em meios de cultura com
gema de ovo, telurito de potéassio, cloreto de Hticloreto de sodio, que promovem o
crescimento seletivo de bactérias do géritaphylococcusUtilizam-se como provas
complementares de diagnéstico: o aspecto das eslomo meio de cultivo,
caracteristicas do microrganismo na coloracdo demGe diversas caracteristicas
bioquimicas destes microrganismos, como a capazidbd producdo das enzimas
catalase, coagulase e termonuclease e a capadedatbsmentacdo de determinados
acucares (glicose, manitol, maltose), além da ¢dpde de producdo de acetoina, da
sensibilidade a lisostafina, da incapacidade dedym®& dap galactosidase, da
resisténcia a acriflavina e da producdo de pignsemtarotendides (VARNAM &
EVANS, 1991; ROBERSONMNt al, 1992; GUNN, 1994; HOWARD & KLOOS, 1994,
SALYERS & WHITT, 1994; CAPURROet al, 1999; MAC FADDIN, 2000;
BENNETT & LANCETTE, 2001; LANCETTE & TATINI, 2001;GANDRA et al,
2005).

O procedimento de confirmagdo mais frequentemetiligado paraS. aureus
baseia-se na deteccdo da enzima coagulase. Adesspeaureus, S. intermedius e S.
hyicusséo coagulase positivos, sendo que os dois Ults@o®spécies relacionadas aos
animais, portanto dificilmente estdo presentes kmeatos processados (BENNETT &
LANCETTE, 2001). Esta prova € realizada atravésxjmsicao de aliquotas (com um
volume definido) de culturas deste microrganisnigual volume de uma solucao estéril
de plasma sangulineo, normalmente de coelho. Qtadeullesta analise € determinado
pelo aparecimento ou ndo de uma reacao de coaguieg@el na solucao final, apos um
curto periodo de incubacao.

Quando a populacdo & aureusatinge um nivel de £ 10 por grama, pode
ser produzida quantidade de toxina suficiente ga@ocar a doenca de origem
alimentar (SHAPTON & SHAPTON, 1991; LE LOIBt al, 2003). Por outro lado,
Balaban e Rassoly (2000) afirmam que niveis deOld#ulas/g deS. aureuga sao

capazes de produzir quantidades detectaveis deoeni@a. Aproximadamente 60%
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das cepas d&. aureusproduzem enterotoxinas classicas (SHAPTON & SHARTO
1991; FIGUEROAet al, 2002).

Além do fator temperatura, a producéo de enterngsxestafilococicas por cepas
enterotoxigénicas € influenciada por diversos é&sorcomo o pH do alimento, a
concentracdo de NaCl e a presenca de outros marisrgos competidores
(BERGDOLL, 1989; LE LOIRet al, 2003).

Conforme Doyleet al. (1997), Barber, em 1914, foi o primeiro autor que
relacionou uma toxina com a doenca causadé&paureugprovocada pela ingestdo de
alimentos, reproduzindo sintomas desta atravésgisidao de leite contaminado. Apés
curto intervalo de tempo da ingestdo da toxinapxapradamente 2 horas, segundo
Hobbs & Roberts (1999), ocorrem sintomas gastrsiimais mais ou menos severos,
que vao desde vomito e diarréia até desidratagaorte. O principal e mais imediato
efeito da toxina parece ser a ocorréncia de vioteactessos de vOmito, que parecem
estar relacionados com o estimulo de terminacGe®ses do nervo vago no estdmago,
0 que, segundo alguns autores, caracterizariamiratmais como uma neurotoxina do
que como uma enterotoxina (SALYERS & WHITT, 199@pnforme estes mesmos
autores, os sintomas diminuem espontaneamente2dpidsras. Holeckovat al. (2002)
citam que, apds a ingestao do alimento contamiregltgxinas sdo absorvidas no trato
gastrointestinal e ativam reflexo emético, causandosea, emese, dor abdominal e
diarréia. A severidade dos sintomas esta assoaiagentidade de toxina ingerida e ao
estado imunologico em que se encontra a pessoaimalajue a ingeriu. Esta € uma das
doencgas transmitidas por alimentos mais comuns iaomehte (LONCAREVICet al,
2005).

A maioria dos relatos de frequéncias das entenod&sxclassicas em surtos de
doenca estafilococica transmitida por alimentos paises como Estados Unidos, Reino
Unido e Franga, relacionam SEA como a mais fregié8HAPTON & SHAPTON,
1991; BALABAN & RASSOLY, 2000; KEROUATONet al, 2007). No Brasil, relatos
revelam 70 surtos causados pela enterotoxinalestafica, na regido de Sao Paulo, no
periodo de marco de 1990 a junho de 1997. Oitosceggaresentativas foram testadas
com um teste de aglutinacdo em latex — RPLA pgradidade de producdo de toxina.
Seis delas (75 %) foram positivas para os tipos B e dois (25 %) para o tipo B
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2006).

Boynukaraet al. (2008) isolaram, na Turquia, dentre 480 amostmdete

oriundo de vacas com mastite subclinica, 106 ceedaS. aureusEm vinte e sete
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(25,5%) cepas foram detectadas, através da técdeaRPLA, producdo de
enterotoxinas, sendo que 25 produziram SEA e d&& Senhuma produziu SEC e
SED.

Figueroaet al. (2002) detectaram que 54 % das cepaS.daureussolados de
manipuladores de alimentos em restaurantes eraduforas de enterotoxinas, sendo
que a enterotoxina A foi a mais frequentemente remnada.

Conforme Cunhat al. (2006), apesar das enterotoxinas serem produzidas
comumente porS. aureuscoagulase positiva, algumas cepas coagulase wegati
(Coagulase-negativetaphylococci CNS), envolvidas em infecgdes humanas e animais
tem merecido atencéo. Apesar de raramente impBoagiadoengas alimentares, por nao
crescerem rapidamente em alimentos, CNS pode cor@a@imentos, pois humanos
também séo portadores deste grup8&@ghylococcus.

A deteccdo conjunta d&. aureuse de enterotoxinas em alimentos normalmente
é dificil, pois os processamentos pelos quais passaalimentos, em geral, destréem as
bactérias sem inativar as toxinas, que séo terdnaEst(LONCAREVICet al, 2005).
Métodos normalmente utilizados para deteccdo d#sradoxinas sdo baseados em
reacbes imunoenzimaticas (BECKER al, 1998), utilizando anticorpos mono ou
policlonais, ligados a outras particulas (latexzim@as). No Reversed Passive Latex
Agglutination (RPLA) os anticorpos estdo aderidgmeiculas de latex; nas técnicas de
ELISA e ELFA, o complexo antigeno/anticorpo se kganzimas que produzem reacdes
colorimétricas ou fluorescentes. Estas técnicas w#izadas tanto diretamente nos
alimentos como nos caldos de cultivo (MORANd#Ial, 2007). A ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS (AOAC) aprova a técnecde Técnica de Dupla
Imunodifusdo em Gel feita em microlamina (Micradsli Double Diffusion) para
deteccdo de enterotoxinas e a determina como #c¢standard” para avaliacdo de
outras técnicas para deteccdo de enterotoxinas liemnés, que precisam ser no
minimo tdo sensiveis ou mais do que esta. O lirddedeteccdo da técnica de
Imunodifusdo em Gel é de 30-60 ng de enterotoximagpama de alimento. O Reversed
Passive Latex Agglutination (SET-RPLA) possui umile de deteccédo baixo (um ng
SE mL') e somente detecta as enterotoxinas de A-D (LONBAR et al, 2005).
Métodos baseados em ELISA (Enzyme- Linked ImmurmsurAssay) sdo capazes de
detectar sete enterotoxinas: SEA, SEB, SEC1, SBEZ3, SED e SEE. (BENNETT,
2001). O limite de deteccdo das enterotoxinas nimseatos pelo método ELFA,

relatada e testada pelo fabricante do sistema VI®&&ph enterotoxin Il, é de 100%
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de deteccéio, em concentracéo de 0,5 ng/g (o' gara as enterotoxinas A e B, 100%
de deteccdo, em concentracéo de 1,0 ng/g (oirngara as enterotoxinas C2 e E e de
95% de deteccdo, em concentracdo de 1,0 ng/g (og*'hgpara enterotoxina D
(BIOMERIEUX ® SA, 2006). Outros autores realizarastudos para determinacao dos
perfis génicos de cepas produtoras de enterotoxtierddo utilizado alguma das técnicas
descritas acima para a selecao dos isolados qdaziam enterotoxinas (NORMANNO
et al, 2006).

O perfil de resisténcia a antimicrobianos € muitpaortante quando se trata de
isolados de origem clinica; e este tem sido detexdu praticamente como primeira
forma de caracterizagdo em colec¢des de culturdmsigitais e laboratérios envolvidos
em saude publica (LESSIN& al, 1995; HOOKEYet al, 1999; IPet al, 2003). No
caso dos isolados de amostras de alimentos, ediet®mbém deve ser determinado,
pois na medida em que se considera que estes #ignE@rao consumidos por humanos
e na hipétese de apresentarem contaminagdo parasuitesistentes, poderdo ser uma
forma de chegada destes isolados a populacdo hu@deste baseia-se na utilizacdo de
discos impregnados com quantidades definidas déisniarobianos, definidas em
protocolo padronizado, que sédo colocados na soerio meio de cultura com o
in6culo (cultura bacteriana). Apdés o periodo deulragdo, realiza-se a leitura e
interpretacdo, determinando-se a presenca e tana@nhalo de inibicdo (CLSI, 2003).

Na era “pre-antibidticos”, a taxa dertalidade de bacteremias provocadas por
S. aureusera de mais de 80%. A introducdo da penicilinajnicio de 1940, mudou
dramaticamente este prognéstico. Entretanto, jalédR, eram reconhecidas cepas
penicilina-resistentes d8. aureusnos hospitaisNa década de 60, mais de 80% das
cepas, tanto de hospitais como as chamadas “cepesntunidade” d&. aureuseram
penicilina-resistentes. Em 1961, surge entdo a ciliei, que foi o primeiro
antimicrobiano semisintético penicilase resistepteeém sua introducgéo foi rapidamente
seguida de relatos de cepas “meticilina-resisteft€3WyY, 2003).

Chambers (2001) trata com preocupacdo do fato ae agpas meticilina-
resistentes d8&. aureugMRSA), que até a década de 80 eram restritas @gsthis e
clinicas médicas, terem se disseminado entre a mdade, demonstrando a
transformacdo da epidemiologia deste microrganisGamforme este autor, humanos
Sao os reservatorios naturais $leaureuse a colonizacdo assintomatica € mais comum
do que a infeccdo. A colonizacdo nasofarigea, mma d@e perineo ou na pele,

especialmente quando esta esta danificada, é catawunorrer logo apds o nascimento.
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S. aureus, no contexto de desenvolvimento de resisténgiasicrorganismo que mais
causa preocupacao, por sua viruléncia intrinsega, cepacidade de adaptacdo as
diferentes condicbes ambientais e sua habilidadsadsar infec¢cdes graves, com risco
de vida. Ao mesmo tempo, este microrganismo é @ite@no 0 gque mais causa
infeccdes nosocomiais (LOWY, 2003). Mylote al. (1987) relatam que a taxa de
mortalidade resultante de bacteremiasiaureus de de 20 a 40%.

Biedenbach et al. (2007) descrevem que, apesar dos esforcos para o
desenvolvimento de antimicrobianos direcionadoatagenos Gram positivos, os perfis
de suscetibilidade d8taphylococcysStreptococcue Enterococcusém continuado a
declinar, assim como 0s mecanismos de resisté@miatirgido logo apds a introducéo e
0 uso dos novos antimicrobianos.

Quando se trata de isolados originarios de alinsert® origem animal, a
resisténcia das cepas encontradas pode ser dewidpalmente a dois fatores, levando-
se em consideracao a origem destes isolados. @ipriseria quando se considera que a
origem dos isoladosS( aureul € a matéria-prima do produto (ex: carne, leibefjue
nao é dificil de imaginar, pois muitos produtos,secem industrializados, ndo passam
por processamentos complexos, capazes de redguaificativamente contaminagdes
bacterianas. Neste caso, a tendéncia € que as ¢epham desenvolvido suas
resisténcias a partir de fatores de risco assceiadacriacdo dos animais, como
medicacdes utilizadas em tratamentos e em prdilaomo exemplo destes casos,
poderiamos citar carne “in natura”, somente refada ou congelada, especialmente de
espécies com sistemas de criagcdes mais intensivas) aves e suinos. A outra seria
guando se considera que a origem dos isoladosrsaranipuladores da matéria-prima,
os alimentos parcialmente prontos ou ja prontos equipamentos relacionados com
todas as etapas de industrializacdo dos prodieste caso, a resisténcias das cepas
seriam originarias dos fatores associados aos asnaomo tratamentos a que possam
estar submetidos. Como exemplos, teriamos alimeotws processamentos mais
complexos, normalmente prontos para o consumodgszcurados, defumados, carnes
moidas, produtos fatiados, etc.). Esta diversidiglerigens pode ser comprovada por
biotipificacdo de cepas, que determina a origemsiiados bacterianos de alimentos, ja
utilizada em diversos estudos onde as amostras eradutos de origem animal
(NORMANNO et al, 2007; MORANDIet al, 2007; KEROUANTONet al, 2007).

Vérios trabalhos, recentemente, tém aprofundadedestde transmissdes de
resisténcias através de cepasSaémonellaSP (EFSA, 2008; NOGRAD¥t al, 2008;
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MURMANN et al, 2009),Escherichia coliNAGACHINTA et al, 2009),Listeria sp
(FILIOUSIS et al, 2009) Campylobacter (EFSA, 2008) e Staphylococcus
(AARESTRUP, 2006; ZELLet al, 2008) originarias de alimentos, demonstrando a
importancia desta forma de transmisséo.

Kérouanton et al. (2007), ao realizarem estudo com 178 isolados de
Staphylococcuriginarios de surtos de enfermidades transmitjplas alimentos na
Franca, comentam que, apesar de ndo ser o métedaaamtb para tipificacdo de cepas
destes tipos de surtos, o0 estudo da resisténcigimi@obianos € uma preocupacao
importante de salude publica, pois humanos podeminfeetar com bactérias
multiresistentes presentes nos alimentos. Confg@melatado por Chambe(2001), as
cepas resistentes ndo estdo mais restritas ao#tamspendo se disseminado entre
pessoas da comunidade que nao tiveram nenhumdiatisco conhecido, como contato
com hospitais ou clinicas ou ainda tenham passaddepapia antimicrobiana, para
justificar colonizagcédo por cepas resistentes. Umdesrealizado em dois centros de
cuidados infantis (creches), em 1998, no Texas, Estados Unidos da América,
mostrou que 3 a 24 % das criancas saudaveis erdadp@s des. aureuspenicilina-
resistente (ADCOCKet al, 1998). Conforme Kinet al. (2006), viruléncia e resisténcia
a antimicrobianos séo importantes determinantesatafestacao clinica e do tratamento
das infeccdes bacterianas.

A técnica de Disco-difusdo tem sido rotineiramaritizada para caracterizacao
de cepas d&. aureudle diversas origens (MARTINEA#t al, 2000; RAPINIet al,
2004; DANTASet al, 2006; KEROUANTONEt al, 2007; NORMANNOet al, 2007).
Além disto, Martineawet al. (2000), ao realizarem estudo de resisténcias ailmea
eritromicina e gentamicina, por PCR multiplex, cd@6 cepas d&. aureus 188 cepas
de S. epidermidig394 no total, todas de origem clinica), encoatraelevado indice de
correlacdo entre os resultados da presenca dos gegponsaveis pelo desenvolvimento
das resisténcias por PCR e dos resultados daeaffétistipica, por disco-difusdo: 98%
para resisténcia a oxacilina, 100% para gentam&i®®,5% para eritromicina.

Para tentar corrigir este caminho, que por vezescpasem volta, numerosas
manifestacbes, conforme relata Livermore (2007)malestram e justificam a
necessidade de diminuir o uso de antimicrobianogera e conduzir o uso dos mesmos
da forma o mais correta possivel, adotando-se, vadamais, medidas profilaticas

eficazes para diminuir a necessidade do seu uso.
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Os mecanismos de acao dos antimicrobianos saodossem quatro fatores: 1)
interferéncia na sintese da parede celular bacter) interferéncia na funcdo da
membrana citoplasmatica 3) interferéncia na sirdes&cidos nucléicos e 4) inibicdo da
sintese protéica. No primeiro grupo, atuando camimdores de enzimas biossintéticas,
estdo: penicilinas, cefalosporinas, ciclosserinasfoimicina. Ainda neste grupo,
combinando-se com moléculas transportadoras, dséiacina e, com substratos, esta
a vancomicina. O segundo grupo tem trés subdivis@$) Os que causam
desorganizacdo na membrana citoplasmatica. Negp® grstdo os polipeptidicos e os
poliénicos; 2.2) Os que produzem alteracfes espasifia permeabilidade dos cations;
2.3) os que inibem as enzimas da membrana envelvigdransferéncia de energia. No
terceiro grupo estdo antimicrobianos que interferemmetabolismo de nucleotideos,
que interferem na transcricdo do DNA e os que milaeRNA polimerase, entre eles a
rifampicina. No quarto grupo, atuando como inibefoda sintese protéica, na fase
inicial, de alongamento ou terminal, estdo: amiivogideos (ex: estreptomicina,
canamicina e gentamicina), clindamicina, clorardehi tetraciclinas e macrolideos
(KOROLKOVAS & BURCKHALTER, 1988).

As sulfas pertencem a um grupo denominado “inileislata via metabdlica do
folato”. Sdo analogos estruturais dogx@minobenzéico — PABA, que é essencial para a
sintese de acido félico nas bactérias. O folatec&ssario para sintese de precursores do
DNA e RNA nas bactérias. O mecanismo de acdo daolnas é a inibicdo da DNA
girase e da topoisomerase IV bacteriana. Uma dinairastrutura superespiral da dupla
hélice e a outra separa as duas cadeias do DNAiitpeto, assim, a transcricdo ou
replicacéo (SHLAE®t al, 1997; LOWY, 2003).

O mecanismo de acdo da nitrofurantoina ainda é gooranhecido. O
desenvolvimento de resisténcias contra ela é randceha resisténcia cruzada. Sua
atividade parece estar vinculada a reducdo dalatei enzimética da célula bacteriana,
e esta reducdo parece permitir a ligacdo a umaipeotibossomal (GARAU, 2008)

A acdo antimicrobiana da linezolida (oxazolidinotenbém é por inibicdo da
sintese protéica, em sitios ndo utilizados porsuntimicrobianos (Subunidade 50S do
ribossoma) (LOWY, 2003; VERA-CABRERAL al, 2008).

Os mecanismos de resisténcia Sleaureusaos betalactamicos podem ser por
duas formas: inativacdo (clivagem do anel betatamto) através da enzima beta-
lactamase ou penicilase, mediada pelo gble, que pode ser cromossomal ou

plasmidial; ou alteracdo da proteina especificdighgdo destespénicillin-binding
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protein- PBP) na bactéria, que a substitui por outra PBm®, lmem menos afinidade por
este antimicrobiano. E mediada pelo gemxA que é cromossomal. O mecanismo de
resisténcia d&. aureuss quinolonas deve-se a alteracdo do complexo DiArgtico
denominado: “Quinolone resistance-determining mEgiec QRDR, por troca de
aminoacidos, resultando em uma reducédo de afinidadi por estes antimicrobianos.
Os genes da resisténcia saoparC e o gyrA ou gyrB, sendo que ambos sao
cromossomais. A resisténcia aos aminoglicosidea®-ge a inativacdo destes por
fosforilacdo ou acetilagdo enzimatica. E frequeetsm codificado por genes
plasmidiais. A estratégia bacteriana para resigtém sulfas € uma superproducdo de
PABA. O mecanismo de resisténcia para oxazolitiscé modificacdo da subregido
23S rRNA, componente da regido 50S do ribossomirfémnindo na ligacdo do
antimicrobiano nesta regido. A resisténcia a vamciom é devida a uma modificacao e
superproducdo dos tripeptideos que contém os atdssipara sintese da parede celular
bacteriana, tornando a parede mais espessa e ddona chance de entrada da
vancomicina na célula. Ao mesmo tempo, a estruterainal deste vai sendo
modificada, para “enganar’ as moléculas de vandomi¢SHLAES et al, 1997;
LOWY, 2003).

Muitos estudos correlacionam perfis de resistémi@a cepas dé&. aureus
isoladas de diversas origens, ou resisténcia a otimiarobiano em particular,
normalmente a chamada “meticilina resisténcia”, padfil génico para producdo de
enterotoxinas, tanto as classicas como as “likeretuxins” (KWON et al, 2005;
MOON et al, 2007). Outros autores ainda correlacionam oufaisres, como
capacidade de produzir hemolise (MORGAN, 2008)ofipificacdo (CHAet al, 2006)

e tipificacdo sorolégica pela coagulase (que determa que “grupo” ou “tipo”
epidémico de coagulase pertence a cepa) com d perfotipico para producdo de
enterotoxinas e perfil genotipico de resisténciamnéimicrobianos. A tipificacédo
sorolégica pela coagulase (tipos | a X) tem sidticada e utilizada para investigacao
epidemioldgica de doencas estafilocécicas trandastpor alimentos (CHAt al, 2006;
MONN et al, 2007).

Os métodos convencionais usados para tipificacdtecmar voltada para
estudos epidemiolbgicos de cepasSdaureussdo: analise direta do genoma bacteriano
atraves de Pulsed-Field Gel Eletrophoresisis (PF&Bhdom Amplified Polymorphic
DNA Analysis (RAPD), sequenciamento e analise demmofismo de genes escolhidos,

ribotipipificacdo e Multilocus Sequence Typing (MDSque permite avaliar e estudar a
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clonalidade e histéria dos caminhos evolutivosadmé mais detalhada destas bactérias.
Para este fim, especialmente analisando polimoogsem regides do DNA bacteriano,
também tem sido usadas as técnicas de RFLP (Riestricragment Lenght
Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polgrphism) e FAFLP
(Fluorescent Amplified Fragment Lenght Polymorphisoada uma delas aumentando a
reprodutibilidade e sensibilidade em relagéo aremtéMIcLAUCHLIN et al, 2000; LE
LOIR et al, 2003; LONCAREVICet al, 2005; TROVCet al, 2005; CHAet al, 2006).
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CAPITULO 2: ARTIGO 1: Prevalence of enterotoxin producer Staphylococcus

aureus in animal derived products inspected in Brazil

SUBMETIDO: FOOD MICROBIOLOGY, JAN 2009. (INTERNATNAL
JOURNAL OF FOOD MICROBIOLOGY, MAR 2009).
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Abstract

The present study was carried out to verify thevglence ofStaphylococcus
aureus (S. aureush animal derived food items produced in industirgspected by the
Brazilian Official System. It also investigated tlvapacity of isolated strains of
producing classical Staphylococcal EnterotoxinssjSESEA, SEB, SEC, SED and
SEE). From a total of 3.748 analyzed food sampiesyeen 2003 and 2004, 245 (6.5
%) presented different counts db. aureus. All isolates were biochemically
characterized and submitted to the ELFA automategthod (Enzyme Linked
Fluorescent Assay) (VIDAS® SET?2) for detection &sSAll 81 strains that produced
SEs, were submitted to a Polymerase Chain ReaffiGR) for detection of the genes
sea, seb, sec-1, seahdsee.The most frequent genes found in those strains sede
and sec-1 (both with 76.54%), followed bysea (61.73%). Only four enterotoxin
producer strains presented counts >ih0animal derived food items (three samples of
Brazilian cottage-like cheese “queijo de coalhod @me sample of bacon), with a risk
of enterotoxin production in these food items. Thuss possible to conclude that the
risk of having pre-formed enterotoxins in animafided foods that are industrialized

and controlled by the Brazilian Official Inspecti8ervice is very low.

Staphylococcus aureuSEs, animal derived food, ELFA, PCR strategy
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1. Introduction

The presence db. aureuds an important indicator of the hygiene and sagit
quality of the animal derived foods, and its enuatien is included in the sanitary
legislation of several countries. High populatiammbers of this bacterium in the food
impose the risk of production of enterotoxins tbatise one of the most common food
related diseases reported worldwide (Normano &0fl5, Kerouaton et al. 2007, Simon
and Sanjeed 2007, Chiang et al. 2008).

According to Bennet and Lancete (2001), the preseoicS. aureusor its
enterotoxins in processed foods is generally rdlate insufficient sanitization of
equipments or to the inadequate manipulation ofalematerial, ingredients and final
product (Le Loir et al. 2003, Bania et al. 2008). the food item, strains with a
toxygenic capacity could produce different typeseaterotoxins (SE), and the ones
classified as classic (SEA, SEB, SEC, SED and St&lwg been responsible for the
great majority of the outbreaks (Bania et al. 20806neden et al. 2008). The genes that
codify classic enterotoxins could be carrying byagés (Betley and Mekalanos 1988,
Borst and Betley 1994, Bania et al. 2006, Blaiettal. 2006), in plasmids (Shalita et al.
1977, Balaban and Rossoly 2000) or could be presetite bacterial chromosome
(Schafer and landolo 1978, Fitzgerald et al. 2@)diotta et al. 2006).

In Brazil, the innocuity of food items began torhenitored in 1950 (Brasil 1950,
Brasil 1952), becoming mandatory the industrial aaditary inspection of animal
derived products. The Federal Inspection Serviezvf§o de Inspecédo Federal - SIF)
was created to execute this monitoring and to ¥ollee whole production process. The
microbiological quality of the products, verifiedy kdifferent analyses, plays an

important role in this evaluation and becomes éffecby the sampling performed by
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the federal inspectors (Fiscais Federais Agropéxsjarwho send the samples to
standard official laboratories. Laboratory assaystfie enumeration d. aureusare
done routinely in almost all categories and typefods, except commercially sterile
foods, fluid milk, fermented milk, whole eggs armawr meats that are not vacuum
packed, and follow the acceptability criteria eBshied by the government
recommendatiofor milk derived products (Brasil 1996), and by thederal Resolution
RDC (Resolugéo Diretoria Colegiadaj N2 for meat derived products (Brasil 2001).

Epidemiological data demonstrated that up to 41.8Pcodisease outbreaks
transmitted by food items registered in Brazil, eveaused b. aureugVan Amson et
al. 2006). These numbers, probably, do not reptedkeaccurrences, since the majority
of the outbreaks are not reported. Factors relatede hygiene in manipulation and to
deficiency of storage of the food items, in the sprece of enterotoxin producer
S.aureushave been pointed out as the main precursonseocbutbreaks. However, the
investigation of the toxigenic capacity of the stsaisolated from food items involved
in outbreaks or commercialized in the country hasrbonly conducted in isolated
studies that do not include different products fralithe regions of the country (Rall et
al. 2008).

Therefore, the main goal of the present work wasttmly the prevalence &.
aureusin animal derived products that are inspectedheydfficial Brazilian network,

characterizing the strains according to their gbib produce classical enterotoxins.
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2. Material and Methods

2.1 Sample origin and collection

The analyzed food items were sent to the laboegodf the Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento of Brazil (RH), between 2003 and 2004, to
verify microbiological conditions. Food items weed meat derived (raw, cured,
matured, desiccated products and bovine, ovinegjregpequine and pork meat), milk
derived (powder milk, powder milk serum, cream,ceutle leche, condensed milk,
butter, cheeses, and milky deserts), fish and dérproducts, and sporadic samples of
other products according to Table 1.

All samples were sent to government laboratorigsr dfeing collected in the
industries by an official representative of the &mwdl Inspection Service, and were
transported in standard conditions that assuredhtegrity of wrappings as well as the
maintenance of temperature and other conditionsidisated in each product. In the
laboratory, all data related to the samples weeelkdd to assure the ideal conditions
for the development of the laboratory assays. Asesystarted up to 24 hours after the

arrival of the food samples in the laboratory.

2.2 Isolation of Staphylococcus aureus

For each sample the quantification of Colony Fognlinits (CFU) or Most
Probable Number (MPN) oStaphylococcus aureuwas performed according to
“Official Analytical Methods for Microbiological Aalyses to Control Animal Derived
Products and Water” by MAPA, according to the lastion r? 62/2003 (Brasil 2003).
The MPN technique is used for food items wherecthrecentration limit ofS. aureuss

less than 100 CFU/g, as indicated by the legistatio
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Potential colonies growing in agar Baird Parkeraveonfirmed according to
characteristics defined in the official methodolagyMAPA: typical or atypical growth
in agar Baird Parker, Gram staining, catalase o, coagulase and production of
thermonuclease. Confirmed colonies were submitbed tomplementary biochemical
characterization: growth capacity in Agar Baird Kearenriched with 7 pg/mL of
acriflavin, production ofp-galactosidase in ONPG broth — Ortho-Nitrophefvyl-
galactoside, capacity of production of carotendginents in Agar PCA (Plate Count
Agar), and capacity of fermenting maltose and astd@erfermentation of mannitol
(Roberson et al. 1992, Capurro et al. 1999, Gaetdaa 2005).

When the colonies presented the following charesties: resistance to acriflavin
(Junco and Barrasa 2002, Davis et al. 2006), ceagploduction and ability to
fermentate mannitol in anaerobiosis, they were idensdS. aureusdecause these tests
have been used to confirm phenotypicaélyaureusand also to differentiate it from
other coagulase positiv&taphylococcuspecies (Capurro et al. 1999, Glassmoyer and

Russel 2001, Gandra et al. 2005).

2.3 Investigation of the ability to produce entesohs in an imunoenzimatic assay
Isolates were submitted to an assay to determieecéipacity of producing the
enterotoxins A, B, C, D, and E. Thus, the isolatese cultivated in Brain and Heart
Infusion broth (BHI) with 1% yeast extract, andubated for 24 hours. Culture tubes
were centrifuged for 15 minutes at 7.500 rpm (Ex&®, 205 N, Fanen). After that, a
500 pL sub sample was withdrawn from the supernatadetect enterotoxins through
the imunoenzymatic assay ELFA (Enzyme Linked Flsoeat Assay), in the automated
system VIDAS® Staph enterotoxin Il (SET2). The gseas performed according to

the instructions present in the manual, with fevadtions, since we used bacteria
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cultures instead of food samples as suggested bype#ane et al. (2007). Reference
enterotoxin producing strains A (INCQS 00285; arihTCC: 13565), B (INCQS
00005; origin: ATCC 14458), C (INCQS 00080; origidTCC 19095), D (INCQS
00102; origin: ATCC 23235), and E (INCQS 00093gori ATCC 27664), were used
as a positive control. These strains were obtaifteth the Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS) and fronktimelacdo Oswaldo Cruz/Brazil

(FIOCRUZ).

2.4 Detection of sea, seb, sec-1, sed, and ses gene

For DNA extraction, the cultures were grown in BHAfter 18 hours of
incubation, at 37C, they were centrifuged, the pellet was washegkttimes in 0.85%
saline solution and the DNA was extracted.

DNA was extracted using the Wizard® Genomic DNA ifeation kit
(PROMEGA Corp., Madison, WI, USA), following institions of suppliers with slight
adaptations. Extraction products were run on 1%rcmga gel, and stained with
GelRed(R) (Biotium).

Specific primers were used as described previo(diinson et al. 1991). DNA
samples were amplified in a solution with a finalume of 25uL, composed by 1.5
mM of MgCl,, 100uM of dNTP, 0.25 uM of each primer, and 1UTafj Polimerase
thermostable (Platinum® Tag DNA Polymerase, Ingaon). The amplification was
carried out from an initial 2 minute denaturatidn9d’C, 29 cycles of denaturation at
94°C for 2 minutes, annealing at ®5for 2 minutes, extension for 1 minute af@2
and was terminated with a final extension &(C7for 7 minutes.

Each isolate was amplified with separated pairprohers. In each reaction, the

DNA of the reference enterotoxin producing strai8&A, SEB, SEC, SED, or SEE),



38

and Staphylococcus xyloswgas used as negative controls. A molecular weiggutker
(Low DNA Mass Ladder Invitrogen T. M) was used tontrol the size of the
amplification products obtained. The amplificatiproducts were run in a 1% agarose

gel, and stained with GelRed(R) (Biotium).

3. Results

From a total of 3.748 analyzed samples, 245 (6.5 p¥&sented different
concentrations 08. aureusThe frequency 08. aureusn food samples, according to
the origin of the samples, was 12.2 % (23/189) ftom North region, 7.6 % (27/357)
from the Northeast region, 6.1 % (112/1847), frdve Southeast region, and 6.1 %
(83/1355) from the South region (Table 1).

Concentrations 08. aureusn these samples varied from 3.6 CFU/g to > 2.9 x
10° CFU/g. In a total of 172 samples (70.2 %), the nerslvaried between 3.6 and 990
CFU/g., while in 33 samples (13.4 %), the total bens were higher than 1GFU /g.

The majority of bacteria isolates (92.2 %) presérdetypical growth in agar
Baird Parker and 91.8 % produced carotenoid pigsdiite majority of strains (85.7%)
produced thermonuclease arttgalactosidase (89.8 %). In addition to these
characteristics, 94.3 % of the strains fermentelias@in aerobic conditions. All strains
fermented mannitol in absence of oxygen, were dasgupositive and resistant to
acriflavine. With this combination of biochemicdlaracteristics, we can consider that
the isolates werS&. aureugCapurro et al. 1999, Glassmoyer and Russel 2B@hdra

et al. 2005).
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From a total of 245 isolates & aureugpresent in the samples and characterized
by biochemical assays, 81 (33.1 %) presented pesitesults in the automated
imunoenzimatic assay (Table 2). In 51 isolates1®26) an amplification of the gene
seawas observed, 62 (76.54 %) presented an ampiditatf the geneseh and in 62
(76.54 %) an amplification of the gesec-1was recordedOnly two isolates (2.47 %)
and three isolates (3.7 %) presented the gee@andsee respectively. In the majority
of isolates we observed an amplification of mor@anthone gene that codifies
enterotoxins, and the combination presented theeSigfrequencgea- seb- sec-1

Among the 81 products with enterotoxigeni&.aureus in 70 (86.42%)
concentrations were lower than®10FU /g. Three samples of Brazilian cottage-like
cheese (queijo de coalho) and one sample of baesemed enterotoxigen& aureus

in concentrations higher than®0OFU /g.

4. Discussion

Samples in this study presented a low prevalencgq)p of isolation ofS.
aureus probably because the evaluated food items wesgetted products and were
collected in industries. Therefore, the analyzestipcts were not exposed to the risk of
crossed contamination, which could occur laterrdufood selling and processing. We,
thus, observe that studies carried out with foedth# bought in the market, generally
present high prevalence 8f aureusIn Brazil, Aradjo et al. (2002) evaluated cheese
samples sold in Rio de Janeiro state and foBn@ureusin 20% Normanno et al.

(2007) in a study with samples from milk and meaidpicts in Italy, found that 12.8%
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of the samples wer8. aureuspositive while Simon and Sanjeed (2007), reported a
prevalence of 21% d@. aureusn fish samples in India.

More than 70.2% of the studied samples presentadetdrations ofS. aureus
lower than 9.9 x 1%) within the acceptable range (from*16 1G UFC/g), according to
the Brazilian legislation for products of animalgim (Brasil 1996, Brasil 2001). Only
13.4% of the analyzed samples presented concemisatigher than PGCFU /g, which
is considered a risk for the production of entexote (Akineden et al. 2008).

The percentage of strains (33.1%) that demonstragguhcity of producing
classic enterotoxins (A, B, C1, D, and E), in anigmed broth, is compatible with the
estimate of Bergdoll (1989), who found that 25% $f aureusstrains produce
enterotoxins. However, this frequency may vary atiog to the type of food and to the
origin of the sample. Fueyo et al. (2005), in adgtaonducted with 269 isolates 8f
aureusfrom the nose of food handlers, demonstrated th&92 produced enterotoxins
A, B, C, or D. On the other hand, Simon and San{807), in a study carried out with
fish in India, demonstrated that 41% strains isaldtom these products were positive
for the enterotoxins SEA, SEB, SEC, or SED. In Bra2ardoso et al. (1999), in a
study carried out with isolates & aureudrom bovine mastitis, found 43.2% of the
strains able to produce enterotoxins SEA, SEB, S&@, SED. On the other hand,
Akineden et al. (2008) found 72.8% of the enterieric strains of5. aureuscausing
bovine mastitis in Germany.

In relation to the 81 strains that produced entxios in culture broth, we
observed that 63 (77.8%) came from meat produdt13.6%) were samples of milk
products, 3 (3.7%) were from fish, and 4 (4.9%)evéom other products of animal
origin. Among the meat products, the chicken meat the chicken Mechanically

Separated Meat (MSM) presented the highest frequehesolation ofS. aureusand
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also the highest number of enterotoxigenic straiimwever, in all samples of these
products the numbers of enterotoxigeSiaureuswere not higher than the acceptable
limit of 10°, even though the MSM is a type of food that gdesugh an intense
mechanical processing for grinding and removal arfds. Among meat products, only
one bacon sample presented isolation of enteratoigS.aureusin a high
concentration (>19. This product is processed in Brazil with smokwak meat and
usually is consumed fried or cooked. Twenty-one am of this food item were
analyzed during the study period and only one sarfipm the North Region of Brazil,
where production of pork meat is not a main agtjwtas positive foiS. aureusThis
probably was an isolate requirement for the ingesibn of the official inspection
system.

Among milk products, the highest index of isolat@inS. aureusvere found in
mozzarella cheese and in Brazilian cottage-likeeshe however, in the majority of
strains it was not possible to detect the capatfifgroducing the studied enterotoxins.
On the other hand, all samples of Brazilian cotidge cheese that presented
enterotoxigenic strains db.aureushad population numbers higher thar® 10FC/g.
These cheeses, produced mainly in the North anthblastern regions, are made out of
pasteurized milk, go through a process of coaguladind addition of salt (NaCl 1%),
without maturation, acquiring a slightly acid flavd\fter that, this type of cheese is
fractionated, sold in wooden sticks, and quicklyoled over coal before being
consumed.

The production of staphylococcal toxins is influeddy several factors (Le Loir
et al. 2003). First, a population number%f aureushigher than 19 in the food, is
considered a pre-requisite for the production airtoHowever, other factors such as

the pH of the food, the concentration of NaCl amel presence of microorganisms that
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compete withS. aureuscould directly affect the production of toxins égterotoxigenic
strains (Bergdoll 1989, Le Loir et al. 2003). Foteins that present enterotoxigenic
strains in a concentration higher thari d@re found in the present study, especially the
Brazilian cottage-like cheese. This cheese preddnte acidity and low concentration
of salt characteristics considered favorable to gheduction of SEs, indicating that
there was a risk for the presence of these toxitisa products. Since these enterotoxins
are thermostable (Bergdoll 1983), the posteriort,neapecially in the case of the
Brazilian cottage-like cheese, does not assuraléséruction of the toxin. In addition,
this product is frequently exposed to inadequaieage conditions, being sold by street
vendors, which could lead to an increas&oaureugpopulations and the production of
toxins, imposing a high risk to the consumer.

Several methods have been developed to detectotaxigienic strains of
Staphylococcusp. and enterotoxins in food items, among them Rblymerase Chain
Reaction (McLauchlin et al. 2000, Kérouanton et2807, Akineden et al. 2008), and
the detection of toxin by an imunoenzimatic asddgnpnekinne et al. 2007, Jechorek
and Johnson 2008). In the present study, we use¥HDAS® SET2 kit developed to
detect the enterotoxin in the food, but also usedi¢ntify enterotoxins (from A-E) in
the bacterial culture broth (Morandi et al. 20Gat)d obtained good results. All strains
with a positive result in the enterotoxin detecttest were submitted to the PCR and
presented an amplification of at least one of #ngdted geneséa, seb, sec-1, seahd
seg and a high prevalence of the gesebandsec-1.0ther studies have demonstrated
the relatively high frequency skcin products of animal origin (Akineden et al. 2p08
however, SEA is generally the most frequent toxiadpced by strains db. aureus
(Fueyo et al. 2005, Normanno et al. 2005). Alsasolates sampled during outbreaks,

the geneseahas been reported as the most frequent (Chiaalg 2008). In Brazil, there
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are few data about the prevalence of the SE gentsd samples. However, Veras et
al. (2008), found among 30 strains $taphylococcusoagulase positive and negative
isolated from milk products from food poisoning longtaks occurred in Minas Gerais
state, 11 strains that amplified only the geea 8 strains that amplified onkeh and 7
strains withseaand seb.Rall et al. (2008) studied strains $f.aureussolated from
fluid milk and foundseg followed byseg as the most frequent enterotoxigenic strains.

In relation to the genetic profile presented bydtrains, we observed that only 22
strains (27.16%) presented only one of the genee W2.84% had multiple genes. The
most frequent profile was found in 40.74 % of thmiss, and was composed bga
seh andsecgenes. The presence of multiple genes has also teperted in other
studies (Fueyo et al. 2005, Morandi et al. 2007| &aal. 2008). It is possible that the
strains studied in this work present other genes$ todify SEs, since here we only
focused on the main enterotoxins causing food paigp(SEA-SEE). However, other
genes such aseg seh selj, selk, sell, selm, seln, selo, selp, selq, seluy andselvare
also in the SEs groups. These genes were isoladed gatients with several types of
infections (Jarraud et al. 2001, Mempel et al. 2008nd the denomination
“staphylococcal enterotoxin-like superantigen” wasposed. Even though they have
similarities with the nucleotide sequence of cleasiSEs, they usually do not
demonstrate emetic capacity (Blaiotta et al. 20@8®me of these SEs, such as SEIH,
SEIll, and SEIG have demonstrated an emetic actuiylar to the classic SEs (Chen et
al. 2004, Blaiotta et al. 2004, Jorgendsen et @052 lkeda et al. 2005, Bania et al.
2006, Blaiotta et al. 2006, Akineden et al. 20@8)t only 5 % of the food poisonings
caused bys. aureusould be related to them (Bania et al. 2006).

Considering the total number of analyzed sampleS.{#48), we observed that

only 2.2 % (n=81) presentefl. aureusproducing classical enterotoxins. From these
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total, 68 were present in food items in a concéistndower than 9.9 x Y0OCFU/g, and
only 4 (0.1 %) presented concentrations higher thérx 16 CFU /g, becoming a risk
for the presence of the toxin. From these resitlts,possible to conclude that the risk
of having pre-formed enterotoxins in animal deriiedd items that go through an

industrial process controlled by the Brazilian Gl Inspection Service is very low.
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Table 1: Animal derived products analyzed. The neimdd samples with isolation &. aureuss

shown in parenthesis.

Product Southeast  South North Northeast Total
Milk products
Brazilian cottage-like cheese - - 7(6) 27(23) 34(29)
(queijo de coalho)
Fresh/soft cheeses 275(12) 126(5) 96(14) 34 531(31
Semi-hard cheeses 19(2) 8 3 8 38(1)
Hard cheeses 4 40 - - 44
Grated cheeses 24(3) 10 1 - 35(3)
Processed cheeses 50(1) 7 - 2 59(1)
Milk dessert 14(2) - - - 14(2)
Powder Milk 61(1) 102 7(2) 64 234(2)
Others 192 75 18 27 312
Sub-total 639(19) 368(5) 132(21) 162(23) 1301(68)
Meat products
Fresh, refrigerated and frozen meat150(29) 3(1) 9 26 188(30)
and offal
Processed meat and offal 232(12) 47(4) 5(1) 8 292(1
Refrigerated and frozen chicken ~ 195(18) 198(23) - 36(3) 429(44)
(whole/cuts/ offal)
Processed chicken cuts 16(1) 9 - - 25(1)
Refrigerated rabbit 3 - - - 3
Chicken MSM 14(7) 111(29) - - 125(36)
Pork MSM - 4 - - 4
Raw Sausage/Salame 174(14) 273(17) 7 10(2) 464(32)
Hamburger/Meat Ball 19(3) 12(2) - 4 35(4)
Sausage 24 76(3) - 1 101(3)
Others 141 200 2 8 351
Sub-total 968(84) 933(78)  23(1) 93(4) 2017(167)
Fish
Eviscerated fish/fish 81(3) 46 26 44 197(4)
fillet/products with fish
Crustaceans 1 8 6 58 73
Sub-total 82(3) 54 32(1) 102 270(4)
Miscelaneous
Eggsin natura 31 - - - 31
Egg derived foods or processed 70(2) - - - 70(2)
egg derived food
Honey and honey derived food 3 - - - 3
Pizza 11(4) - - - 11(4)
Others 43 - 2 - 45
Sub-total 158 (6) - 2 - 160 (6)
TOTAL 1847(112) 1355(83) 189(23) 357(27) 3748(245)
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Table 2. Quantification of enterotoxigericaureusand profiles of gene amplification of the entexintg
A, B,C,D,and E.

Samples with Profile of enterotoxins Quantification ofS.aureus
Food item enterotoxigenic (number of samples) (ufc.g") (number of samples)
S.aureus
Chicken MSM 11 sea/seb/se(3), seb/se¢3),sec 107 (10), 16 (1)

(2), sealsel{1), sea(1), seb(1)

Chicken carcace 8 sea/seb/sef2), seb/se¢?), 107 (6), 1G (2)
seal/seb/sec/sdd), sea/sedl),
sec(1),sea(l)

Chicken cuts 6 sea/seb/sef2), seb/seq?2), 107 (5), 1G (1)
seal/sedl),sec(1)

Beef 6 sea/seb/se(3), sea/se¢?), <10' (4), 10 (2)
seb/sec/sefl)

Raw pork sausage 6 sea/seb/se(3), sea/seb/sec/see 107 (5), 1¢ (1)
(1), sed(1), seb(1)

Hamburger 4 seal/seb/se(3), sea/sel{1) 107 (4)

Jerked beef 4 sea/seb/se(2), seb/seq?) <10 (3), 10 (1)

Ground beef 3 seal/seb/sef2), seb(1) 107 (3)

Brazilian cottage-like 3 seb(2),sea/sed1) >10° (3)

cheese

Mozarella cheese 3 sea/seb/se(3) 107 (2), 14 (1)

Cooked beef sausage 2 seb(1),sec(1) 10 (2)

Egg yolk 2 sea/seb/se(l), seb/seql) <10' (2)

Bacon 1 sea/seb/sec >10°

Grated cheese 1 sea/seb 10

Others 21 sea/seb/se(8), seb(4), sea/sec  <10' (10), 16 (2),

(2), sec(2), sea(2), sea/sel{l),  10°(8), 10° (1)
seb/sedl), seb/sec/sefl)
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CAPITULO 3: ARTIGO 2: Perfil de resisténcia de isohdos de Staphylococcus
aureus obtidos de produtos de origem animal analisados [meServigo de Inspecéo

Federal do Brasil

ACEITO: ACTA SCIENTIAE VETRINARIAE, 2009.
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RESUMO

A preocupacdo com a presenca de isolados bacteriaesistentes a
antimicrobianos em alimentos tem sido crescent@nigo ao lancamento de programas
de monitoramento de emergéncia de resisténcia emsvpaises. A partir disso, 0
objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil desisténcia em isolados de
Staphylococcuaureusobtidos de produtos de origem animal amostradizs fistema
de Inspecdo Federal nos anos de 2003 e 2004. Fawvahados 245 isolados pela
técnica de disco-difusdo conforme preconizado @dilnical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). Oitenta e oito isolados (35,9%onevidenciaram resisténcia aos
antimicrobianos testados. Os maiores indices d&t@asias foram a penicilina (30,2%),
norfloxacina (19,6%) e canamicina (17,1%). Foraanidicados 64 perfis diferentes de
resisténcias, sendo os mais frequentes a resst@n@nicilina e penicilina/canamicina.
Os perfis de resisténcia que incluiam quinoloneanfioencontrados, principalmente, em
produtos derivados de carne de frango. De formal,ges indices de resisténcia
observados nos isolados analisados estiveram atlas<celatados para isolados obtidos
de amostras clinicas de humanos, onde isoladosS.dereus multi-resistentes
constituem um importante obstaculo ao sucessaatintento. Entretanto, a presenca de
alguns perfis de resisténcia, incluindo betalaatésii ou quinolonas, indica a
necessidade de investigagdo e monitoramento ead@d®be animais e alimentos.

Descritores: alimentos Staphylococcuaureus resisténcia a antimicrobianos.
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ABSTRACT

The concern about the isolation of antimicrobiaistant bacteria from food has
increased in the last years, leading to the launchmany countries, of programs to
monitor resistance emergence. In this connectlmmatm of this study was to evaluate
the resistance profile iStaphylococcusureus strains isolated from animal derived
foods, sampled by the Brazilian Federal Inspecta@mnvice in 2003 and 2004. Two
hundred and forty five strains were evaluated kg disk susceptibility test following
the Clinical and Laboratory Standards Institute $QLguidelines. Eighty eight strains
(35.9%) were susceptible to all tested antimicrigbi@he highest resistance frequency
was observed against penicillin (30.2%), norflora(i9.6%) and kanamycin (17.1%).
Sixty four different resistance profiles could lbentified, and the profiles resistance to
penicillin, or to penicillin/kanamycin were the ntoprevalent. Resistance profiles
including quinolones were identified mostly in pioylderived products. In general, the
resistance frequency found in our strains was lothan the frequencies reported in
S.aureusstrains from human clinical cases, which are comgnenultiresistant and
constitute an obstacle to the successful treatofestaphylococcal infections. However,
the identification of resistance profiles includibgtalactam and quinolone points to the

need of further monitoring of animal and humanased.

Key words: food, Staphylococcuaureus antimicrobial resistance.
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INTRODUCAO

O sucesso da penicilina no tratamento de infeceé&silococicas seguido, em
curto espaco de tempo, pela emergéncia e dissedwirde cepas detéphylococcus
aureusresistentes em hospitais e na comunidade, levouséa de novas moléculas,
naturais ou sintéticas, que pudessem ser utilizadasrapéutica. Contudo, observa-se
que a introducdo de novos antimicrobianos no tratdon tem sido acompanhada
invariavelmente pela selecdo de cepas resistatgesyrente da aquisicdo de genes de
resisténcia (1, 5, 17,18).

A origem dos genes de resisténcia ainda € comsayporém microrganismos
ambientais sdo apontados como sua provavel fomépa (1). A disseminacdo desses
genes entre microrganismos comensais e patogéfuceselerada durante a era dos
antibioticos, garantindo o surgimento de clonestimesistentes. Mais recentemente, a
transmissdo de isolados resistentes pelo consunprodieitos de origem animal tem
sido documentada, levando diversos paises a pmpgramas de monitoramento de
isolados resistentes em alimentos (4, 26).

No Brasil, os produtos de origem animal processadofmdustrias sob Inspec¢éo
Federal sdo amostrados e analisados pela redebdmttarios oficiais, seguindo a
legislacdo vigente (6, 8). A enumeracdo 8e aureusé uma das técnicas mais
frequentemente realizadas, propiciando a formagdaumda colecdo abrangente de
isolados, que pode ser utilizada para o monitoréanela emergéncia de multi-
resisténcia. A partir disso, o objetivo desse ttabéi avaliar os indices de resisténcias
a antimicrobianos e determinar os perfis de resisémais freqiientes em isolados de
S.aureusobtidos a partir de produtos de origem animalisadbs nos anos de 2003 e

2004.
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MATERIAIS E METODOS
Amostras bacterianas

O estudo foi conduzido em 245 cepasStaphylococcus aureusoladas de
3.748 amostras de alimentos de origem animal, sathls nos anos de 2003 e 2004
pelos laboratérios oficiais do Ministério da Aglicwa, Pecuaria e Abastecimento do
Brasil (MAPA). Dos 245 isolados, 83 foram provenesnda Regido Sul, 112 do
Sudeste, 23 do Norte e 27 do Nordeste. Os alimeatgosrigem dos isolados foram
queijo (n=65), frango (n=78), linguica (n=29), agrtipos de carneos (n=60) e outros
alimentos com menor representatividade (n=13).

Todos os produtos foram remetidos aos laboratoofsais, apds serem
colhidos nas industrias por um representante ldgabervico de Inspecdo Federal, e
transportados em condi¢cfes que davam garantiasvadabilidade das embalagens e
da manutencdo da temperatura e demais condicoesdad para cada produto. Na
chegada ao laboratério, todos os dados relativosamaestras eram conferidos,
garantindo que nenhuma situacdo que pudesse tdimeéda sobre as condi¢cdes
necessdrias para a realizacdo do ensaio fosseglogs analises iniciavam em até 24
horas apés a chegada da amostra do alimento aatého. Cada amostra de alimento
foi submetida a protocolo de quantificagdo de UiédaFormadoras de Colbnia ou
estimativa de Numero Mais Provavel 8e aurais, segundo os “Métodos Analiticos
Oficiais para Analises Microbiolégicas para Cordgrde Produtos de Origem Animal e
Agua” do MAPA, contidos na Instrugdo Normativi68/2003 (7).

Colbnias suspeitas em agar Baird Parker foramircaaflas de acordo com
caracteristicas definidas na metodologia oficialMl®PA, ou seja, crescimento tipico
ou atipico em &gar Baird Parker, coloracdo de Gproducédo de catalase, coagulase e

producdo de termonuclease. Col6nias confirmadasnf@eubmetidas a caracterizacdo
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bioquimica suplementar. capacidade de crescimento Agar Baird Parker
suplementado com 7 pg/mL de acriflavina, produgddeta-galactosidase em caldo
ONPG - Ortho-Nitrophenyl-beta-galactoside, capat@dde producdo de pigmentos
carotendides em Agar PCAPlate Count Agar) e capacidade de metabolizaltose
em aerobiose e manitol em anaerobiose (9, 14,Q4ndo apresentavam as seguintes
caracteristicas: resisténcia a acriflavina, paddididle na prova de coagulase e
capacidade de fermentar manitol em anaerobiosmafmto acido, os isolados foram
considerado$. aureuy9, 13, 14, 25). Isolados confirmados foram estoseem Caldo
Infusdo de Cérebro e Coracao (BHI) acrescido de @®Ylicerol a -2¢C.
Testes de sensibilidade a antimicrobianos por Disatifusdo

Os isolados foram submetidos a testes de sedsitddi a antimicrobianos,
seguindo a norma M2-A8 do CLSI (11). Para tantojsotados foram semeados em
caldo BHI e, apos incubacdo de 24 horas, isolado#\gar PCA. Para realizacdo do
teste, foi utilizado Agar Mueller-Hinténsendo que o indculo era uma suspensao direta
de colbnias equivalente a uma solu¢édo padrao OMc#farland, originarias da placa de
Agar PCA, ap6s 24 horas de incubacéo. Os discogregnados com concentracdes
especificadas dos antimicrobianos foram: Penicil{@a@ U), Cefoxitina (30 ug),
Teicoplanina (30 pg), Gentamicina (10 pg), Canami¢BO g), Eritromicina (15 pg),
Telitromicina (15 ug), Tetraciclina (30 pg), Doxiena (30 pg), Ciprofloxacina (5 pg),
Norfloxacina (10 pg), Nitrofurantoina (300 ug), riélamicina (2 pg), Sulfametoxazol-
Trimetoprima (23,75 e 1,25 pg), Cloranfenicol (3§),LRifampicina (5 pug), Linezolida
(30 ng). Como controle de qualidade dos discosntienrobianos, foi utilizada uma
cepa deS. aureusATCC® 25923, conforme recomendacdo. A leitura dos tefsies

realizada apés incubacéo #G4%or 16-18 horas.
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RESULTADOS

Do total de isolados d8.aureus 88 (35,9%) n&o apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos testados, enquanto os demais 1H1%f apresentaram resisténcia a
pelo menos um dos antimicrobianos testados. Todosalados foram sensiveis a
gentamicina. As maiores frequiéncias de resistdoc@n observadas contra penicilina,
norfloxacina, canamicina e tetraciclina (TabelaQs3.produtos de frango apresentaram
um indice mais elevado (82,9%) de isolados comstésiia a pelo menos um
antimicrobiano, enquanto os isolados obtidos ddjaguderam os que apresentaram
perfil de total sensibilidade mais freqientemeb®&9%).

Considerando as regides de origem doadss| a frequiéncia de resisténcia foi
mais elevada nas regides Sudeste (67,9%) e Sul)(76fguanto os isolados
provenientes do Nordeste (59,2%) e Norte (30,4%gnlomenos resistentes frente aos
antimicrobianos testados.

Foram encontrados 64 perfis de resisténcia distirgendo os mais prevalentes a
resisténcia apenas contra Penicilina (n=23) e @l g&nicilina/Canamicina (n=17).
Esses perfis foram detectados predominantementsodgaos provenientes de linguica,
gueijo e carne bovina. Os perfis que incluiramnaigtiobianos do grupo das quinolonas
(norfloxacina e ciprofloxacina) predominaram emdutos relacionados a carne de

frango (Tabela 2).

DISCUSSAO
A preocupacao quanto a resisténcia de microrgasisras antimicrobianos tem
sido crescente em todos os paises. O uso desn@maetsantimicrobianos, a falta de
diagndstico etioldgico e de perfil de resisténcea phtdgenos, o uso de agentes

antimicrobianos de amplo espectro, a pressao desfira farmacéutica para o consumo
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indiscriminado de antimicrobianos e o uso dest@socpromotores de crescimento em
animais tém sido apontados como fatores que caiviaim para o desenvolvimento de
resisténcia em bactérias (27). Somado a isto, lmaeento de humanos, animais e
produtos, no ambito nacional e internacional, tedaborado para a disseminacao de
isolados resistentes (17). Em relacdo aos alimeesse fato tem resultado na crescente
preocupacdo da comunidade internacional quanto s de antimicrobianos na
producdo animal e na organizacdo de programas déaramento de resisténcia em
patogenos veiculados por alimentos (1).

No presente estudo, a andlise de isolado$.dareus,obtidos de diferentes
grupos de produtos de origem animal provenientesdlestrias localizadas em quatro
regides geograficas distintas do pais, propicioua uprimeira tentativa de
monitoramento do perfil de resisténcia a antimi@obs usados para o tratamento de
infeccdes estafilocdcicas em humanos. Como espeaaah@ioria dos isolados (64,1%)
apresentou resisténcia a pelo menos um dos amiomcios testados, concordando com
a observacdo que a presenca de genes de resistdm@aaureusndo € mais um
fenbmeno restrito ao ambiente hospitalar (3, 10,207. O maior indice de resisténcia
observado foi contra penicilina (30,2%), o que tdmbesta de acordo com outros
estudos realizados com isolados obtidos de alimefdtd, 15, 16, 19, 22). Entretanto,
observa-se que as freqiéncias de isolados resisteriatadas nesses estudos é superior
(57,6 até 100%) ao encontrado no grupo de isolagosanalisados, podendo significar
que houve menor pressdo de selecdo para resistencegido e época analisadas. A
resisténcia apenas a penicilina foi o perfil comanesentado pelo maior nimero de
isolados (n=23), ndo sendo observada a concentdss®e perfil em grupo de isolados

obtidos a partir de um alimento especifico.
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O maior numero de isolados resistentes em produigmados das regides Sul e
Sudeste, verificado no presente estudo, foi pdsserge relacionado a concentracéo,
nessas regides, da producédo animal intensiva, @agtama levar ao uso mais frequente
de antimicrobianos de forma profilatica e metafiataumentando a presséao de selecéo
de isolados resistentes. O mesmo motivo pode igestib maior nimero de isolados
resistentes originados de produtos de carne dgdran

A tendéncia de origem comum ndo pode ser obserpada os perfis de
resisténcia mais prevalentes (Penicilina e Pena&itanamicina), mas foi evidente em
relacdo as quinolonas testadas no presente estadimXacina e ciprofloxacina), cujos
isolados resistentes foram preponderantementenadgs de produtos derivados de
carne de frango. Entre os 48 isolados resistemesfxacina, apenas quatro ndo eram
originados desse tipo de produto, indicando umaipekassociacdo. Em 15 isolados,
apenas a resisténcia as quinolonas foi observdia representando isolados multi-
resistentes, mas indicando a selecdo possivelnmesidtante do uso de alguma
quinolona na criacdo animal. A elevada prevaléndéa isolados resistentes as
quinolonas em frangos foi relatada anteriormemeled30% dos isolados @&aureus
de infec¢cbes foram resistentes a ciprofloxacinaDiaamarca (2). No Brasil, a
resisténcia as quinolonas em outras bactériasdes®lde aves também foi descrita,
principalmente em isolados obtidos antes do inéwocontrole rigoroso do uso de
antimicrobianos na avicultura (21, 23).

De forma geral, os indices de resisténcia apredesntaelos isolados deaureus
provenientes de alimentos ndo estiveram em niveper®mres aos relatados na
literatura, e bem abaixo dos isolados desse mianismo obtidos de humanos.
Entretanto, alguns perfis de resisténcia com oaniaticas peculiares, que podem ter

sido resultado da introducdo de isolados a pagtimdnipuladores, ou podem ter sido
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originados da selecéo pelo tratamento de animamseasses antimicrobianos, precisam

ser mais bem caracterizados.

CONCLUSAO
Os resultados demonstram a possibilidade da ve#olaatravés dos alimentos,
de cepas deS. aureusresistentes a antimicrobianos utilizados no tratam de
infeccbes estafilococicas em humanos, demonstramdoecessidade de estudos
epidemioldgicos a respeito da distribuicdo destetados em populacbes humanas e

animais.
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Tabela 1 — Frequéncia de isolados resistentes imiambianos emStaphylococcus
aureusobtidos de produtos de origem animal analisadaed oficial do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento em 2003 e 20@4acordo com a regido de

origem dos produtos.

Antimicrobiano Sul Sudeste Norte  Nordeste  Total
(n=83) (n=112) (n=23) (n=27) (n=245)
Canamicina 16 24 1 1 42
(17,1%)
Cefoxitina 3 2 0 0 5
(2,0%)
Ciprofloxacina 16 12 0 1 29
(11,8%)
Clindamicina 4 8 1 1 14
(5,7%)
Cloranfenicol 0 1 1 1 3
(1,2%)
Doxiciclina 14 18 1 6 39
(15,9%)
Eritromicina 10 10 3 3 26
(10,6%)
Linezolida 2 16 1 0 19*
(7,7%)
Nitrofuantoina 1 3 0 0 4
(1,6%)
Norfloxacina 30 15 0 3 48
(19,6%)
Penicilina 28 42 3 6 74
(30,2%)
Rifampicina 3 5 2 0 10
(4,1%)
Sulfametoxazol/trimetoprima 4 15 3 6 28
(11,4%)
Teicoplanina 2 12 1 0 15
(6,1%)
Telitromicina 5 8 1 0 14
(5,7%)
Tetraciclina 14 19 1 7 41
(16,7%)

*|solados classificados como “néo sensiveis” dedaecoom a recomendacédo do CLSI
(2003).
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Tabela 2: Perfis de resisténcia mais prevalentessel@dos deStaphylococcuaureus

provenientes de produtos de origem animal analssadorede de laboratorios oficiais

do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecitoeem 2003- 2004.

Namero Alimento de origem (ndmero de
Perfil de resisténcia de
. amostras)
isolados
Linguica (6), Queijo (5), Carne bovina
(3), Carcacas frango (2), Envoltério (1),
Penicilina 23 Jerked beef (1), CMS ave (1), Peixe
elaborado (2), Leite em po6 (1), Corte
salgado suino (1)
Linguica (6), Carne bovina (3), CMS ave
Penicilina/Canamicina 17 (2), Carne equina (1), Pato (1), Jerked

Penicilina/Clindamicina/Linezolida/
Ertitromicina/Rifampicina/
Teicoplanina/ Telitromicina

Norfloxacina

Norfloxacina/Ciprofloxacina

Norfloxacina/Ciprofloxacina/
Tetraciclina/ Doxiciclina
Norfloxacina/Tetraciclina/
Doxiciclina

Tetraciclina/Doxaciclina

Sulfametoxazol/Trimetoprima

13

11

beef (1), Hambuarguer (1), Queijo (1),
Carcaca frango (1)

Queijo (3)

CMS ave (7), Carcaca frango (2),
Linguica (2), Corte frango (1), Queijo (1)
Carcaca frango (2), Cortes frango (2),
CMS ave (1)

CMS ave (3), Carcaca frango (2), Corte
frango (1)

CMS ave (3), Corte de frango (1)
Carcaca frango (3), CMS ave (1), Gema
pasteurizada (1), Queijo (1)

Queijo (7), Carcaca
Envoltorio (1)

frango

1),
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DISCUSSAO GERAL

O monitoramento da qualidade higiénico-sanitaria gwoodutos de origem
animal passa, indiscutivelmente, pelo controlevégalas andlises microbioldgicas. Nao
se guestiona a necessidade de haver um contrelenpire® da presenca e quantidade de
S. aureuse outros patdogenos em alimentos; e, sem duvidauneg, as técnicas
microbioldgicas tradicionais de pesquisa e enunderago uma forma importante de
monitoramento da populagéo deste e de outros rgam@mos em produtos de origem
animal. Mas estas técnicas podem e devem ser eoraptadas, pois somente estas nao
garantem o monitoramento da qualidade e da inodeidas alimentos. Ha necessidade
de aprofundamento, estudo e analise complemen&ncaaaas caracteristicas dos
isolados nacionais, especialmente daquelas rekd#sn a patogenia e formas de
transmissdo e distribuicdo destes microrganismst®. ¢ especialmente importante
quando se tratam de cepas de colecdo, pertenceidbsratorios de referéncia, cepas
relacionadas a surtos, ou, ainda, cepas que si@olasode determinados alimentos em
determinadas regides e que representam um grupquecendo e subsidiando estudos
epidemioldgicos e avaliacdes de risco.

Apesar dos sintomas da enfermidade produzida pelasotoxinas d&. aureus
nao serem tado severos, quando comparados a ouf@sniglades transmitidas por
outros microrganismos, conasteria sp eSalmonella spvarios autores colocam esta
enfermidade como responséavel por uma das doengagreacupantes, pelos prejuizos
que traz a saude publica, e de ocorréncia maigdreg no mundo (DOYLEt al,1997;
HOBBS & ROBERTS 1999; HOLECKOVAt al, 2002; LONCAREVICet al, 2005).

Duzentos e quarenta e cinco ceffasaureusoriginarias de 3.748 amostras de
alimentos, foram caracterizadas fenotipicamente enoftijpicamente, avaliando
caracteristicas que sdo de interesse em saudegblcorrelacionando-as entre si.
Como resultado, obteve-se maior proveito dos dabitidos pelos laboratérios oficiais,
resultantes dos ensaios realizados rotineiramdraegendo a tona outros enfoques
relativos a presenca dB. aureusem alimentos. Com isto, foram gerados dados
epidemioldgicos e de avaliacdo de risco a respkitocepas d&. aureussoladas em
alimentos no Brasil. Tendo em vista o fato de qgeracéo e disponibilizacdo de dados
como estes sdo extremamente raros no Brasil, angilmtedestes, por si sO, ja é

estratégica para o pais.
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A utilizacdo da técnica de PCR para monitoramergoptesenca de genes
responsaveis pela transmissdo de capacidade deicAmdde enterotoxinas e de
resisténcias aos antimicrobianos sera implementamlaLanagro/RS, sendo uma
consequéncia imediata da realizac&o deste trabalho.

A baixa prevaléncia (6,3%) d& aureuslas amostras deste estudo, mostrando um
baixo risco de presenca deste nos alimentos repeekes, provavelmente ocorreu por se
tratarem de produtos com inspecdo sanitaria. Exte lprevaléncia apareceu mesmo
incluindo produtos como carcacas e cortes de frangg que aumentaram este indice e
sdo produtos gue nao estdo mais incluidos entrguessofrem analise rotineira de
enumeragéao para este analito. Outros estudos mmogtevaléncias maiores &e aureus
ou Staphylococcusoagulase positivos (de até 21%) em produtos dgeraranimal
(ARAUJO et al, 2002; NORMANNOEet al, 2007; SIMON & SANJEEV, 2007). Ainda
para reforcar o baixo risco associado ao consunso pdodutos representados neste
estudo, a maior parte (mais de 85%) das contagemm®adas nos 6,5% de amostras
que possufarS. aureuseram inferiores a 9.900 (9,9 x>0praticamente descartando o
risco de producdo das enterotoxinas (AKINED&MI, 2008). Somente em 4 amostras
(0,1 %) as contagens foram maiores que 1,0>XUET/g, neste caso, apresentando risco
real de ja terem produzido a toxina.

As cepas que produziram as enterotoxinas clasgica8, C, D e E) foram em
sua maioria de origem carnea (77,78 %).

A porcentagem de cepas (aproximadamente 30%) queosigaram capazes de
produzir quantidades detectaveis de enterotoxif@ssicas (A, B, C, D e E) mostra
resultados compativeis com os demonstrados (234 @dr outros autores, em outros
estudos, que trabalharam com amostras de alimé@rtdsyO et al, 2005; SIMON &
SANJEED, 2007; CARDOSG@t al, 1999).

Para deteccao de enterotoxinas em caldos de cull®®. aureuspode-se dizer
que a utilizacdo do ensaio automatizado utilizand®AS® SET2 possui alta
especificidade, pois todas as cepas com resulfamkBvos mostraram, posteriormente,
na PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) para @etdog genes (genes encoding
staphylococcal enterotoxinyea, seb, sec-1, sed e ,sgerfil génico compativel,
possuindo um ou mais de um destes.

Os genes que se mostraram mais prevalentes forseb ® o sec-1 seguido do
sea Os genes responsaveis pela producdo das SED gs8HE see)mostraram-se

pouco prevalentes nas cepas isoladas neste estodoordando com resultados de
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outros estudos (AKINEDEMt al, 2008; CHIANGet al, 2008). No Brasil, existem
poucos dados sobre prevaléncia destes genes entrasnds alimentos. Cunlet al.
(2006) pesquisaram a presenca dos gesess seb, sec-B sed em 20 cepas de
Staphylococcugoagulase-negativos isolados de amostras de absieBntre as 20,
15% (n=3) apresentaraseae 5 % (n=1)sec-1 Veraset al. (2007) em um estudo com
30 cepas d&taphylococcusoagulase positivos e negativos, representantasnadatras
de produtos lacteos envolvidos em surtos de endahes alimentares ocorridos no
Estado de Minas Gerais em um periodo de 4 anodraren® que 38 % amplificaram
somente o geneea 29 % amplificaram somentebe 24 % amplificaranseae seb
juntas. Os genesece sedpraticamente ndo apareceraseenao foi estudado.

Vinte e duas cepas (27,16 %) apresentaram somentiosl genes, enquanto 72,84
% apresentaram combinacdes de frequéncias desies, gendo que a combinacdo mais
frequente (40,74 % das cepas), foi a que contislgeneseg sebe secjuntos.

Entre os produtos carneos, a carne de frango are Géecanicamente Separada
(CMS) de frango foram as que apresentaram maiguémcia de isolamento de.
aureuse também o maior numero de cepas enterotoxigérirdasetanto, em todas as
amostras desses produtos, as contageSsailgeusenterotoxigénico nao ultrapassaram
o limite de 16. Entre os alimentos carneos, apenas uma amoshacde, originaria da
regido norte do pais, apresentou isolament&®.dereusenterotoxigénico associado a
elevada contagem (>90

Entre os produtos lacteos, os indices mais elevddoisolamento d8. aureus
ocorreram no queijo mussarela e queijo de coalhtretanto observou-se que, na
maioria das cepas isoladas, ndo foi possivel @etectcapacidade de produzir as
enterotoxinas pesquisadas. Por outro lado, todashastras de queijo de coalho com a
presenca de cepas enterotoxigénica$S.dereusapresentavam populacdes superiores a
10° UFC/g. Trés cepas de queijo de coalho, originatéasegido nordeste, apresentaram
isolamento dé&.aureusnterotoxigénico associado & elevada contagenf)>10

O problema de resisténcia dos microrganismos atmiiarobianos tem sido
exaustivamente discutido no mundo todo. Waseal. (1998), ja alertavam de forma
veemente a preocupacao mundial com o fendbmenosasérecia bacteriana e o grande
namero de conferéncias sobre o assunto. Conforteg astores, o uso desnecessario de
antimicrobianos, a falta de diagnosticos precisogso de agentes antimicrobianos de
amplo espectro (ao invés de especificos), a comgg dos individuos mais

vulneraveis da sociedade (criancas e idosos) eaislde cuidados diarios, a pressao da
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industria farmacéutica para o consumo indiscrinindel antimicrobianos e o uso destes
como promotores de crescimento em criacdes aniorais os fatores que contribuiram
para o desenvolvimento das resisténcias dos mamagos. Conforme Lowy (2003), a
facilidade e freqiéncia com que as pessoas se cdeslem nivel nacional e
internacional colaborou para a transferéncia dsistéacias entre 0s microrganismos.

Muitos estudos ja relataram a importancia de serahimarem perfis de
resisténcia entre cepas isoladas de alimentos (RAé€tlal, 2004; LONCAREVICet
al., 2005; NORMANNCOCet al, 2007).

O presente estudo propiciou uma tentativa iniogahnitoramento do perfil de
resisténcia a antimicrobianos usados para o trattante infeccbes estafilococicas em
humanos. A maioria dos isolados (64,1%) apreser@sigténcia a pelo menos um dos
antimicrobianos testados. O maior indice de resiséobservado foi contra penicilina
(30,2%). A resisténcia apenas a penicilina foi dilpeomum apresentado pelo maior
namero de isolados (n=23), ndo sendo observadacewwacdo desse perfil em grupo
de isolados obtidos a partir de um alimento esjpeciiem em uma regido especifica.

A porcentagem maior de isolados resistentes, ewnhufoe originados das regides
sul e sudeste (70,0 e 67,9%, respectivamente)ficaeld no presente estudo, foi
possivelmente relacionado a concentracdo, nesg@eseda producdo animal intensiva,
gue costuma levar ao uso mais frequente de antbiaros, aumentando a presséo de
selecédo de isolados resistentes. O mesmo motive jstificar a grande porcentagem
(82,9%) de isolados resistentes entre os prodwosacthe de frango envolvidos neste
estudo.

A tendéncia de origem comum foi evidente em relaggigquinolonas testadas no
presente estudo (norfloxacina e ciprofloxacina)joguisolados resistentes foram
preponderantemente originados de produtos derivddasarne de frango. Entre os 48
isolados resistentes a norfloxacina, apenas quetooeram originados desse tipo de
produto, indicando uma possivel associacdo. A dkvprevaléncia de isolados
resistentes as quinolonas em frangos foi relatatixriarmente, onde 30% dos isolados
de S. aureus de infeccbes foram resistentes a ciprofloxacina Diaamarca
(AARESTRUPet al, 2000). No Brasil, a resisténcia as quinolonasoetrnas bactérias
isoladas de aves também foi relatada, principalenemt isolados obtidos antes do inicio
do controle rigoroso do uso de antimicrobianosneu#tura (OLIVEIRA et al, 2005;
RIBEIRO et al, 2008).
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Os perfis de resisténcia das cepas aos antimicrobiparecem estar relacionados
a vérios fatores. Com os resultados deste e d®soestudos de resisténcias, fica
evidente a necessidade de que se realizem estadysetnentares, especialmente com
S. aureus para caracterizacdo das chamadas cepas comas)itéeipas originarias de
criacdes animais e cepas de ambientes hospitaaassemelhados, como tentativa de
elucidar a forma e a importancia das transmisséeagsisténcias entre cepas de origens
diversas.

Martineau et al. (2000), realizando estudo de resisténcias a axagcil
eritromicina e gentamicina, por PCR multiplex, c@@® cepas d8. aureuse 188 cepas
de S. epidermidistodas de origem clinica, encontraram altos irsditeecorrelagédo entre
os resultados da presenca dos genes responsaeetiepenvolvimento das resisténcias,
por PCR multiplex e os resultados da andlise fpiwati por Disco-difusdo: 98% para
resisténcia a oxacilina, 100% para gentamicina,8%®&ara eritromicina, comprovando
que a técnica de utilizacdo de discos impregnadimsacantimicrobiano em contato com
as culturas bacterianas, desafiando seu crescireemtcontato com estes, pode ser um
bom indicador de resisténcia.

Rapinet al. (2004), ao trabalhar com resisténcia antimicrabide 45 cepas de
Staphylococcusp. isoladas de queijo de coalho no Nordeste dsilBtambém pela
técnica de Disco-difusdo, verificou elevado pengehtde resisténcias aos 8
antimicrobianos testados. A ordem decrescente sist&acia foi: Penicilina G (100%),
Tetraciclina (91%), Vancomicina (75,5%), Gentamacifr1,1%), Oxacilina (66,7%),
Eritromicina (60%), Cefalotina (48,9%) e Sulfasotr{26,7%). Estes resultados
contradizem os encontrados por Rapinal. (2003), que verificaram elevada frequéncia
de sensibilidade das cepas 8¢aphylococcussp. isoladas de leite cru, queijo e
manipuladores de alimentos (harinas, maos e ongi@yifrente a 12 antimicrobianos.

Dantas et al. (2006), ao caracterizar fenotipicamente 140 arasstde
Staphylococcus aureusolados de manipuladores, leite cru e queijo Mifgscal, em
uma fabrica de laticinios em Goias, no periodondarco de 2004 a fevereiro de 2005,
utilizando o método de difusdo em placas, encontndos os isolados susceptiveis a
ciprofloxacina e gentamicina. Foi observada res@&é&em cinco (6,5%) isolados para
eritromicina, 19 (24,7%) para tetraciclina, um fh)3para vancomicina, quatro (5,2%)
para oxacilina e 53 (68,8%) para penicilina. Orize3%) isolados foram susceptiveis a
todos os antibioticos testados e 18 (23,4%) foesistentes a mais de um antibiético. O

antibiograma permitiu a classificacéo das cepad@za perfis diferentes.
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Kérouantonet al. (2007) caracterizaram 33 isolados 8&&aphylococcus aureus
envolvidos em 31 surtos de enfermidades produzidaslimentos, que ocorreram entre
os anos de 1981 a 2002, na Franca. Dentre as erdstichs estudadas estava a
investigacdo da resisténcia a antimicrobianos, fqueealizada pela técnica de disco-
difusdo, tendo sido utilizada penicilina G, cefmat tetraciclina, canamicina,
gentamicina, ertitromicina, clindamicina, rifampiai e cloranfenicol, entre outros.
Dezenove isolados foram resistentes a peniciling6), 4 foram resistentes a
tetraciclina (12,1%) e 6 foram resistentes a caciami(6,1%). Duas cepas foram
suscetiveis a todos o0s antimicrobianos, sais daisngésados e biocidas catidnicos (0s
autores também testaram a resisténcia a algumias dedbstancias) utilizados.

De forma geral, os indices de resisténcia apresesiaelos isolados d& aureus
provenientes de alimentos ndo estiveram em nivgsrores aos relatados na literatura,
e bem abaixo dos isolados desse microrganismo asbtieé humanos. Os perfis de
resisténcias das cepas deste estudo tém algunaasecesticas peculiares, que nos levam
a pensar na importancia de portadores humanos galadores) e animais (matéria-

prima) e na necessidade de estudos complementares.

CONCLUSOES

A partir dos resultados deste trabalho, pode-selgmrgue o risco de estarem
presentes enterotoxinas nos alimentos de origemahrmue passam por processos de
industrializacao controlados e acompanhados pelaceeOficial de Inspecéo brasileiro
€ muito baixo. Entretanto, uma vez que foram datlest diversos perfis de resisténcia a
antimicrobianos nos isolados d&taphylococcusaureus obtidos, a possibilidade de
veiculagcdo e disseminacédo, através de alimento®oridgem animal, dessas cepas
resistentes pode existir e deve ser monitorada.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma femtamdiagnostica
importante em microbiologia, podendo ser utilizadamo triagem, diagnéstico
definitivo ou caracterizacdo complementar de cepas.

H& necessidade de aprofundamento de informac¢des determinados analitos
buscados nas andlises microbiolégicas de alimeatdizadas rotineiramente; apesar de
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que a presenca de microrganismos em determinadasrdoacdes € uma indicadora da
existéncia de risco de transmissao de doencasgioalimentar.

Em cepas de colecbes, devem ser completadas infoesdasicas obtidas em
ensaios rotineiros. Estas informacfes enriguecetonbiecimento acerca de como se
distribuem, como se comportam, que caracteristoalabilidades ligadas a patogenia
possuem e qual o risco associado quando estassmpasontram em alimentos.

Existe a perspectiva da realizacdo de PCR pagemsssea, seb, sec, sedksee

nas cepas que nao se mostraram produtoras dastexitegis classicas.
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APENDICE A:

Quadro demonstrativo com os resultados da caraatéo bioquimica dos 245 isolados de
Staphylococcus aureus

89

~ PRO- PCR GENES
REGIAO 2 FER- X
\ DEORF | acpecto | Pl MENTAGAO | RESUL- | TESPONSAVEIS | oriGEM | conta-
AMOSTRA GEM Bp MENTO | DNASE | ONPG | AEROBIA TADO RO ENTERO. DO GENS
DA AMOS- CARO- DA MAL- ENS. IM. TOXINAS ISOLADO
TRA . TOSE
TENOIDE ABCDE
1 NT T P P N P N NR Queio | 5 3416
mussarelld
2 NT T P P N N N NR Quejodel 4 4413
coalho
3 NT A P P N P P pppNN | QUelo 14y
mussarelld
4 NT T N P N P N NR Leiteem | 4 513
po integral
Queijo
5 NT T P P N P N NR minas | 2,3x16
frescal
7 NT T P P N P P PPPNN Bacorl >2,0%
8 NT P N N P P pppNN | QU0 | 4 4y16
mussarelld
9 NT T N P N P N NR Quejode| 4 515
coalho
Queijo
10 NT T P N N P N NR minas | 7,0 x16
frescal
Queijo
11 NT T P P N P N NR minas | 4,1x16
frescal
Queijo
12 NT T P P N P N NR minas | 1,0 x16
frescal
Queijo
13 NT T N N N P N NR minas | 2,0 x16
frescal
Queijo
14 NT T P P N P N NR minas | 2,0x16
frescal
Bexiga
16 NT A P P N P P PPPNN | natatéria | 5,2 x16
seca
17 NT A P N N P N NR Queijo | g 5y16
mussarelld
Queijo
18 NT T P P N P N NR prato | 4,0 x16
lanche
19 NT T P P N P N NR Queijode | _, 16
coalho
20 NT T P P P N N NR Queijode| 551
coalho
21 NT T P P N P N NR Queijode | _, 1y 116
coalho
22 NT A P P N P N NR Queijo | 55416
mussarelld

Continua..
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~ PRO- PCR GENES
REGIAO ~ FER- <
\ DEORF | repecro Dgﬁﬁo MENTAGAO | RESUL- | RESPONSAVEIS | oricEM | conta-
AMOSTRA GEM o Venyo | DNASE [ ONPG | AEROBIA | TADO 6 B DO GENS
DA AMOS- DA MAL- ENS. IM. ISOLADO
TRA CARO- TOSE TOXINAS
TENOIDE ABCDE
25 NT T P P N P N NR Queijo | 34,16
mussarella
27 NT T P P N P N NR Queljode| , 5 43
coalho
28 NT T P P N P P PPPNN | Quelo | 5414
mussarella
1 NE T p p p p N NR Queijode| ) 4,16
coalho
4 NE A p N p p N NR Queijode| ) 4,16
coalho
6 NE T p N p p N NR Queijode| ) 4,16
coalho
9 NE T p p N p N NR Queijode| ) 4,16
coalho (D)
10 NE T P P N P N NR Frango| 3,0 %1
13 NE T P P P P N NR Frangd 1,6 21§
15 NE T P P N P N NR Queijode| g1
coalho
17 NE T P P N P N NR Linglicd 8,6 21
20 NE T P = N P N NR Queljode| , g 15
coalho
22 NE T p p N p N NR Queijode| ) 4,16
coalho (D)
23 NE T p p N p N NR Queijode| ) 4,16
coalho (D)
24 NE T p p N p p NPNNN | Quelodel ) 516
coalho (D)
25 NE T p p p p N NR Queijode| ) 4,16
coalho (D)
26 NE T p p p p N NR Queijode| ) 4,16
coalho (D)
27 NE T p p N p N NR Queijode| ) 4,16
coalho (D)
28 NE T p p N p p NPNNN | Quelodel ) 516
coalho (D)
29 NE T p p p p N NR Queijode| ) 4,16
coalho (D)
30 NE T p p p p N NR Queijode| ) 4,16
coalho (D)
31 NE T p p p p N NR Queijode| ) 4,16
coalho (D)
32 NE T p p N p N NR Queijode| ) 4,16
coalho (D)
33 NE T p p p p N NR Queijode| ) 4,16
coalho (D)
34 NE T p p N p p PNPNN | Queliodel ) 5.16
coalho (D)
35 NE T p p N p N NR Queijode| ) 4,16
coalho (D)
36 NE T p p N p N NR Queijode| ) 4,16
coalho (D)

Continua..
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s=aie PRO- = PCR GENES
\ DEORF | acpecto | Pl MENTAGAO | RESUL- | RESPONSAVEIS | oricEM | conta-
AVOETRA GEM e MENTO | DNASE | ONPG | AEROBIA TADO CAO ENTERO- DO GENS
DA AMOS- AR DA MAL- ENS. IM. e ISOLADO
TRA 2 TOSE
TENOIDE ABCDE
37 NE T P P P P N NR Queijode| _; 4,14
coalho (D)
38 NE p P p p N NR Queijode| ) 4,16
coalho (D)
39 NE P P N P P PNNNN Frangd 1,0 %1b
Corte
1 S T P P N P N NR congelado| 1,0 x1G
frango
2 P P N P N NR CMS 2,0 xd
3 P P N P N NR Linglica | 4 7,13
suina
Corte
4 S T P P N P N NR resfriado | 2,0 x1G
de frango
5 S T P p N P N NR Frango | 5, 1¢
resfriado
6 s T P P N P P NPNNN | C@Me | 445516
eqlina
7 S T P P N P N NR CMS 3,040
8 S T P P N P N NR CMS 4,0 Nalo
9 s T P P N P N NR Frango |, 5y1d
congelado
10 S T P P N P N NR CMS 1,044
11 S A P P N P P NPNNN CMS 1,0 %10
Linguica
12 S T P N N P N NR de carne | 1,6 x16
suina
Linguica
13 S T P N N P N NR decarne| 7,0 x1¢
suina
Linguica
14 S T P P N P N NR de carne | 9,3 x1¢
suina
15 S T P P N P N NR CMS 8,0 ¥4
Linglica
16 S T P P N P N NR de carne | 1,0 x1G
suina
Linguica
17 S A P P N P N NR de carne | 5,0 x1¢
suina
Linguica
18 S T P P N P N NR de carne | 5,0 x1¢
suina
Linguica
19 S T P P N P P NNNPN de carne | 8,0 x1¢
suina
Linguica
20 S T P P N P N NR de carne| 1,0 x16
suina
21 s T P N N P N NR Linguica | 4 5,4
de carne

Continua..
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~ PRO- PCR GENES
REGIAO ~ FER- P
\ DEORF | acpecto | Pl MENTAGAO | RESUL- | RESPONSAVEIS | oricEM | conta-
ABET GEM BP MENTO | DNASE | ONPG | AEROBIA TADO CAO ENTERO- DO GENS
DA AMOS- DA MAL- ENS. IM. ISOLADO
TRA CARO— TOSE TOXINAS
TENOIDE ABCDE
suina
22 P N N P N NR Frango | 4 5,96
congelado
23 P P NR CMS 1,219
24 p p N p N NR Frango | ) 4,14
resfriado
Corte
25 S T P P N P N NR congelado| 1,0 x1G
de frango
26 S T P P N P N NR CMS 2,6 x40
27 S T p p N p N NR Frango | g4.14
resfriado
28 S T N P N P N NR CMS 1,0 x40
29 S T P P N P N NR CMS 2,0 40
30 s T P P N = N NR Frango |, 4,16
congelado
31 S T P P N P N NR CMS 5,0 A0
32 S T P P N P N NR CMS 1,1 A4
33 S T P P N P N NR CMS 9,0 x40
34 S T P P N P N NR CMS 6,0 XA
35 S T P P N P N NR CMS 2,0 X1
36 S T P P N P N NR Salsicha 1,0 x1p
37 S T P P N P N NR CMS 2,0 X1
38 S T P N N P N NR CMS 2,0 x10
39 S T P N N P N NR CMS 2,0 x40
41 S T P N N P N NR CMS 1,0 10
42 S A P N N N N NR Charqud 1,0 40
44 S T P P N P P PNNNN CMS 3,0 X1¢
46 S T P P N P N NR CMS 2,0 40
48 s T P N N P N NR Frango | 5 .16
congelado
Corte
49 S T P P N P P NNPNN | resfriado| 1,4 x10
de frango
50 S T P P N P P NNPNN CMS 2,0 X19
Linglica
51 S T P P N P N NR de carne | 3,0 x1G
suina
52 P P N P P PNPNN| PeU | 10x16
resfriado
53 S T P P N P P NNPNN CMS 1,0 X19
55 S T P N N P N NR Salsicha  >2,0 21D
Linglica
56 S T P N N P N NR de carne | 4,0 x1G
suina
58 S T P P N P N NR Charqu¢ 3,0 X1p
59 S T P P N P P PP NNN | Hambargu| 1,0 x16

Continua..
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x PRO- PCR GENES
REGIAO 2 FER- >
\ DEORF | acpecto | Pl MENTAGAO | RESUL- | RESPONSAVEIS | oricEM | conta-
A OETA GEM 0 MENTO | DNASE | ONPG | AEROBIA TADO CAO ENTERO- DO GENS
DA AMOS- DA MAL- ENS. IM. ISOLADO
A CARO- e TOXINAS
TENOIDE ABCDE
er
60 S T p p N p N NR Frango | , 5416
resfriado
61 S T p p N p P NPPNN| Fr@ngo | 445416
resfriado
62 S T p N N p N NR Frango | 4 4,16
congelado
63 s T P P N P N NR Salame | 55096
pepperoni
64 S T p p N p N NR Frango | 4 5,16
resfriado
Corte
65 S T P P N P N NR resfriado | 2,0 x1G
de frango
Queijo
66 S T P P N P N NR prato 1,0 x16
fatiado
Linguica
67 S T P P N P N NR decarne| 1,0 x16
suina
Corte
68 S T P P N N N NR congelado| 1,0 x1¢
de frango
69 P N N P N NR Frango | 4 516
congelado
70 P N P P NPPNN CMS 8,0%1p
Linglica
71 S T P P N N N NR mista 1,0 x16
defumada
72 S T P P N P N NR CMS 2,0 41
Queijo
73 S T P P N N N NR lanche | >2,0 x10
fatiado
Corte
74 S T P N N P P PNPNN | resfriado | 1,0 x1G
de frango
75 S T P P N P p PNPNN| Frango | 54,16
resfriado
Corte
77 S T P P N P N NR congelado| 1,0 x1G
de frango
78 P N P N NR Frango | g4 y16
congelado
79 P P NR CMS 1,0 x40
80 P N P N NR lQ”e”o 1,0 x16
anche
Queijo
81 S T P N N P N NR prato 2,0 x1G
lanche
83 S T P P N N P NPPNN CMS 1,0 x1¢
84 S T P P N P P PPNNN CMS 1,0 x1¢

Cortinua..



94

~ PRO- PCR GENES
REGIAO 5 FER- ;
\ DEORF | acpecto | Pl MENTAGAO | RESUL- | RESPONSAVEIS | oricEM | conta-
ABET GEM = MENTO | DNASE | ONPG | AEROBIA TADO CAO ENTERO- DO GENS
DA AMOS- DA MAL- ENS. IM. ISOLADO
S CARO- i TOXINAS
TENOIDE ABCDE
85 S T P P N N N NR Salsicha 1,0 X1
86 S T P P N N N NR Ricota 2,0 X1
87 S T P P N P P pNNNN | Salaminhol 5 5 e
de javali
88 S T P P N N P PPPNN Charqye  1,0°x]0
90 S T P P N P P PPNNN Paio 1,0x%1b
91 S T P P N P P PPPNN CMS 1,0%1p
Costela
92 S T P P N P N NR salgada dg 1,0 x1G
suino
1 SE T P POS N P N NR Jerked beef 3,6
Embutido
4 SE T P P N P P NPNNN | cozido 93,0
bovino
Queijo
7 SE T P P N P N NR parmesdo| 2,0 x1d
ralado
Queijo
9 SE T P P N P N NR minas 2,0 x1G
frescal
11 SE T P P N P N NR CMS 2,1 x1(
Embutido
12 SE T N P N P P NPNNN | frescal 1,0 xad
suino
Queijo
13 SE T P P N P N NR parmesdo| 1,0 x10
ralado
14 SE P P P NR CMS 2,0 X1
15 SE T p p p N NR Came | 4,16
bovina
16 SE T = P N P N NR Pizza 9.1
mussarela
17 SE T = P N P = NNPNN| Plzza 20,0
calabresa
18 SE T = P N P N NR Pizza 3,6
presunto
Filé de
19 SE T P P N P N NR peixe 3,0
elaborado
com 6leo
21 SE P P N P N NR Jerked beef 3,6
23 SE A N N p p N NR Sobremesa 4
lactea
24 SE T P P N P P PNNNN| Queio 3,6
prato
Queijo
26 SE A N N P P N NR minas 11,0
padréo
27 SE A N N P P N NR Requeijdo 3,6
28 SE A N N P P N NR Queijo 3,6

Continua..
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~ PRO- PCR GENES
REGIAO 2 FER- X
\ DEORF | acpecto | Pl MENTAGAO | RESUL- | RESPONSAVEIS | oricEM | conta-
AMOSTRA GEM Bp MENTO | DNASE | ONPG | AEROBIA TADO RO ENTERO. DO GENS
DA AMOS- DA MAL- ENS. IM. ISOLADO
TRA CARO— TOSE TOXINAS
TENOIDE ABCDE
cottage
29 SE T N p N p N NR Queijo 36
prato
30 SE T P P N P N NR Queijo | 53
mussarella
Carne
31 SE T P P N P N NR bovina | 5,0 x16
moida
32 SE T p p N p N NR Middos | , 5,14
bovinos
Espeto de
34 SE T N = N ) P NPNNN | care 15,0
bovina
35 SE T N P N P N NR Jerked béef 3,6
Queijo
36 SE T P P N P P PPNNN | parmesao| 7,0x1d
ralado
Embutido
37 SE T P P N P P NNPNN/| cozido 14,0
bovino
38 SE T p p N p N NR lfame 2.0 x16
ovina
39 SE P P P P NPPNN|CeMaPast 4
c/sal
41 SE T P P N P P NPPNN CcMS 3,0%1
42 SE T P P N P N NR CMS 5,8 X1(
Espeto de
43 SE T P P N P N NR carne 2,0 x1G
bovina
44 SE T = P P = NP NN N | EOVOlOrio | gy
salgado
45 SE P P P N NR Jerked beef 11,0
Embutido
47 SE T P = N = P NPPNN| frescal | 1,0x16
misto
48 SE T P P P P NPPNN| Jerked eef 3,0
49 SE A = = = P NPPNN 00:55 del - o x16
Espeto de
50 SE T P P N P N NR carne 5,6 x1G
bovina
51 SE T P P N P P NPPNN| Jerked feef20,0
52 SE p p p P NPPNP| Came 36
bovina
53 SE T = P N P N NR Queijo 150,0
mussarella
Queijo
54 SE A N N P N N NR minas | 4,9 x16
frescal
55 SE T P P N P N NR Embutido | ) & 13
frescal

Continua..
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~ PRO- PCR GENES
REGIAO = FER- ;
\ DEORF | acpecto | Pl MENTAGAO | RESUL- | RESPONSAVEIS | oricEM | conta-
. GEM Bp MENTO | DNASE | ONPG | AEROBIA TADO CRO ENTERO. DO GENS
DA AMOS- DA MAL- ENS. IM. ISOLADO
TRA CARO— TOSE TOXINAS
TENOIDE ABCDE
suino
56 SE T p p N p N NR Envoltorio| 4 ¢
salgado
57 SE T P P N P N NR Queijo 3,6
prato
58 SE T p p N p P NNP NN l';"'“.dos 4.2 x16
ovinos
Carne
59 SE T P P N P N NR bovina | 1,0 x1G
moida
60 SE T =) ) N ) N NR Carne 23,0
bovina
62 SE T P P N P P NP P NN |CArCacade 54 45
frango
64 SE T P P N P P ppp NN | HaMbUQU 506
er bovino
65 SE T = P N P P NPPNP| Quelo 3,6
provolone
66 SE T = P N P P NPPNN Cog\fj del 1 0x16
67 SE T =) ) N ) N NR Carne 39,0
bovina
Embutido
68 SE T P P N P N NR frescal 1,0 x1G
suino
Embutido
69 SE T P P N P N NR frescal 1,0 x1G
suino
Embutido
70 SE T =) ) N ) N NR frescal 75,0
bovino
Barrinha
71 SE T =) N N P P PPPNN | depeixe 7.3
empanada
72 SE T p p N p N NR Carne 36
bovina
Filé de
peixe
73 SE T P P N P P NP NNN | elaborado 9,1
com
azeitona
74 SE T P P N P N NR C"’]}rca@a d¢ 1 0x16
rango
Carne
75 SE T P ) N ) POS NPNNN| bovina | 2,0x16
moida
76 SE T P P N P N NR Piz. Cal 9,1
77 SE T P P N P N NR Jerked beef 3,6
Carne de
78 SE T =) ) N P N NR frango 3,6
empanada

Continua..




97

~ PRO- PCR GENES
REGIAO ~ FER- <
\ DEORF | acpecto | Pl MENTAGAO | RESUL- | RESPONSAVEIS | oricEM | conta-
AMOSTRA GEM Bp MENTO | DNASE | ONPG | AEROBIA TADO RO ENTERO. DO GENS
DA AMOS- DA MAL- ENS. IM. ISOLADO
TRA CARO— TOSE TOXINAS
TENOIDE ABCDE
79 SE P P p N NR Middos | 54,14
bovinos
80 SE T P P N P P PPPNN| Jerked heef9.1
81 SE T P P N P N NR C"’]}rca‘?a d¢ 1 0x16
rango
82 SE T P N N P N NR C"’]}rca‘?a d¢ 1 0x16
rango
Queijo
83 SE T N P N P N NR minas 1,0 x1G
frescal
84 SE T N = N ) N NR Queijo 3,6
mussarella
85 SE T =) ) N ) N NR Carne 14,0
bovina
86 SE T N = N ) N NR Carne 3,6
Sulna
87 SE T P P N P P PPPNN CcMS 9,0x1p
88 SE T P N N P N NR Carcaca d¢ 1@
frango
89 SE T P P N P N NR CMS 1,0 ¥a(
Embutido
90 SE T = P N P P PPPNP| frescal | 1,0x16
suino
91 SE A = P N = P pppNN |CACacade | 5 g5
frango
92 SE T = P N N P pppNN| ©ame 7.3
Sulna
93 SE T N P N P P pppNN | Came 43,0
bovina
94 SE T = P N P N NR Carcacade ) 1@
frango
Embutido
95 SE T = P N P N NR cozido 3,0
suino
96 SE T p N N N N NR Carne 11,0
bovina
Embutido
97 SE T P N N P P PPPNN | frescal | 3,0x16
suino
98 SE T p p p p p pppNN| Came 36
ovina
Carne
99 SE T P P N P P PPPNN/| bovina | 1,0x16
moida
Gema
101 SE T P P P P P PPPNN| Pasteurizal 9,1
da c/sal
102 SE T P P P P P pppNN| Pao 1,0 x16
congelado
103 SE T p p p p N NR Embutido | 5 5 1
frescal de

Continua..
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~ PRO- PCR GENES
REGIAO ~ FER- )
\ DEORF | acpecto | Pl MENTAGAO | RESUL- | RESPONSAVEIS | oricEM | conta-
AMOSTRA GEM Bp MENTO | DNASE | ONPG | AEROBIA TADO RO ENTERO. DO GENS
DA AMOS- DA MAL- ENS. IM. ISOLADO
TRA CARO— TOSE TOXINAS
TENOIDE ABCDE
aves
104 SE T p p P P p ppp N N| Hambirgul 5o
er bovino
Embutido
105 SE T P P N P P PPPNN| frescal | 4,0x16
suino
106 SE T P P N ) P pppNN|CACAcade 5 g5
frango
107 SE p N p N NR Carne 73
bovina
108 SE P P P P P PPPNN| Jerked beef3,6
Queijo
109 SE T N P P P P PPPNN| minas 3,6
padrdo
Embutido
110 SE T P N N P = PPPNN/| frescal | 1,0x16
suino
111 SE P ) N P PPPNN cmS 1,4%qo
112 SE P N NR Carcacade , ) 1@
frango
113 SE T P P N ) N NR Carcacade , ) 1@
frango
114 SE T P P N ) N NR Carcacade , ) 1@
frango
115 SE T P P N P P ppp NN |HaMbUGUl o0
er bovino
116 SE T P P N ) P PPPNN Cog\fes del 1 o x16
117 SE T N P N = = pppNN | ENVOIONIO| gy
salgado
118 SE T P P N P P pppNN| Came 9.1
bovina
119 SE T P P N P P PNPNN| Came 15,0
bovina
120 SE T p p N p p PNPNN]| Came 36
bovina
121 SE T P P N P P NNPNN |Carcacade g g
frango
Leite em
122 SE T P P N P P PNPNN p6 3,6
desnatado)
123 SE T N P N P P PPPPN C"’]}rca@a d¢ 1 0x16
rango
124 SE T P P N P P PPPNN CO:\?: del 1 0x18
Carne
125 SE T P P N P P PPPNN| bovina | 1,0x16
moida

Continua..
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- PRO- PCR GENES
REGIAO ) FER- \
, DE ORI- DUGAG MENTACAO | REsuL- | RESPONSAVEIS I ooicem | conTa
N ASPECTO | PIG- . PELA PRODU-
AMOSTRA GEM oS MENTO | DNASE | ONPG | "AEROBIA | TADO | CELATRED DO GENS
DA AMOS- DAMAL- | ENS. M. ISOLADO
LoV CARO- o TOXINAS
TENOIDE ABCDE
Carne
126 SE T P P N P P PPPNN . 3,6
bovina
Carne
127 SE T P P N P N NR . 3,6
bovina

Legenda: NT: Regido Norte do Brasil, NE: Regidodé¢ste do Brasil, S: Regido Sul do Brasil, SE: Re§iddeste do Brasil,
T: Coldnias Tipicas, A: Colbnias Atipicas, P: PesitN: Negativo,
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APENDICE B

Exemplo de visualizacdo dos fragmentos amplificadesltantes da Reacdo em Cadeia da Polimerase

(PCR) com os primers do gene da enterotoxinged (As duas ultimas amostras sdo os controles
negativos e as duas anteriores a estas sao oslesnositivos.

SRCTLU TLLLTECT L LU PELLLTTR

Tt
Cont. Cont.

Pos. Neg.
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APENDICE C

Exemplo de visualizacdo dos fragmentos amplificadesltantes da Reacdo em Cadeia da Polimerase

(PCR) com os primers do gene da enterotoxinseB.(As duas Ultimas amostras sdo os controles
negativos e as duas anteriores a estas sao oselesrgositivos.

1T 1T

Controles Controles
Positivos Negativos
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APENDICE D

Exemplo de visualizacdo dos fragmentos amplificadesltantes da Reacdo em Cadeia da Polimerase

(PCR) com os primers do gene da enterotoxinse@. (As duas ultimas amostras sdo o0s controles
negativos e as duas anteriores a estas sao oslesriositivos

T 1T
Controles Controles

Positivos Negativos
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APENDICE E

Exemplo de visualizacdo dos fragmentos amplificadesltantes da Reacdo em Cadeia da Polimerase

(PCR) com os primers do gene da enterotoxinadd.(As duas ultimas amostras sdo os controles
negativos e as duas anteriores a estas sao oslesriositivos

T T 1 T
Controles Controles

Positivos  Negativos
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APENDICE F

Exemplo de visualizacédo dos fragmentos amplificadssltantes da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) com os primers do gene da enterotoxinseB. (As duas ultimas amostras sdo os controles
negativos e as duas anteriores a estas sao oslesriositivos

T

Controles Controles
Positivos  Negativos
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Tabela 1: Sequéncia de bases dos primers utilizadnssse estudo e tamanho estimado dos produtos dapdificacéo.

Tamanho do Referéncia
Gene Primer Sequéncia produto de
amplificacdo
cea SEA-1 TTGGAAACGGTTAAAACGAA 120 Johnsoret al
SEA-2 GAACCTTCCCATCAAAAACA (1991)
seb SEB-1 TCGCATCAAACTGACAAACG 478 Johnsoret al
SEB-2 GCAGGTACTCTATAAGTGCC (1991)
sec-1 SEC-1 GACATAAAAGCTAGGAATTT 257 Johnsoret al
SEC-2 AAATCGGATTAACATTATCC (1991)
sed SED-1 CTAGTTTGGTAATATCTCCT 317 Johnsoret al
SED-2 TAATGCTATATCTTATAGGG (1991)
see SEE-1 TAGATAAAGTTAAAACAAGC 170 Johnsoret al
SEE-2 TAACTTACCGTGGACCCTTC

(1991)




