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RESUMO

FERREIRA, Andreza Angélica. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2011. Caracterizacdo fenotipica e genotipica de
Staphylococcus spp. isolados de diferentes nichos em uma unidade de
abate de aves. Orientador: Regina Célia Santos Mendonga. Co-orientadores:
Maria Cristina Dantas Vanetti e Sérgio Oliveira de Paula.

O controle de patégenos de origem alimentar no processamento de
alimentos ndo € uma tarefa simples. Staphylococcus aureus € um patégeno
que pode estar presente na superficie de carcagas de animais e tem acesso a
planta de abate da industria por meio de animais vivos. Esse micro-organismo
pode desencadear processos de adesao e formacao de biofilme, que constitui
uma estratégia de sobrevivéncia e importante fonte de contaminagao cruzada.
O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar fenotipica e geneticamente
estirpes do género Staphylococcus spp. oriundas de uma unidade de abate de
aves e determinar as principais fontes e os mecanismos envolvidos na
permanéncia deste micro-organismo na industria. As colénias isoladas
conforme descrito na Instrucdo Normativa n° 62, foram confirmadas como
Staphylococcus spp. e S. aureus por meio da técnica de Reacdo em Cadeia
de Polimerase (PCR). Avaliou-se a sensibilidade dos isolados aos
antimicrobianos pelo método de discos impregnados com as seguintes
substancias: acido clavulanico e amoxacilina (30 pg), acido nalidixico (30 pg),
ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg), cefoxitina (30 pg), ciprofloxacina (5 pg),
clindamicina (2 pg), cloranfenicol (30 ug), eritromicina (15 ug), estreptomicina
(10 pg), gentamicina (10 ug), oxacilina (1 pg), penicilina G (10 U), rifampicina (5
Mg ), sulfonamida (300 pg), tetraciclina (30 ug) e vancomicina (30 pg). As
caracteristicas fenotipicas e genotipicas de formagdo de biofilmes foram
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avaliadas pelo crescimento em Agar Vermelho Congo (CRA) e pela
identificacdo dos genes atl, icaA e icaD. Dentre os 120 isolados estudados, 75
foram identificados como Staphylococcus, em que 63,7 % foram coagulase
positiva e 37,3 % coagulase negativa. Por meio da técnica de PCR confirmou-
se que 86,67 % dos isolados eram do género Staphylococcus e 77,33 % da
espécie S. aureus. Verificou-se ainda a presenca do gene sec em duas
estirpes, uma delas estafilococos coagulase negativa. A maioria dos isolados
foram resistentes a sulfonamida (98,5 %), acido nalidixico (89,3 %) e penicilina
G (87,70 %). Dentre os isolados resistentes a penicilina 4,60 % foram oxacilina
resistentes e 1,5 % vancomicina resistentes. Das 65 estirpes de
Staphylococcus spp. estudadas na producédo de exopolissacarideo (EPS) em
CRA, 100 % formaram colbnias de cor preta e opacas. A variagao do teor de
sacarose foi critica para a producao de EPS em CRA, uma vez que em baixas
concentragcbes de sacarose, todas as estirpes apresentaram resultado
caracteristico de ndo producao de EPS. O gene atl/ foi encontrado em todas as
estirpes e 0s genes icaA e icaD em 97 % delas. Estes dados sugerem que
Staphylococcus spp. isolados de abatedouro de aves apresentam potencial
para formacao de biofilme. Formas eficientes de controle desse micro-
organismo no ambiente de processamento de alimentos sdo necessarias visto
que podem representar risco em potencial ao consumidor. Portanto, devem-se
adotar medidas de controle higiénico-sanitario, bem como treinamento e

conscientizagao dos profissionais envolvidos.



ABSTRACT

FERREIRA, Andreza Angélica. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa,
February of 2011. Phenotypic and genotypic characterization of
Staphylococcus spp. isolated from different niches in a poultry
processing unit. Adviser: Regina Célia Santos Mendonga. Co-advisers: Maria
Cristina Dantas Vanetti e Sérgio Oliveira de Paula.

The control of foodborne pathogens in food processing is not a simple
task. The Staphylococcus aureus is a pathogen that can be present on the
surface of animal carcasses and enter the slaughter plant of the industry by
means of live animals. This microorganism can initiate adhesion processes and
biofilm formation, which is a survival strategy and an important source of cross
contamination. The aim of this study was to isolate and characterize the
phenotypic and genetically strains of Staphylococcus spp. from a poultry
processing plant and determine the main sources and the mechanisms involved
in the permanence of this microorganism in the industry. The isolated colonies
as described in Instruction No. 62, were confirmed as Staphylococcus spp. and
S. aureus using the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR). The
sensibility of isolates to antimicrobial agents was evaluated by the detection
method using paper disks impregnated with the following substances:
amoxicillin and clavulanic acid (30 mg), nalidixic acid (30 mg), ampicillin
(10 mg), cephalothin (30 mg), cefoxitin (30 g), ciprofloxacin (5 mg), clindamycin
(2 mg), chloramphenicol (30 mg), erythromycin (15 mg), streptomycin (10 mg),
gentamicin (10 mg), oxacillin (1 mg), penicilin G (10 U ), rifampicin (5 g),
sulfonamide (300 mg), tetracycline (30 mg) and vancomycin (30 mg). The
phenotypic and genotypic characteristics of biofilm formation were evaluated by
the growth in Congo Red Agar (CRA) and by the identification of theatl, icaA
and jcaD genes. Among the 120 studied isolates 75 were identified as
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Staphylococcus, in which 63.7 % were coagulase positive and coagulase
negative 37.3 %. Through the technique of PCR it was confirmed that 86.67 %
of the isolates were Staphylococcus and 77.33 % of the S. aureus species. It
was also noticed the presence of the sec gene in two strains, a staphylococci
coagulase negative. Most isolates were resistant to sulfonamide (98.5%),
nalidixic acid (89.3%) and penicillin G (87.70%). Among the penicillin-resistant
isolates were oxacilin resistant 4.60 % and 1.5 % vancomycin resistant. Of the
65 strains of Staphylococcus spp. studied in the production of
exopolysaccharide (EPS) in CRA, 100 % formed colonies and opaque black.
The variation of sucrose content was critical for the production of
exopolysaccharide (EPS) in CRA, since at low concentrations of sucrose, all
strains showed a characteristic result was no production of EPS. The atl/ gene
was found in all strains and the icaA and icaD genes were found in 97 % of
them. The data suggest that Staphylococcus spp. isolated from poultry
slaughter show potential for biofilm formation. An efficient control of this micro-
organism in the food processing environment is necessary as they may
represent a potential risk to consumers. Therefore, measures to control the
sanitary-hygiene must be adopted, as well as the awareness and training of the

professionals that are involved.
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INTRODUCAO GERAL

O controle de patdgenos de origem alimentar no processamento de
alimentos ndo € uma tarefa simples. Muitos patdgenos sobrevivem no ambiente
por horas ou mesmo dias e podem ser veiculados ao homem de varias
maneiras. Entre os patdgenos associados as doengas de origem alimentar,
destaca-se a espécie Staphylococcus aureus, capaz de produzir uma
variedade de fatores de patogenicidade e de viruléncia, sendo que as
intoxicagdes causadas por este patdégeno estdo frequentemente associadas as
enterotoxinas termoestaveis. Em geral, os manipuladores de alimentos séo
considerados as principais fontes de contaminacdo de S. aureus, além de
equipamentos e superficies.

Estirpes do género Staphylococcus spp. ao contaminarem uma
superficie inapropriadamente higienizada podem desencadear processos de
adesao e formacgao de biofilme que dificultam a agcdo de agentes sanificantes
fisicos e quimicos, uma vez que as células do biofilme sdao embebidas em uma
matriz de exopolissacarideo (EPS), o que confere protegcao a agentes externos.
Além disso, os micro-organismos em biofilme exibem diferenciados fenaotipos,
metabolismo, fisiologia e transcricdo génica.

Uma vez constituidos, os biofiimes constituem focos de contaminagao
constante, por liberarem células de micro-organismos. Outro agravante é a
presenca de estirpes resistentes aos mais variados tipos de antimicrobianos
usados para o tratamento de infeccbes causadas por S. aureus, o que
representa um problema de saude publica.

Assim, determinar o perfil antimicrobiano e conhecer as condi¢des que
propiciam a formacgcao de biofilme por estafilococos é primordial para a

obtencdo de informacdes relevantes que permitam o estabelecimento de



estratégias de controle, mais econdmicas e eficazes para a eliminagcéo deste
patdogeno na cadeia alimentar.

O conhecimento do perfil genotipico de S. aureus apresenta grande
importancia no que se refere ao conhecimento dos mecanismos que envolvem
seu desenvolvimento e estabelecimento no ambiente industrial. Nesse aspecto,
o uso de métodos fundamentados em Reacédo em Cadeia de Polimerase (PCR)
para diagnostico microbiano € uma alternativa viavel aos métodos tradicionais
de cultura.

Em funcdo da necessidade da producdo de alimentos seguros, este
trabalho teve como objetivos identificar e caracterizar estirpes do género
Staphylococcus oriundas de uma unidade de abate de aves quanto a
sensibilidade microbiana, aspectos toxigénicos, e potencial de adesdo e

formacéao de biofilme.



OBJETIVOS

Objetivo geral

Isolar e caracterizar fenotipica e genotipicamente estirpes do género

Staphylococcus spp. oriundas de uma unidade de abate de aves.

Objetivos especificos

a) Isolar e identificar fenotipicamente estirpes do género Staphylococcus

oriundas de uma unidade de abate de aves;

b) Identificar genotipicamente estirpes do género Staphylococcus e da

espécie Staphylococcus aureus;

c) Pesquisar a presenga dos genes associados a producdo de toxinas

classicas em Staphylococcus aureus;

d) Avaliar o perfil de sensibilidade/resisténcia microbiana em estirpes do

género Staphylococcus e de estirpes de Staphylococcus aureus;

e) Pesquisar a presenga dos genes responsaveis pelos processos de
adesao e formacéo de biofilme em estirpes do género Staphylococcus e

em estirpes de Staphylococcus aureus;



f) Identificar fenotipicamente a produgédo de exopolissacarideo em estirpes

do género Staphylococcus e em estirpes de Staphylococcus aureus;

g) Avaliar o potencial de adesdo e formacéo de biofilme em estirpes do
género Staphylococcus e na espécie Staphylococcus aureus, bem como
relacionar a presenca dos genes com a producao fenotipica de

exopolissacarideo.



CAPITULO |

REVISAO DE LITERATURA

1. Caracteristicas de Staphylococcus spp.

Estafilococos sao caracterizados como micro-organismos Gram-
positivos, imoveis, de formato esférico, com didmetro variando de 0,5 a 1,0 uym,
agrupados em massas irregulares em forma de “cacho”. Apresentam
metabolismo respiratério e fermentativo, atuando sobre carboidratos com
producao de acidos, sendo anaerdbios facultativos. Podem crescer entre 7 °C a
48 °C, com um otimo entre 30 °C a 37 °C (CUNHA NETO et al., 2002).
Algumas espécies produzem enterotoxinas em temperaturas que variam entre
10 °C e 46 °C, contudo, a temperatura 6tima esta entre 40 °C e 45 °C (JAY,
2005).

O género Staphylococcus compreende diversas espécies e subespécies,
que se encontram amplamente distribuidas na natureza, sendo principalmente
isoladas da pele e membranas mucosas de aves e mamiferos (JAY, 2005).
Esse género foi classificado na familia Micrococcaceae desde a sua proposi¢cao
em 1884 por Rosenbach. Entretanto, considerando os avangos na ultima
década das técnicas de biologia molecular, estudos genéticos, perfis de acidos
graxos, composi¢cdo da parede celular e, principalmente, estudos com RNA
ribossémico 16S, estabeleceu-se que o género Staphylococcus foi incluido na
familia Staphylococcaceae (MELO, 2008).

Franco e Landgraf (2008) ressaltaram que estes micro-organismos
apresentam tolerancia a nitratos e a concentragcdées de 10 a 20 % de NaCl, e

que tem capacidade de crescer em meios com valores de atividade de agua



(Aa) de 0,86, mas sob condi¢des ideais, podem se desenvolver em valores de
Aa proximos a 0,83 sem que ocorra a produgao de enterotoxinas.

Atualmente, sdo descritas 40 espécies no género (EUZEBY, 2007),
sendo Staphylococcus aureus a espécie enterotoxigénica mais comumente
causadora de doengcas de origem alimentar. Entretanto usualmente ¢é
identificado apenas o grupo estafilococos coagulase positiva, uma vez que a
maioria das estirpes enterotoxigénicas de S. aureus produzem a enzima
coagulase (DESMARCHELIER et al., 1999).

No entanto, estirpes coagulase negativa também podem estar
associadas a produgao de toxinas. Lamaita et al. (2005) isolaram 436 estirpes
de Staphylococcus sp. de amostras de leite cru refrigerado, e agruparam as
estirpes de mesmo perfil bioquimico em grupos, constatando que 24,6 % dos
grupos de estafilococos coagulase positiva apresentaram algum tipo de toxina,
enquanto que 41,3 % dos grupos de estafilococos coagulase negativa também
foram enterotoxigénicos.

Franco e Landgraf (2008) relataram que ndo existe uma concordancia
sobre a dose infectante de toxina capaz de causar sintomas em seres
humanos, porém, de maneira geral, estima-se que esteja entre 0,015 ug e
0,375 ug de enterotoxina por quilo de peso corpéreo. Lamaita et al. (2005)
descreveram que é necessario menos que 1ug de toxina pura para
desencadear os sintomas caracteristicos de intoxicagao estafilocdcica, sendo
que a populagdo de 10° UFC de estafilococos/g ou mL de alimento é
considerada suficiente para provocar um quadro de intoxicagao, enquanto que
Jay (2005) relatou que 200 ng seriam suficientes para causar a enfermidade.

Varios tipos de alimentos s&o implicados em intoxicacbes
gastrointestinais por S. aureus, sendo frequentemente relacionado com carne e
derivados, devido as propriedades de atividade de agua, pH e nutrientes, e a
extensiva manipulagdo destes alimentos durante o processamento (ANANOU
et al., 2005). Em estudos foi demostrado que aproximadamente 50 % da
populagdo humana é portadora assintomatica de S. aureus (GUNDOGAN et
al., 2005; MOLINA, 2009).

Amson et al. (2006) em um levantamento de dados epidemioldgicos
sobre doencgas de origem alimentar, reportaram que S. aureus foi considerado

o principal causador das doengas no estado do Parana no periodo de 1978 a



2000, com relato de 492 surtos de intoxicagao estafilocdcica, o que representa
41,2 % do total dos surtos relacionados a alimentos no estado neste periodo.

A contaminagdo por Staphylococcus spp. pode ocorrer durante os
estagios de produgdo ou estocagem do alimento, por estirpes de origem
ambiental ou humana (CUNHA NETO et al., 2002).

Os estafilococos sao facilmente eliminados por tratamentos térmicos,
como a pasteurizacdo, mas suas enterotoxinas termoestaveis permanecem
ativas nos alimentos, o que representa um risco potencial para a saude do
consumidor e um problema para a saude publica. Essas enterotoxinas sao
responsaveis por quadros de intoxicagao alimentar estafilocécica no homem,
caracterizados por nausea, vomito, diarréia, dor de cabeca, cdlica abdominal,
caibra muscular, queda de pressao sanguinea e prostracdo. Em casos graves,
o individuo pode necessitar de cuidados médicos; criangas e idosos podem
chegar ao 6bito (RAPINI et al., 2005).

O controle da disseminagao deste patégeno e da producdo das
enterotoxinas € possivel desde que sejam observadas as boas praticas
sanitarias de higiene nos estagios de obtencdo, producdo, estocagem e

manuseio dos alimentos.

2. Fatores de viruléncia de Staphylococcus spp.

Estafilococos produzem e secretam 30 ou mais fatores de viruléncia
especificos que interferem nos sistemas de defesas do hospedeiro (DINGES et
al., 2000). Varios desses fatores de viruléncia envolvidos na patogénese de
S. aureus sao descritos na literatura (NOVICK et al., 2001; LAMAITA et al.,
2005; KEROUANTON et al., 2007; KUMAR et al., 2009; PELISSER et al.,
2009), e envolvem um grupo de enzimas e citotoxinas, os quais incluem quatro
hemolisinas (alfa, beta, gama e delta), nucleases, proteases, lipases,
hialuronidase e colagenase, que agem associadas e ocasionam lesao tecidual,
e fornecem nutrientes de baixo peso molecular que podem ser assimilados e
utilizados para o rapido crescimento desta bactéria (DINGES et al., 2000), além
de outras enzimas como catalase, fibrinolisina, coagulase e [B-lactamase. A
producdo destas enzimas e citotoxinas sao reguladas por elementos genéticos

como plasmidios, transposons e profagos, considerados importantes fatores de



viruléncia nas infecgdes estafilocdécicas no homem e nos animais (NOVICK et
al., 2001).

A coagulase livre e ligada, por vezes chamada de fator de agregacéo,
pode agir para revestir as células bacterianas com a conversédo direta de
fibrinogénio em fibrina e, assim, protege as células da fagocitose (SANDEL e
McKILLIP, 2004). A coagulase ndo atua isolada, mas em associagdo com
outras toxinas estafilocécicas e fatores celulares, o que resulta em um
fendmeno complexo de patogenicidade (GANDRA, 2003).

Entre as enzimas associadas aos fatores de viruléncia em
Staphylococcus spp., destacam-se também a catalase e a termonuclease. A
catalase inativa o peréxido de hidrogénio e radicais livres toxicos formados pelo
sistema mieloperoxidase no interior das células fagocitarias e € utilizada para
diferenciar Staphylococcus de Streptococcus. A termonuclease (TNase) é uma
fosfodiesterase estavel ao calor com propriedades endo e exonucleolitica
(SANDEL e McKILLIP, 2004) e atua na clivagem de DNA ou RNA para produzir
3'- fosfomononucleotidios (GANDRA, 2003).

A hialuronidase degrada a matriz intercelular de mucopolissacarideos
nos tecidos do hospedeiro e facilita a disseminacgao de estafilococos em outros
tecidos. As lipases por meio da atividade especifica de fosfatidilinositol
fosfolipase C, propagam-se pelos tecidos cutaneo e subcutaneo. As
hemolisinas tem impacto em uma série de fungdes bioldgicas, o qual as a-
hemolisinas tem um efeito catalizador sobre as células vermelhas do sangue. A
B-hemolisina € uma esfingomielinase, que atua no complexo esfingomielina
lipocarboidrato. E a hemolisina & € produzida por algumas linhagens de
S. aureus, que causa lise em diferentes tipos celulares (SANDEL e McKILLIP,
2004).

Algumas proteinas, como citotoxinas, exoenzimas, adesinas e proteina
A sao responsaveis pela capacidade que o micro-organismo possui em se
defender das defesas do hospedeiro, aderir as células e moléculas da matriz
intercelular, invadir ou destruir as células do hospedeiro e a se propagar dentro
dos tecidos. A produgao destas proteinas € mediada por uma cadeia complexa
de fungdes regulatorias cuja expressao in vitro € temporariamente programada
e depende amplamente, direta ou indiretamente, de sinais ambientais
(VOJTOV et al., 2002).



Apesar dos mecanismos de patogenicidade de S. aureus ainda né&o
serem completamente elucidados, provavelmente os fatores de viruléncia mais
notaveis associados a este micro-organismo sejam as enterotoxinas
termoestaveis, que causam intoxicacao alimentar e a toxina do choque téxico 1
(TSST-1) (SANDEL e McKILLIP, 2004;. KEROUANTON et al., 2007)
considerada como um superantigeno, por estimular uma resposta policlonal
inespecifica de linfécitos T e aumentar a liberagdo de citocinas, o que causa
toxicidade sistémica e supressao da resposta imune adaptativa (BALABAN e
RASOOLY, 2000). A toxina do choque toxico 1 € susceptivel a clivagem pela
pepsina, e € menos estavel nos intestinos comparado as enterotoxinas
estafilococicas (DINGES et al., 2000). A doencga causada pela TSST-1 é aguda
e caracteriza-se por febre alta, hipotensdo e envolve trés ou mais o6rgaos
sistémicos, dentre outros (LAMAITA et al., 2005).

As enterotoxinas estafilocécicas sao proteinas extracelulares,
hidrossoluveis, resistentes a acdo de enzimas proteoliticas do sistema digestivo
e termoestaveis. Sao resistentes as temperaturas de pasteurizacédo, e podem
estar presentes no alimento mesmo apdés o cozimento, o que possibilita a
instalacdo de um quadro de intoxicagdo de origem alimentar e representa um
risco para a saude publica. Até o momento, ja foram identificados 20 tipos de
enterotoxinas, que sdo sorologicamente distintas, incluindo os tipos classicos
SEA, SEB, SEC (1, 2, 3), SED e SEE e as novas enterotoxinas SEG, SEH,
SEIl, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, e SEU (CUNHA
NETO et al., 2002; FRANCO e LADGRAF, 2008), cujos genes correspondentes
foram descritos por Becker et al., 1998; Omoe et al., 2005.

Os genes que codificam as toxinas estafilocécicas sao transportados por
plasmideos, bacteriéfagos, ou elementos heterdlogos genéticos, denominados
de ilhas de patogenicidade. A expressao é controlada por pelo menos trés
sistemas globais de regulagcédo dos fatores de viruléncia, denominados: gene
regulador (agr) (MOMTAZ et al., 2010), gene regulador estafilococico (sarA)
(BEENKEN et al., 2003), e um sistema de repressao catabdlica. Cada toxina &
traduzida em uma proteina precursora contendo um sinal de uma sequéncia
aminoterminal que € clivada durante a exposicdo da célula (DINGES et al.,
2000).

A transferéncia horizontal de genes entre linhagens de Staphylococcus e

outras bactérias implica na difusdo de genes de viruléncia, incluindo os genes
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de regulacéo, o que resulta em uma diversidade de estirpes. Como exemplo,
dentre os superantigenos inclui uma lista crescente de exotoxinas pirogénicas
estreptocdcicas, as quais todos compartiham sequéncia e propriedades
bioldégicas similares as de superantigenos de S. aureus. Acredita-se que a
capacidade de produzir superantigenos oferece uma vantagem seletiva, pois
permite que as bactérias desabilitem o sistema imunoldégico do hospedeiro
(NOVICK et al., 2001).

O acumulo de fatores de resisténcia sdo associados a imunidade de
Staphylococcus a uma grande variedade de antibiéticos comumente utilizados,
0 que aumenta a capacidade das bactérias em sobreviver em ambientes hostis.
A ocorréncia generalizada destes isolados pode levar a surtos de infecgdes e
intoxicagdes estafilococicas no ambiente hospitalar e na comunidade (KUMAR
et al., 2009).

3. Resisténcia microbiana em Staphylococcus

A resisténcia aos antimicrobianos esta associada a existéncia de genes
presentes no micro-organismo que codificam proteinas relacionadas a
diferentes mecanismos bioquimicos que impedem a agao dos antibidticos. Esta
resisténcia pode ser originada de mutagbes que ocorrem na bactéria durante
seu processo reprodutivo e resultam em erros de copia na sequéncia de bases
que formam o DNA cromossdmico. Outra origem da resisténcia € a conhecida
resisténcia transferivel que se faz por meio dos mecanismos de transdugao,
transformacdo e conjugacéo e, frequentemente, envolve genes situados em
plasmidios e transposons (TAVARES, 2000), ou ainda, pode estar associada
as condi¢cdes ambientais e mecanismos de resposta ao estresse provocado por
perturbacdo do envelope celular, danos no DNA, ou falhas no metabolismo
intermediario, tendo assim um impacto sobre o desenvolvimento e expressao
da resisténcia (McCALLUM, 2010).

A partir da década de 40 com a introdugdo da penicilina houve maior
controle das infecgdes estafilococicas, porém apos alguns anos de uso clinico
a resisténcia ocorreu associada a selecdo de estirpes produtoras de
B-lactamases que hidrolisam as penicilinas (MOTAMEDI et al., 2010; KESERU
et al., 2011).
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Para combater as linhagens resistentes foram desenvolvidas novas
drogas B-lactdmicas como a meticilina e oxacilina e seus derivados (GRANDO
et al., 2008). Porém, em 1961, na Europa, foi isolada a primeira estirpe
resistente a esses novos [-lactdmicos, sendo denominadas de MRSA ou
ORSA, ou seja, Staphylococcus aureus meticilina ou oxacilina resistentes
(TAVARES, 2000). Atualmente existem muitas estirpes de S. aureus meticilina
resistentes em ambientes relacionados aos servicos da saude e na
comunidade (GRANDO et al, 2008).

Em estudo populacional realizado na Inglaterra entre os anos de 2004 e
2005 foi identificado que todos os pacientes submetidos a hemocultura que
continham S. aureus meticilina resistente estavam no registro nacional de
obitos. E também foi diagnosticado que 20 % e 38 % dos pacientes MRSA-
positivos foram a oObito num periodo de sete e trinta dias, respectivamente
(LAMAGNI et al., 2011).

Costa (2010) detectou a presenga do gene mecA em 22,1 % dos 95
isolados de estafilococos provenientes de queijo minas frescal, e dentre estes,
9,5 % apresentaram-se como resistentes a meticilina pelo teste em disco de
difusao.

A resisténcia a meticilina em estafilococos é associada a produgao de
uma proteina adicional e anémala de ligagao a penicilina, denominada PBP2a,
que apresenta baixa afinidade com os antibidticos B-lactamicos. As PBPs séo
enzimas que catalisam a etapa terminal da sintese da parede bacteriana e séo
localizadas na membrana celular da bactéria, sendo que, normalmente,
S. aureus possui cinco PBPs, sendo que as PBP 1, 2 e 3 sdo essenciais e tem
alta afinidade (sitios-alvo) com os antibitticos B-lactamicos e unem-se a estes
por ligagdes covalentes (SOUZA et al, 2005). Esta proteina é codificada por um
gene cromossOmico denominado mecA, que € responsavel pela resisténcia
intrinseca dos estafilococos meticilina a todos os antibiéticos B-lactamicos, o
que determina a multiplicagdo de estirpes resistentes mesmo na presenca
dessa classe de antibidticos (PINHO et al., 1998; SOUZA et al., 2005; KESERU
et al., 2011).

Entretanto em alguns estudos foram observados discrepancias entre
linhagens que demonstram menor susceptibilidade a oxacilina/meticilina por
apresentarem mecanismo de resisténcia nao relacionada a presenga do gene

mecA, mas pela hiperproducdao de [(-lactamases (COLLI et al., 2009;
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MOTAMEDI et al., 2010). Esta resisténcia dos estafilococos aos antibiéticos
B-lactamicos depende de alguns fatores ambientais como pH, temperatura e
osmolaridade (SOUZA et al., 2005).

Diante da disseminacéo de estirpes MRSA ou ORSA, a vancomicina é
um antibiético que vem sendo intensamente utilizado no tratamento de
infeccdes causadas por essas linhagens (DURAI et al., 2010). Entretanto, ja
tem sido relatado em muitos paises um aumento de estirpes resistentes a este
antibiético (BIERBAUM et al., 1999; ROTUN et al., 1999; GUERIN et al., 2000;
KIM et al., 2000; TALLENT et al., 2002), conhecidas como S. aureus resistente-
intermediario a vancomicina (VISA) ou S. aureus vancomicina resistente
(VRSA). Esta resisténcia esta associada a uma grande produgdo de
componentes usados na sintese da parede celular. Em virtude da alta
producao de residuos de mucopeptideo ha uma reducdo da quantidade de
antibidtico que chega ao seu local de agado que € a membrana citoplasmatica
(BOYLE-VAVRA et al.,, 2001), pois ocorre hiperprodugcdo das proteinas
ligadoras de penicilinas PBP2 e PBP2’, espessamento da parede celular e
aprisionamento das drogas (REIPERT et al., 2003).

Os genes envolvidos na resisténcia a vancomicina estao,
provavelmente, sob o controle de um amplo sistema de regulagao (CUI et al.,
2000; KURODA et al., 2000).

A caracteristica da resisténcia a determinado antimicrobiano pode
estender-se a outros, por isso torna-se importante estudar a suscepitibilidade
de estirpes a diversos antibidticos. A técnica de difusdo em disco € a mais
utilizada por ser de facil execugcdo e obtencao de resultados relativamente
rapidos. A leitura é realizada medindo-se os diametros dos halos de inibicao
formados ao redor dos discos e a interpretacao é feita de acordo com a tabela
de halos padronizada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2007). Em geral, o resultado & expresso em sensivel, moderadamente

resistente (intermediario) e resistente.

4. Aspectos relacionados a formacéao de biofilme por Staphylococcus

Um biofilme é caracterizado por células que originam comunidades
sésseis, aderidas irreversivelmente a um substrato, embebidas a uma matriz de

substancias poliméricas extracelulares sintetizadas por si mesma. Apresenta
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um fendtipo modificado com relagdo a taxa de crescimento, transcricado de
genes e capacidade de resistir a tratamentos antimicrobianos e, portanto,
representa um problema de saude publica (DONLAN, 2001). Sob
circunstancias apropriadas biofilmes podem ser formados por todos os tipos de
micro-organismos, inclusive deterioradores e patogénicos (POULSEN, 1999).

De acordo com Andrade (2008), a adesédo e formacao de biofilmes
microbianos s&o indesejaveis, sob diversos aspectos na industria de alimentos,
uma vez que eles podem tornar menos eficientes o processo de tratamento da
agua; reduzir a eficiéncia de transferéncia de calor em trocadores de calor;
diminuir o fluxo em tubulagbes; desencadear processos corrosivos; e,
principalmente, tornar fontes de contaminagao microbiana.

Uma vez introduzido no processamento de alimentos, S. aureus pode
persistir em biofilmes por longos periodos de tempo e pode ser transferido de
um ponto para outro e causar contaminacgées (SHALE et al., 2005).

Marques et al. (2007) verificaram a capacidade de S. aureus formar
biofilme nas superficies de aco inoxidavel e vidro apds 15 dias de incubacgao,
com contagens bacterianas na ordem de 10 UFCcm? e 10® UFCcm?
respectivamente.

A formacdo de biofiime por S. aureus também foi observada por
Pompermayer e Gaylarde (2000) em superficie de polipropileno sob diferentes
condicbes de temperatura, sendo que a temperatura de 12 °C houve melhor
adesao.

Lima (2007) constatou a capacidade de adesao de estirpes de S. aureus
isoladas de ambiente hospitalar em superficies de silicone e poliuretano usadas
para a construcdo de sondas nasoenterais, e observou por meio de
fotomicrografias, que estas superficies apresentaram-se com fendas, fissuras e
orificios, o que possivelmente facilitou a aderéncia do micro-organismo.

Boari et al. (2009) em um estudo sobre a formacao de biofilme em ago
inoxidavel por Aeromonas hydrophila e S. aureus ao usar leite em diferentes
condic¢des de cultivo, constataram que em cultivo combinado com A. hydrophila
foi observada a formacao de biofilme por S. aureus apenas a 18 °C a partir do
quarto dia, com contagem de células sésseis de 5,7.10° UFC:cm™, enquanto
que em monocultivo a 18 °C o biofilme formava-se a partir do segundo dia, com

contagem de 1,7.10% UFC'cm™ ao longo dos 10 dias pesquisados.
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A aderéncia e fixagcdo do micro-organismo nas superficies de
equipamentos e utensilios na industria representam o primeiro passo para
contaminagao de alimentos (POMPERMAYER e GAYLARDE, 2000). Entre os
mecanismos envolvidos na adesao bacteriana, a producdo de uma substancia
extracelular polissacaridica natural, chamada de exopolissacarideo (EPS),
desempenha um importante papel. Esta substancia permite que as células
bacterianas se aglomerem em multicamadas de biofilme, tornando-as menos
acessiveis ao sistema de defesa do organismo e aos antimicrobianos
(ANTUNES et al., 2007).

A produgdo de EPS pelas bactérias do biofilme serve para muitas
fungdes, que incluem: simplificacdo do acesso inicial das bactérias a uma
superficie; formacdo e manutencdo da micro-colénia; estrutura do biofilme;
resisténcia do biofilme ao estresses ambientais e agentes antimicrobianos, bem
como permite as bactérias a captagao de nutrientes (POULSEN, 1999). O EPS
€ também capaz de adsorver cations, metais e toxinas e conferir protecéo
contra radiagdes UV, alteracbes de pH, choques osmoéticos e dessecacao
(BOARI et al., 2009).

A formacao de biofilme em espécies do género Staphylococcus spp. é
considerada um processo de duas etapas. Primariamente as bactérias aderem
a uma superficie mediada por um antigeno capsular, a adesina capsular
polissacaridica (PS/A). Em seguida multicamadas de células podem ser
formadas em associagdo com a producdo de adesina polissacaridica
intercelular (PIA) (ARCIOLA et al., 2001; VASUDEVAN et al., 2003; YAZDANI
et al., 2006). A PS/A e PIA sé&o estruturalmente semelhantes com um arranjo
em comum de [3-1-6-glicosamina em alternancia, mas diferem nas substituicbes
primarias em seus grupos amino e peso molecular, além disso ambas sao
sintetizadas a partir de proteinas codificadas no locus ica do operon icaABCD
(ARCIOLA et al., 2001).

Os genes icaA e icaD foram relatados como significativos na formagéao
de biofilme em S. aureus e Staphylococcus epidermidis (ARCIOLA et al., 2001;
VASUDEVAN et al., 2003; YAZDANI et al., 2006; SATORRES e ALCARAZ,
2007). Os genes e produtos do locus ica sado considerados fundamentais para
a formacéo de biofilme e viruléncia dos micro-organismos e sao regulados em
resposta a fatores ambientais, como glicose, anaerobiose, alta osmolaridade,

temperatura, limitacao de etanol e ferro (STANLEY e LAZAZZERA, 2004).
14



Proteinas de superficie bacteriana também foram identificadas como
importantes na formacao do biofilme estafilocécico (HALL-STOODLEY, 2004).
As autolisinas at/A-autolisina de S. aureus (OSHIDA et al, 1995), e atlE-
autolisina de S. epidermidis (HEILMANN et al, 1997), pertencem a um grupo
de peptideoglicano hidrolases que desempenham um papel fundamental na
degradacdo da parede celular bacteriana. Durante a divisdo celular, estas
autolisinas sao responsaveis pela separagao do septo entre duas células filhas
(ZOLL et al., 2010).

A atl é predominante em estafilococos, sendo at/A e atlE muito
semelhantes em sequéncia e propriedades. As enzimas sao bifuncionais,
compostas por uma amidase e uma glucosamidase. Mutantes de S. aureus e
S. epidermidis com delecao de atlA e atlE sao deficientes na fixagao primaria a
superficie, o que resulta em nao formacgéao de biofilme (BISWAS et al., 2006).

Biofimes sdo capazes de persistr na presenca de agentes
antimicrobianos em concentragdes que sao mil vezes superiores as
necessarias para erradicar uma populagéo de células plancténicas (CERCA et
al., 2005). Isto se deve ao fato da matriz do biofilme exercer uma protecéo
fisica ou por uma alteragdo da fisiologia das células bacterianas no biofilme
(FUX et al., 2005).

Acredita-se que para controlar ou erradicar os biofilmes é imprescindivel
conhecer 0s mecanismos envolvidos na sua formagdo. A utilizacdo de
eficientes e adequados sanificantes fisicos ou quimicos em equipamentos pode
evitar a formacdo de biofilmes e/ou reduzir os indices de contaminacao
microbiana para a manutencdo de um alimento com qualidade. Entretanto,
como a eliminagao de biofilmes em superficies é dificil, a forma de remocéao
deve ser analisada como um todo a fim de otimizar os resultados e minimizar
os custos (CASALINI, 2008).

Um meétodo classico para observar o potencial de producao de biofilme &
o teste em placa de Agar Vermelho Congo (CRA). A observagdo direta das
colénias em meio soélido permite o reconhecimento fenotipico de amostras
produtoras de biofilme, caracterizadas por colénias de cor preta e das nao
produtoras de biofilme, col6nias vermelhas (FREEMAN et al., 1989).
Comparacdes entre o teste em Agar Vermelho Congo e a identificacdo dos
genes responsaveis pelos processos de adesido e formagédo de biofilme por

Staphylococcus spp. pela PCR, evidenciaram uma concordancia entre esses
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dois métodos, o que demonstra que a analise fenotipica das colénias pode ser
um método confiavel e utilizado na rotina do laboratério de controle de
qualidade (ARCIOLA et al., 2001; VASUDEVAN et al., 2003; YAZDANI et al.,
2006; GRINHOLC et al., 2007; SATORRES e ALCARAZ, 2007).
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO DE ESTIRPES DE Staphylococcus ISOLADAS EM
UMA UNIDADE DE ABATE DE AVES

RESUMO

Staphylococcus aureus € um patdogeno que pode estar presente na
superficie de carcacas de animais e tem acesso a planta de abate da industria
por meio de animais vivos, 0 que pode vir a comprometer a qualidade do
produto final. Desta forma, este trabalho teve por objetivo caracterizar estirpes
de Staphylococcus isoladas de diferentes nichos em uma unidade de abate de
frango de corte. De um total de 120 isolados, 75 foram considerados como
tipicos do género Staphylococcus, sendo 63,7 % coagulase positiva e 37,3 %
coagulase negativa. Pela técnica de Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
confirmou-se que 86,67 % dos isolados eram pertencentes ao género
Staphylococcus pela detecgao do gene tufe 77,33 % da espécie S. aureus pela
amplificagdo do gene nuc. Verificou-se a presenga do gene sec em duas das
estirpes, sendo uma delas estafilococos coagulase negativa. A maioria dos
isolados foram resistentes a sulfonamida (98,5 %), acido nalidixico (89,3 %) e
penicilina G (87,70 %). Dentre os isolados resistentes a penicilina 4,60 % foram

oxacilina resistentes e 1,5 % vancomicina resistentes.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, coagulase, unidade de abate de aves,

resisténcia microbiana.
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1. Introducéo

A carne e seus derivados tem sido frequentemente implicados como
veiculos da transmissdo de patdgenos para humanos. Entre as bactérias
patogénicas, Staphylococcus aureus podem estar presentes na superficie de
carcagas de animais, e acessam na planta de abate da industria a partir dos
animais vivos (LIMA et al., 2004).

Embora o reservatério primario de S. aureus seja a pele e membranas
mucosas de mamiferos e passaros, esta bactéria também pode estar presente
no solo, agua, poeira e ar, sendo que a introdugdo destes em abatedouros
pode ocorrer por meio das maos dos manipuladores, na etapa de remocao do
couro e durante a evisceragao. Estudos mostram que, aproximadamente 50 %
da populagdo humana é portadora assintomatica de S. aureus (GUNDOGAN et
al., 2005; MOLINA, 2009).

A intoxicacao alimentar causada por este micro-organismo € devido a
ingestdo de enterotoxinas produzidas e liberadas pela bactéria durante sua
multiplicagdo no alimento. A enterotoxina estafilococica é termoestavel e pode
estar presente no alimento apds tratamentos térmicos como a pasteurizagao, e
mesmo no estado ativo as toxinas resistem a acdo de enzimas proteoliticas
como pepsina, tripsina, quimiotripsina, papaina e renina, o que possibilita a
instalagdo de um quadro de intoxicagao de origem alimentar (LE LOIR et al.,
2003).

Além disso, algumas estirpes de S. aureus destacam-se por
apresentarem uma grande versatilidade nos seus mecanismos de resisténcia
aos antimicrobianos, e emergem assim como uma das maiores causas de
infecgbes nosocomiais e até mesmo comunitarias (CORDEIRO, 2004).

Para a deteccado e caracterizagao deste tipo de bactéria patogénica em
alimentos, testes morfologicos e bioquimicos sdo usados de maneira confiavel
e eficiente, mas podem nao expressar todas as propriedades fenotipicas das
bactérias. Assim, técnicas moleculares também sao aplicadas na identificagcao
de patogenos e sdo fundamentadas em caracteristicas estaveis em relagdo ao
DNA cromossémico, plasmidial ou total, o que permite melhor sensibilidade e
interpretacao dos resultados (GANDRA et al., 2008).

Ao considerar que muitas das etapas do processamento de carnes sao

realizadas manualmente e que os cortes podem ficar expostos sobre as mais
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variadas superficies, este trabalho teve por obijetivo isolar e caracterizar por
métodos fendtipicos e gendtipicos estirpes de Staphylococcus spp. isoladas de

uma unidade de abate de frango de corte.
2. Material e métodos
2.1. Coletade amostras e metodologia de analise

Em uma unidade de abate de frango de corte sob regime de Inspegao
Federal (SIF), foram coletadas amostras em cinco diferentes pontos da
superficie ao longo da calha de evisceragao, cinco diferentes utensilios (facas e
chairas), maos de vinte manipuladores e dez amostras de carcagas de frango
(cinco antes da entrada no pré-chiller e cinco apds a saida do chiller), o que
totalizou quarenta amostras. Para a coleta de amostras de superficies,
utensilios e maos foi utilizada a técnica de esfregago com auxilio de swab, de
acordo com a metodologia adaptada por Andrade (2008), o qual o swab foi
mergulhado em caldo TSB. Para superficies utilizou-se uma area delimitada de
250 cm? e para utensilios e m&os o swab foi realizado por unidade. Para coleta
das amostras de carcacas de frango usou-se a técnica de rinsagem
recomendada pelo Foods and Drugs Administration (FDA, 1996), em que a
carcaga foi colocada em saco plastico esterilizado adicionado de 400 mL de
tampao fosfato estéril. Apés a rinsagem com o tampao, 30 mL do fluido foi

utilizado para analise.

2.2. Isolamento das estirpes

As estirpes foram isoladas conforme descrito na Instrugdo Normativa
n° 62 (BRASIL, 2003). Primeiramente, plaqueou-se 1 mL da diluigao 10" de
cada amostra coletada em agar Baird-Parker (micro MED®) suplementado com
solugao de gema de ovo e 0,05 % de telurito de potassio. Foram isoladas de
cada placa trés colbnias tipicas (cor preta com halo translucido) e atipicas. As
colénias foram estriadas e mantidas em Agar Padrdo para Contagem (PCA,
Difco™). Posteriormente, realizou-se a prova de coagulase, teste de catalase e
coloracado de Gram (BRASIL, 2003).
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A partir das colénias mantidas em PCA, semeou-se cada colbénia em
tubos contendo 3 mL de caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI, Himedia®) e
incubou-se a 36 °C £ 1 °C, por 24 horas. Apds incubacao, transferiu-se 0,3 mL
de cada tubo de cultivo em BHI para tubos esterilizados contendo 0,3 mL de
plasma de coelho. Apds 4 a 6 horas de incubacdo a 36 °C + 1 °C verificou-se a
formagdo de coagulo, a fim de constatar se o isolado produzia a enzima
coagulase.

Para verificacdo da produgcao de catalase pelos isolados, adicionou-se
1 gota de perdxido de hidrogénio 3 % em uma coldnia isolada e observou-se a
formacgao de bolhas, resultado associado a liberacdo de oxigénio em funcao da
degradacgao enzimatica do perdxido de hidrogénio.

Em relagdo a coloragcdo de Gram, preparou-se o esfregago, corou-se
conforme o método de Gram e observou-se em microscépio éptico Olympus

CX40 a presencga de cocos gram-positivos.

2.3. Extracdo do DNA gendmico para ensaios fundamentados em
PCR

Os isolados de Staphylococcus spp. foram incubados em estufa B.O.D.
(Fanem®) a 37 °C, por 18 horas em 5 mL de caldo BHI (Himedia®). O DNA dos
isolados foi extraido a partir de um mililitro da cultura bacteriana que foi
centrifugado (Jouan® CR3i) a 12000 x g a 4 °C por 2 minutos. O sobrenadante
foi descartado e, ao sedimento, adicionou-se 60 pL de solugdo de lise
(sacarose 20 %, Na;HPO4 0,01 mol.L™", pH 7,0) e lisozima (USB®) (0,1 g.mL™
acrescentada no momento da extragdo) com incubagéo a 37 °C por 1 hora em
banho-maria. Decorrido este tempo, adicionou-se 3 pL de proteinase K
(Sigma®) (20 mg.mL™"), 507 pL de tampao TE 10:1 (Tris-HCI 10 mmol.L™", pH
7,5; EDTA 1 mmol.L™"), 30 pL de SDS (Amresco®) 10 %, misturou-se e incubou-
se a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, adicionou-se 5 yL de RNAse
(Sigma®) e incubou-se a 25 °C por 2 minutos, e entdo acrescentou-se 100 pL
de NaCl (Vetec®) 5 mol.L™", 80 pL de hexadeciltrimetilamonio (CTAB (SIGMA®)
2 %: NaCl 0,7 M (1:1) e incubou-se a 65 °C por 10 minutos. Em seguida, foram
adicionados 750 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), e a suspenséo foi
agitada por 1 minuto e centrifugada (Jouan®) a 12000 x g por 15 minutos. O

sobrenadante foi transferido para outro tubo, ao qual foi adicionado 750 uL de
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cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) seguido de centrifugagao por 10 minutos. O
sobrenadante foi novamente transferido para outro microtubo, sendo
adicionado de aproximadamente 500 uL de isopropanol 100 % e armazenado a
-20 °C por 18 horas. Apos este periodo, fez-se uma nova centrifugagdo a
12000 x g por 15 minutos e descartou-se o sobrenadante. Adicionou-se 1,5 mL
de etanol 75 %, misturou-se levemente por 5 minutos, centrifugou-se
novamente por 2 minutos, descartou-se o sobrenadante. Este procedimento foi
repetido por duas vezes. O centrifugado foi seco em estufa a 37 °C por 5 min
(Fanem®), e entdo adicionou-se 100 pL de tampdo TE 10:1 (Tris-HCI
10 mmol.L™", pH 7,5; EDTA 1mmolL"). O DNA foi quantificado em
espectrofotdmetro a 260 nm (NanoDrop®).

2.4. Identificacdo de género e espécie de Staphylococcus por PCR

As sequencias dos oligonucleotideos foram sintetizadas pela Sigma,
Brasil (Tabela 1). As rea¢des de PCR-Uniplex para a pesquisa dos genes {uf,
nuc, sea, seb, sec e sed foram realizadas separadamente para deteccéo do
género Staphylococcus, espécie S. aureus, toxina tipo A, toxina tipo B, toxina
tipo C e toxina tipo D, respectivamente. A mistura da reacédo consistiu de
0,4 uM de cada oligonucleotideo, 0,3 uM de dNTP, 1,5 mM do MgCl,, tampéo
da enzima Taq DNA polimerase (Promega) na concentragao de 1x, 50 ng do
DNA genbémico e 1 U de Taq DNA polimerase (Promega) para um volume final
de 25 pL. As amplificagdes foram realizadas em termociclador (THERM
1000/Maxygene), obedecendo-se a sequéncia de desnaturagao inicial a 94 °C
por 5 minutos, seguido por 30 ciclos térmicos, cada um consistindo de 94 °C
por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 30 segundos e,
posteriormente, com uma etapa de extensao final a 72 °C por 5 minutos. Para a
amplificagdo dos genes sea e seb usou-se temperatura de anelamento de
57 °C e manteve-se as demais condigbes. Como controle positivo deste

experimento utilizou-se estirpes de referéncia de S. aureus (Tabela 2).
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Tabela 1 - Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados

Genes Sequencia (5'- 3') Identificacdo  Referéncias

tuf F - GGC CGT GTT GAA CGT GGT CAAATC A Género MARTINEAU et al.,
R-TIACCATTT CAG TAC CTT CTG GTA A Staphylococcus 2001

nuc  F—CAAGGC TTG GCT AAA GTT GC Espécie S. aureus  POLI et al., 2007.
R - CTG AAT CAG CGT TGT CTT CG

sea  F-CCTTTG GAAACG GTT AAA ACG Toxina A BECKER et al.,1998
R - TCT GAA CCT TCC CAT CAA AAA C

seb  F-TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG Toxina B BECKER et al.,1998
R - GCA GGT ACT CTA TAA GTG CCT GC

sec  F-CTC AAG AAC TAG ACA TAA AAG CTA GG Toxina C BECKER et al.,1998

R - TCA AAATCG GAT TAA CAT TAT CC

sed F-CTAGTT TGG TAATAT CTC CTT TAAACG Toxina D BECKER et al., 1998

R-TTAATG CTATAT CTT ATAGGG TAAACATC

Tabela 2 - Controles positivos de Staphylococcus aureus utilizados

Estirpes Genes identificados
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) tuf e nuc
Staphylococcus aureus (ATCC 8095) sea
Staphylococcus aureus (ATCC 14458) seb
Staphylococcus aureus (FRI 722n)* sea
Staphylococcus aureus (FRI S-6)* seb
Staphylococcus aureus (FRI 361)* sec
Staphylococcus aureus (FRI 1151 m)* sed

*culturas toxigénicas de S. aureus doadas pelo Prof. Luiz Simedo do Carmo do Laboratério de
Microbiologia e Ecologia Microbiana da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

2.5. Sensibilidade dos isolados a antimicrobianos

Os isolados de Staphylococcus spp. foram submetidos ao teste de
antibiograma por meio da técnica de difusdo em disco de acordo com a
metodologia descrita por Bauer et al. (1966), o qual as culturas foram
incubadas a 37 °C até atingir densidade optica 0,5 medida em
espectrofotdmetro (Biospectro) com comprimento de onda de 640 nm, em
seguida com o auxilio de um swab cada cultura foi semeada em Agar Mueller-
Hinton (Difco™) e utilizou-se os seguintes discos impregnados com
antibidticos: acido clavulanico + amoxacilina (30 pg), acido nalidixico (30 pg),
ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg), cefoxitina (30 pg), ciprofloxacina (5 pg),

clindamicina (2 pg), cloranfenicol (30 ug), eritromicina (15 ug), estreptomicina
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(10 pg), gentamicina (10 pg), oxacilina (1 ug), penicilina G (10 U), rifampicina
(5 ug), sulfonamida (300 pg), tetraciclina (30 ug) e vancomicina (30 ug). Os
didmetros das zonas de inibicdo foram interpretados apds 24 h de incubagao a
37 °C, de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2007).

3. Resultados e discussao

3.1. Identificacdo bioquimica e molecular

Foram isoladas 120 coldnias tipicas e atipicas em Agar Baird-Parker,
das quais apos realizagao de provas bioquimicas 75 foram identificadas como
tipicas de Staphylococcus spp. (Tabela 3). Observou-se que um maior numero
de isolados foi originario de manipuladores, o que demonstrou sua importancia
como fonte de contaminacdo cruzada entre as carcacas na linha de abate.
Facas e chairas devem ser esterilizadas apds o uso em cada carcacga, apesar
desta pratica ser adotada no estabelecimento avaliado, ainda foi possivel isolar
coldnias tipicas nesses utensilios, o que enfatiza a necessidade de rigor nesta
pratica. Na calha de evisceragao também foi possivel isolar colbnias tipicas do
patdbgeno em numero relativamente baixo, o que pode ser devido a lixivia e
arraste pela agua que flui constantemente pela calha. Nao foi possivel isolar
colbnias tipicas em carcagas apo6s resfriamento em chiller, apesar de terem
sido isoladas nas carcagas avaliadas antes da entrada neste. Isto se deve

provavelmente pela lixivia provocada pela agua de resfriamento.

Tabela 3 - Ocorréncia de isolados de Staphylococcus spp. provenientes de
diferentes nichos em um industria de abate de aves

Amostras Numero de Coagulase
isolados Positiva (%) Negativa (%)
Manipulador 44 54,6 45,4
Carcaga pré-chiller 14 85,7 14,3
Utensilio 9 78,0 22,0
Superficie 8 50,0 50,0
Total 75 62,7 37,3
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Observou-se predominancia de isolados coagulase positiva originarios
de manipuladores, utensilios e carcagas (Tabela 3). Enquanto que nas
amostras de superficie houve um equilibrio nesta caracteristica fenotipica entre
os isolados (Tabela 3).

A pesquisa da enzima coagulase é importante por indicar potencial de
viruléncia, o qual protege as células da fagocitose, uma vez que esta enzima é
responsavel pelo revestimento das células bacterianas por estar presente na
superficie da parede celular e associar-se com a conversdo direta de
fibrinogénio em fibrina (SANDEL e MCcKILLIP, 2004). Este fato torna-se
preocupante no que se concerne a falta de praticas higiénico-sanitarias
adequadas, sendo necessaria a adogcdo de boas praticas de fabricacdo para
prevenir contaminacgdes e intoxicagao alimentar.

Entretanto o envolvimento de estafilococos coagulase negativa em
surtos de toxinfeccdo alimentar é descartado em estudos (SILVA e GANDRA,
2004; BRITO et al., 2006), o que demonstra também a necessidade de uma
identificacdo acurada dos isolados tipicos do género Staphylococcus.

Dos 75 isolados tipicos pelas provas bioquimicas, 65 (86,6 %) foram
confirmados por PCR como do género Staphylococcus e 58 (77,33 %) foram
identificados como S. aureus. O produto da amplificagdo mensurado no
software Quantum ST4 apresentou-se com aproximadamente 470 pb para o
gene tuf (Figura 1A), resultado diferente do constatado por Martineau et al.
(2001) que para este mesmo gene observou produto de amplificacdo de
370 pb. Provavelmente esta divergéncia deve-se ao fato das diferentes
condigbes utilizadas para amplificagdo do gene fuf no presente trabalho em
relacdo ao trabalho apresentado por Martineau et al. (2001). Dos 65 isolados
positivos na amplificacdo para o gene tuf, 58 apresentaram produto amplificado
de 240 pb para o gene nuc (Figura 1B), o que permitiu confirmar a identificacéo

como S. aureus.
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Figura 1 - Identificagdo molecular de estirpes de Staphylococcus spp. A - Identificagdo
molecular do género Staphylococcus spp. pela amplificagdo do gene fuf, linha 1: marcador de peso
molecular 100 pb (BioLabs®);linha 2: controle negativo; linhas 3-7: resultados positivos; linha 8: controle
positivo S. aureus (ATCC 6538). B - Identificagdo molecular da espécie S. aureus pela amplificagdo do
gene nuc, linha 1: marcador de peso molecular 100pb (BioLabs®); linha 2: controle negativo; linha 3:
resultado negativo; linha 4-7: resultados positivos; linha 8: controle positivo S. aureus (ATCC 6538).

A constatagcdo de uma ocorréncia alta de S. aureus pode ser devida a
contaminagdes frequentes durante o abate, preparacdo e evisceragdo das
carcagas pelos manipuladores. Com a confirmagao da espécie por PCR
observou-se maior numero de isolados de S. aureus provenientes de carcacas

e manipuladores (Tabela 4).

Tabela 4 - Prevaléncia de Staphylococcus spp. e Staphylococcus aureus de
acordo com a origem

Estirpe (s) Quantidade de Coagulase Toxinas Origem
estirpes
positiva negativa

Staphylococcus aureus 35 22 13 1 Manipulador®
Staphylococcus aureus 5 3 2 - Superficie®
Staphylococcus aureus 14 12 2 - Carcaga®
Staphylococcus aureus 4 4 - Utensilio®
Staphylococcus spp. 3 1 2 1 Manipulador®
Staphylococcus spp. 1 1 - - Superficie®
Staphylococcus spp. 3 3 - - Utensilio®

®maos de manipuladores do abatedouro de aves; “superficies (calha) de aco inoxidavel AISI 304 tipo 4;
‘carcacas de frango; Yfacas e chairas utilizadas no abatedouro de aves.

Dentre as 58 estirpes de S. aureus 70,7 % foram identificadas como
coagulase positiva e 29,3 % como coagulase negativa. A identificacdo de
S. aureus coagulase negativa neste estudo ressalta a importancia da pesquisa
deste micro-organismo em alimentos, o que confirma que nado se pode
caracterizar apenas a espécie S. aureus como produtora de coagulase, uma

vez que dentro do género outras espécies também sao capazes de produzir a
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enzima coagulase, como Staphylococcus delphini, Staphylococcus hycus,
Staphylococcus intermedius e Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans
(JAY, 2005).

Brabes (2005) ao identificar Staphylococcus spp. isolados de
manipuladores, superficies e ar de ambientes de uma industria de laticinios,
constatou que 65,7 % dos isolados foram coagulase negativa e 34,3 %
coagulase positiva em um total de 137 estirpes, e dentre os isolados coagulase
negativa 5,5 % foram identificados como S. aureus.

Fox et al. (1996) também reportaram o isolamento de estirpes de
S. aureus produtores de pouca ou nenhuma coagulase, portanto classificadas
como estafilococos coagulase negativa. Esses autores ressaltaram que os
métodos genotipicos empregados para a identificagdo dessas estirpes
confirmaram as identificacdes fenotipicas, o que excluiu qualquer possibilidade
de erro. A enumeracdo de apenas estafilococos coagulase positiva em
alimentos pode subestimar o grau de contaminagdo por Staphylococcus
potencialmente enterotoxigénicos. Em outros estudos foi identificado o
potencial toxigénico de estafilococos coagulase negativa (VERNOZY-ROZAND
et al., 1996; CARMO et al., 2002; LAMAITA et al., 2005; CUNHA et al., 2006;
CEPOGLU et al., 2010; RALL et al., 2010).

Ao avaliar a presenga dos genes que codificam a produgado de toxinas,
detectou-se 2,67 % das estirpes com a presenga do gene sec com produto de
amplificacdo de 400 pb, a qual eram provenientes de manipuladores
(Figura 2C). Dentre essas estirpes toxigénicas, 1,33 % foram identificadas
como S. aureus coagulase negativa. E nenhum dos isolados amplificaram os
demais genes relacionados a producgéo de toxina (Figura 2).

Entretanto, mesmo que a incidéncia de genes toxigénicos nas estirpes
avaliadas tenha sido baixa, ainda ha uma preocupacgao a respeito de linhagens
virulentas entre os isolados, pois a identificacdo molecular em nivel de espécie
de S. aureus permitiu uma rapida detec¢gdo de um grande numero de estirpes
com a presenga do gene nuc, que codifica a produgdo de termonuclease
responsavel pela clivagem do DNA ou RNA do hospedeiro (GANDRA, 2003).

31



1 2 3 45 6 1 2 3 4 5 6

A B
500 ph -
— -—
221 pb -
—_— —
1224567 8910
C D
528 ph
- —_—
400 pl E
E— -

Figura 2 - Identificacdo molecular de genes toxigénicos. A - Identificagao molecular do gene sea
em S. aureus, linha 1: marcador de peso molecular 100 pb (BioLabs®); linha 2: controle negativo; linha 3:
controle positivo S. aureus (ATCC 8095); linhas 4-6: resultados negativos. B — Identificagdo molecular do
gene seb em S. aureus, linha 1: marcador de peso molecular 100pb (BioLabs®); linha 2: controle
negativo; linha 3: controle positivo S. aureus (ATCC 14458); linhas 4-6: resultados negativos. C —
Identificagéo molecular do gene sec em S. aureus, linha 1: marcador de peso molecular 100pb
(BioLabs™); linha 2: controle negativo; linha 3: controle positivo S. aureus (FRI 361); linhas 4-9: resultados
negativos; linha 10: resultado positivo. D - Identificagdo molecular do gene sed em S. aureus, linha 1:
marcador de peso molecular 100pb (BioLabs®);Iinha 2: controle negativo; linha 3: controle positivo S.
aureus (FRI 1151m); linhas 4-7: resultados negativos.

3.2. Perfil de sensibilidade/resisténcia de Staphylococcus spp. a

antimicrobianos

Dentre as estirpes avaliadas 87,70 % foram resistentes a penicilina G
(Figura 3). Penicilina é uma denominagdo genérica de um amplo grupo de
antibidticos, tais como penicilina G, penicilina V, oxacilina, diicloxacilina,
nafcilina, ampicilina, amoxicilina, ticarcilina e piperacilina, os quais sao
antibiéticos classificados como B-lactdmicos que inibem a sintese da parede
celular (REESE et al.,, 2002). O espectro desses antimicrobianos inclui
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Este alto indice de resisténcia das
estirpes isoladas a penicilina G pode ser explicado pelo baixo espectro de
atividade e sensibilidade deste antibiético as enzimas produzidas
principalmente por S. aureus, as penicilinases (TAVARES, 2001). Este
resultado também indica o uso indiscriminado deste antibidético, o que
possivelmente tem sido responsavel pela selegédo de linhagens resistentes, ndo
sendo mais indicado o uso deste antimicrobiano para o tratamento de infec¢des

estafilocdcicas.
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Figura 3 - Porcentagem de estirpes de Staphylococcus spp. sensiveis/resistentes aos

antimicrobianos do grupo B-lactamicos.

Penicilinas semi-sintéticas foram desenvolvidas a fim de inibir a agao
das penicilinases, o que pode ser ilustrado com os resultados do presente
estudo, em que 93,85 % das estirpes foram sensiveis a oxacilina e 60,0 % a
ampicilina (Figura 3). Entretanto, ja existem muitas estirpes de S. aureus
resistentes a oxacilina, isoladas de ambientes relacionados aos servicos da
saude e na comunidade (GRANDO et al., 2008). No presente estudo, 4,61 %
das linhagens foram resistentes a oxacilina (Figura 3), entretanto outros
trabalhos relataram uma maior porcentagem de resisténcia (MOREIRA et al.,
1998; TAVARES, 2000; FARIA, 2009).

O uso combinado de B-lactamicos com outro agente antibacteriano que
inibe a acdo de B-lactamases tem sido efetivo contra estirpes do género
Staphylococcus. Observou-se no presente estudo que 81,54 % dos isolados
foram sensiveis a acido clavulénico mais amoxacilina (Figura 3).

As cefalosporinas fazem parte do grupo dos cefens e possuem boa agao
sobre S. aureus produtores de penicilinases. O seu mecanismo de agao é
semelhante ao mecanismo das penicilinas por interferirem na sintese da
parede celular. Elas sdo divididas em quatro categorias de acordo com o
espectro de atividade. Aquelas de primeira geragao incluem as cefalotinas que
apresentam boa atividade sobre bactérias Gram-positivas, péorem menor acao

sobre estirpes de S. aureus oxacilina ou meticilina resistente (REESE et al.,
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2002). Todas as estirpes foram sensiveis a cefalotina, inclusive as ORSA
(Tabela 5). As cefalosporinas de segunda geragao compreendem as cefoxitinas
que possuem maior atividade sobre bactérias Gram-negativas comparadas as
cefalotinas. Dentre os isolados 95,4 % foram sensiveis a esse antibidtico.

Os (glicopeptideos sdo um grupo de agentes antimicrobianos que
possuem acao direcionada a bactérias Gram-positivas, por exemplo, a
vancomicina que passou a ser utilizada como um dos ultimos recursos para
tratar infeccbes causadas por estirpes ORSA (GRANDO et al, 2008), porém a
prescricdo deste antibidtico é cada vez mais frequente, muitas vezes de forma
indiscriminada, o que contribui para a emergéncia de S. aureus resistentes a
vancomicina (VRSA). No presente estudo, 1,5 % das estirpes foram resistentes
a vancomicina (Tabela 5). No entanto, dentre as estirpes ORSA nenhuma foi
VRSA, assim nao foi detectada nenhuma co-relacéo de resisténcia entre essas
estirpes.

A eritromicina faz parte do grupo dos macrolidios, em geral possui agao
bacteriostatica, mas de acordo com as condicdes podem ser bactericidas.
Possuem boa atividade sobre micro-organismos Gram-positivos e Gram-
negativos e agem sobre a inibicdo da sintese protéica (REESE et al., 2002).
Observou-se que 21,55 % e 52,30 % dos isolados foram resistentes e
resistentes intermediarios a eritromicina (Tabela 5).

Outro antibidtico muito utilizado & a tetraciclina associado as suas
propriedades farmacocinéticas superiores, menor toxicidade, tolerancia
aumentada e menor custo. Este antibiotico age como bacteriostatico por inibir a
sintese protéica em nivel de ribossomo em bacterias Gram-positivas e Gram-
negativas (REESE et al, 2002). Um pecentual de 70,77 % das estirpes foram
sensiveis a tetraciclina (Tabela 5), o que representa boa atividade, uma vez
que é um dos antibidticos mais prescritos em todo o mundo.

Outros inibidores da sintese protéica testados incluiram a gentamicina,
cloranfenicol, rifampicina, clindamicina, e estreptomicina, que apresentaram
93,85 %, 86,15 %, 83,10 %, 73,85 % e 27,70 % de sensibilidade,
respectivamente (Tabela 5).

Dentre as quinolonas, tem-se a ciprofloxacina que possui 6tima atividade
sobre Pseudomonas spp. (REESE et al., 2002). Constatou-se que 86,15 % das
estirpes foram sensiveis a este antibidtico. O acido nalidixico é outro

representante das quinolonas. Um percentual de 89,3 % dos isolados foram
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resistentes a este antibidtico (Tabela 5). As sulfonamidas sao agentes
quimioterapicos resultantes da inibicdo da via metabdlica bacteriana dos
folatos, o que interfere na replicagdo celular (CLSI, 2007). As sulfonamidas
foram as primeiras drogas utilizadas com eficacia para tratar infecbes
humanas, mas segundo Reese et al. (2002) ndo deve ser a primeira escolha
para tratamento de infecgdes por patdégenos. Sua acao € melhor desde que
aplicada em combinagdo com outro agente antibacteriano como a trimetropina.
Provavelmente associado a estes fatos que 98,5 % dos isoaldos foram

resistentes a sulfonamida (Tabela 5).

Tabela 5 - Porcentagem de estirpes de Staphylococcus sensiveis/resistentes a
diferentes antimicrobianos testados

Antibioticos Sensiveis (%) Intermediérios (%) Resistentes (%)
Ac. Nalidixico 1,50 9,20 89,3
Cefalotina 100 - -
Cefoxitina 95,40 3,06 1,54
Ciprofloxacina 85,15 7,70 6,15
Clindamicina 73,85 20,0 6,15

Cloranfenicol 86,15 13,85 -
Eritromicina 26,15 52,30 21,55

Estreptomicina 27,70 41,53 30,77
Gentamicina 93,85 6,15 -
Rifampicina 83,10 4,60 12,30
Sulfonamida 1,50 - 98,50
Tetraciclina 70,77 13,83 15,40
Vancomicina 98,5 - 1,50

Faria (2009) constatou resisténcia a oxacilina (13,2 %), gentamicina
(35,2 %), tetraciclina (65,9 %), rifampicina (45,1 %) e clindamicina (60,4 %),
entre isolados de S. aureus isolados de ambiente hospitalar. Estes resultados
sao diferentes dos observados neste estudo, uma vez que a maioria das
estirpes foram sensiveis aos antimicrobianos acima citados. Essa diferenga
pode ser associada devido ao uso constante de drogas antimicrobianas para
tratamento de infecgbes estafilocécicas no ambiente hospitalar comparado com

a restricdo do uso de antibiéticos na industria de alimentos.
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Entretanto, mesmo que a maioria dos antimicrobianos testados tenha
apresentado alta eficacia, deve-se atentar para o uso indiscriminado a fim de
evitar a selecdo de bactérias resistentes. Foram constatadas 23 (35,4 %)
estirpes resistentes a quatro ou mais antimicrobianos simultaneamente
(Tabela 6).

Tabela 6 — Resisténcia simultdnea de Staphylococcus spp. a quatro ou
mais antimicrobianos testados

Antimicrobianos Numero de estirpes Porcentagem (%)
Acido nalidixico 23 100
Amox. + acido clavulanico 4 17,4
Ampicilina 5 21,7
Cefoxitina 1 4,3
Ciprofloxacina 1 8,7
Clindamicina 1 4,3
Eritromicina 11 47,8
Estreptomicina 12 52,2
Oxacilina 1 4,3
Penicilina G 22 95,6
Rifampicina 6 26,1
Sulfonamida 23 100
Tetraciclina 6 26,1
Vancomicina 1 4,3

Ressalta-se que dentre os 17 antibidticos testados, houve resisténcia
simultdnea em quatorze (Tabela 6), por esse motivo reforga-se a necessidade
do conhecimento do perfil de sensibilidade/resisténcia das bactérias que mais
frequentemente sdo associadas a infecgdes e do modo de disseminacgao dessa
resisténcia, principalmente devido ao fato dos alimentos serem potenciais
fontes de origem de Staphylococcus spp., 0 que pode gerar casos ou surtos de

intoxicagoes estafilocdcicas e dificultar o tratamento dessas intoxicagdes.

4. Conclusao

Foi possivel isolar e caracterizar uma alta porcentagem de estirpes do
género Staphylococcus em todos os nichos avaliados por meio do uso de
meétodos fenotipicos. A técnica de PCR permitiu uma rapida identificacéo e
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confirmacéo tanto de estirpes do género Staphylococcus quanto da espécie
S. aureus, inclusive linhagens toxigénicas.

Diante disto, ressalta-se a importancia do controle deste
micro-organismo na industria de alimentos, pois este serve como indicador
higiénico-sanitario, visto que de acordo com o presente estudo os
manipuladores constituiram-se como a principal fonte de veiculo deste micro-
organismo. Sendo, portanto, necessario a implementacdo e padronizagdo de
medidas de controle que incluem técnica de higienizagdo, treinamento e

conscientizagao dos profissionais envolvidos na produgao alimentos.
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CAPITULO III

POTENCIAL DE ADESAO E DE FORMAQAO DE BIOFILME POR
Staphylococcus spp. ISOLADOS DE ABATEDOURO DE AVES

RESUMO

A formagao de biofilmes por Staphylococcus spp. € uma estratégia de
sobrevivéncia do micro-organismo e na industria de alimentos representa uma
fonte importante de contaminagdo cruzada. Avaliaram-se as caracteristicas
fenotipicas e genotipicas de formagdo de biofilmes por 65 estirpes de
Staphylococcus spp. isoladas de uma unidade de abate de aves. Todas as
estirpes de Staphylococcus spp. formaram colénias pretas e opacas em Agar
Vermelho Congo (CRA). A variagao do teor de sacarose foi critica para a
producdo de exopolissacarideo (EPS) em CRA, uma vez que em baixas
concentracbes de sacarose, todas as estirpes apresentaram resultado
caracteristico da ndo producao de EPS. O gene at/ foi encontrado em todas as
estirpes e os genes icaA e icaD em 97 % delas. Estes dados sugerem que
Staphylococcus spp. isolados de abatedouro de aves apresentam potencial
para formacdo de biofiime. Formas eficientes de controle desse micro-
organismo no ambiente de processamento de alimentos sdo necessarias visto

que podem representar risco em potencial ao consumidor.

Palavras chave: Staphylococcus, genes atl, icaA, icaD, biofiime.
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1. Introducéo

A presenca de Staphylococcus aureus em alimentos é frequentemente
associada a higiene inadequada por parte dos manipuladores que sé&o
usualmente carreadores desta bactéria (GUNDOGAN et al., 2005).

Varios tipos de alimentos sdo implicados como causa de intoxicagcdes
gastrointestinais por S. aureus, sendo frequentemente relacionados ao
consumo de carne e derivados, por suas caracteristicas favoraveis de atividade
de agua, pH e nutrientes e extensiva manipulagdo durante o processamento
(ANANOU et al., 2005). Este micro-organismo pode persistir em biofilmes por
longos periodos de tempo e ser transferido de um ponto para outro e causar
contaminagdo no ambiente de processamento de alimentos (SHALE et al.,
2005).

A capacidade de S. aureus em produzir biofiimes € dependente das
condigbes ambientais, 0 que sugere que ha um mecanismo que detecta e
responde a sinais do ambiente relacionados a expressao dos genes envolvidos
nos processos de adesao (TOLEDO-ARANA et al., 2005).

Proteinas de superficie bacteriana contribuem consideravelmente para a
adesdo e foram identificadas como sendo importantes para a formacédo do
biofilme estafilococico (HALL-STOODLEY, 2004). As autolisinas at/A, autolisina
de S. aureus (OSHIDA et al.,, 1995), e atlE, autolisina de S. epidermidis
(HEILMANN et al., 1997) pertencem a um grupo de peptideoglicano hidrolases
que desempenham um papel fundamental na degradagdo da parede celular
bacteriana e durante a divisdo celular sao responsaveis pela separacdo do
septo entre duas células filhas (ZOLL et al., 2010).

A atl é predominante em estafilococos, sendo at/A e atlE semelhantes
em sequéncia e propriedades. Sao enzimas bifuncionais, compostas por uma
amidase e uma glucosamidase. Mutantes de S. aureus e S. epidermidis com
delecao em atl/A e atlE sao deficientes na fixacdo primaria a superficie, o que
resulta em nao formacgao do biofilme (BISWAS et al., 2006).

Varios genes estdo envolvidos na producdo de biofiime estafilococico
(VALLE et al., 2003; CERCA et al., 2008), no entanto os mecanismos
reguladores ainda sdo mal compreendidos (RODE et al., 2007). H& um
consenso que os principais determinantes no mecanismo de formagao do

biofilme por Staphylococcus s&o mediados pela produ¢do da adesina capsular
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polissacaridica (PS/A) e da adesina intercelular polissacaridica (PIA) ou poly-N-
succinil-p-1,6-glucosamina, cuja sintese € codificada pelos genes produtos do
locus ica do operon icaABCD (BEENKEN et al., 2003; STANLEY e
LAZAZZERA, 2004; YAZDANI et al., 2006). Os genes e produtos do /locus ica
sao considerados fundamentais para a formacado de biofilme e viruléncia do
género Staphylococcus, sendo regulados em resposta a fatores ambientais,
como glicose, anaerobiose, alta osmolaridade, alta temperatura, limitacdo de
etanol e ferro (STANLEY e LAZAZZERA, 2004).

A adesina capsular polissacaridica (PS/A) é responsavel pela adesao
primaria a superficie celular e em seguida multicamadas de células podem ser
formadas associadas a producéo da PIA (ARCIOLA et al., 2001; VASUDEVAN
et al., 2003; YAZDANI et al., 2006). A PIA esta envolvida no acumulo celular de
Staphylococcus spp. nas superficies, na hemaglutinagdo e também age na
adesao intercelular em vidro e outras superficies hidrofilicas (ARCIOLA et al.,
2001). Genes do operon ica podem ser encontrados em até 100 % de isolados
clinicos de S. aureus (RODE et al.,, 2007), tendo sido demonstrado que os
genes icaA e icaD desempenham importante papel na formagao dos biofilmes
por S. aureus e S. epidermidis (ARCIOLA et al., 2001; VASUDEVAN et al.,
2003; YAZDANI et al., 2006).

Técnicas moleculares para identificagcdo dos genes ica, que codificam
proteinas utilizadas na sintese do exopolissacarideo, representam uma
ferramenta muito importante para identificacao detalhada de estirpes virulentas.
O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de producdo de biofilme em

estirpes de Staphylococcus spp. isoladas em uma unidade de abate de aves.
2. Material e métodos
2.1. Espécies bacterianas
Utilizou-se neste estudo as estirpes do género Staphylococcus spp.
pertencentes ao banco de culturas do Laboratério de Microbiologia de

Patégenos de Origem Alimentar e Hidrica (LAMPOAH) da Universidade
Federal de Vigosa, Brasil (Tabela 1).
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Tabela 1 — Relagao das estirpes de Staphylococcus spp. avaliadas quanto ao
potencial de formagao de biofilme

Espécie (s) Quantidade Coagulase Origem
positiva negativa

Staphylococcus aureus 35 22 13 Manipulador®
Staphylococcus aureus 5 3 2 Superfl'cieb
Staphylococcus aureus 14 12 2 Carcaga de frango®
Staphylococcus aureus 4 4 - Utensilio®
Staphylococcus spp. 3 1 2 Manipulador®
Staphylococcus spp. 1 1 - Superficie®
Staphylococcus spp. 3 3 - Utensilio®

Estirpes de referéncia
Staphylococcus aureus
(ATCC 6538)
Staphylococcus aureus
(ATCC 25923)
Staphylococcus epidermidis
(ATCC12228)

As estirpes foram isoladas: >maos de manipuladores do abatedouro de aves; °superficies (calha) de ago
inoxidavel AISI 304 tipo 4; °carcagas de frango; “facas e chairas utilizadas no abatedouro de aves.

2.2. Avaliacao fenotipica da producao de exopolissacarideo

A produgao de exopolissacarideo (EPS) foi avaliada por meio do cultivo
das estirpes em Agar Vermelho Congo (CRA) segundo metodologia modificada
de Freeman et al. (1989). O meio de cultivo foi preparado adicionando-se 0,8 g
de corante vermelho congo (Merck®) em 1L de Agar Infusdo de Cérebro e
Coracdo (BHI, Himedia®) adicionado de diferentes quantidades de sacarose
(50 g, 25 g, 12,5 g, 6,25 g, 3,13 g) e nao adicionado de sacarose. Os isolados
bacterianos foram estriados em placas de Agar Vermelho Congo e incubados a
37 °C por 24 horas, seguido de incubagéo a 25 °C por mais 24 horas. Foram
utilizadas também as estirpes de S. aureus (ATCC 25923) e S. epidermidis

(ATCC 12228), para fins de controle positivo e negativo, respectivamente.

2.3. Extracao do DNA gendmico

Os isolados de Staphylococcus spp. foram incubados em estufa B.O.D.
(Fanem®) a 37 °C, por 18 horas em 5 mL de caldo BHI (Himedia®). O DNA dos
isolados foi extraido a partir de um mililitro da cultura bacteriana que foi
centrifugado (Jouan® CR3i) a 12000 x g a 4 °C por 2 minutos. O sobrenadante
foi descartado e, ao sedimento, adicionou-se 60 pL de solucdo de lise
(sacarose 20 %, Na;HPO, 0,01 mol.L™", pH 7,0) e lisozima (USB®) (0,1 g.mL"’
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acrescentada no momento da extragdo) com incubacgéo a 37 °C por 1 hora em
banho-maria. Decorrido este tempo, adicionou-se 3 pL de proteinase K
(Sigma®) (20 mg.mL™), 507 pL de tampao TE 10:1 (Tris-HCI 10 mmol.L™", pH
7,5; EDTA 1 mmol.L™"), 30 pL de SDS (Amresco®) 10 %, misturou-se e incubou-
se a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, adicionou-se 5 yL de RNAse
(Sigma®) e incubou-se a 25 °C por 2 minutos, e entdo acrescentou-se 100 pL
de NaCl (Vetec®) 5 mol.L™", 80 uL de hexadeciltrimetilaménio (CTAB (SIGMA®)
2 %: NaCl 0,7 M (1:1) e incubou-se a 65 °C por 10 minutos. Em seguida, foram
adicionados 750 uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), e a suspensao foi
agitada por 1 minuto e centrifugada (Jouan®) a 12000 x g por 15 minutos. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo, ao qual foi adicionado 750 uL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) seguido de centrifugacéo por 10 minutos. O
sobrenadante foi novamente transferido para outro microtubo, sendo
adicionado de aproximadamente 500 pL de isopropanol 100 % e armazenado a
-20 °C por 18 horas. Apos este periodo, fez-se uma nova centrifugagdo a
12000 x g por 15 minutos e descartou-se o sobrenadante. Adicionou-se 1,5 mL
de etanol 75 %, misturou-se levemente por 5 minutos, centrifugou-se
novamente por 2 minutos, descartou-se o sobrenadante. Este procedimento foi
repetido por duas vezes. O centrifugado foi seco em estufa a 37 °C por 5 min
(Fanem®), e entdo adicionou-se 100 pL de tampdo TE 10:1 (Tris-HCI 10
mmol.L', pH 7,5; EDTA 1mmol.L"). O DNA foi quantificado em

espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 260 nm (NanoDrop®).

2.4. Reacao de PCR para a identificagcédo dos genes icaAD e atl

Os oligonucleotideos iniciadores (Sigma®) utilizados para a
amplificacdo dos genes icaAD e atl sdo descritos na Tabela 2. As reagdes
foram realizadas separadamente e consistiram de uma mistura de 0,4 pmol.L™
de cada oligonucleotideo, 0,3 pmol.L”" de dNTP, 1,5 mM do MgCl,, tamp3o da
enzima Taq DNA polimerase (Promega®) na concentragéo de 1x, 1 uL (50 ng)
do DNA gendmico e 1 U da Taq DNA polimerase (Promega®) para um volume
final de 25 pL. As condigcbes de amplificagdo em termociclador (Axigen®)
consistiram de uma etapa de desnaturagao a 94 °C por 5 min, seguida por 30
ciclos térmicos, cada um consistindo de 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30

segundos e 72 °C por 30 segundos, com uma etapa de extensao final de 72 °C
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por 5 min. Foi utilizado como controle positivo a estirpe padrdo de S. aureus
(ATCC 6538). Cinco microlitros do produto amplificado foram visualizados em
transiluminador utilizando o sistema de Fotodocumentagcdo Quantum ST4 —
1000/26mX apods realizagédo de eletroforese em gel de agarose 1 %. Foi

utilizado um marcador molecular de tamanho 100 pb (BioLabs®).

Tabela 2 - Sequéncia de oligonucleotideos utlizados na PCR

Genes Sequéncia (5’-3") Referéncias
atl F — GCC TGT TGC AAA GTC AAC AA MCLAUGHLIN e
R — CAC CGA CAC CCC AAG ATA AG HOOGEWERF, 2006.

F-TGA ACC GCT TGC CAT GTG

icah R — CAC GCG TTG CTT CCA AAG A

RODE et al., 2007.

F-GGG TGGATC CTT AGT GTT ACAATTTT

feaDb R-TGA CTT TTT GGT AAT TCA AGG TTG TC

KOREM et al., 2010.

3. Resultados e discussao

3.1. Deteccdao fenotipica da producao de exopolissacarideo

Colbnias de cor preta e textura rugosa foram utilizadas para diferenciar
aquelas estirpes produtoras de EPS de estirpes n&o produtoras, as quais se
apresentaram como colbnias lisas e vermelhas. Todas as estirpes
apresentaram coloracdo preta e opaca em Agar Vermelho Congo (CRA) com
50 g.L"' de sacarose, nas primeiras 24 horas de incubaco (Figura 1A).

Arciola et al. (2002) descreveram uma escala de seis cores para
classificar as colénias produtoras de exopolissacarideo em Agar Vermelho
Congo (CRA), como muito pretas, pretas e quase pretas, que foram
consideradas como resultados positivos, e bordd, vermelhas e muito
vermelhas, interpretado como resultado negativo.

Com base nesta classificacdo as colbnias estudadas variaram entre
muito pretas a quase pretas, consideradas como positivas para a produgao de
EPS. Foi possivel observar diferengas na intensidade da coloragcédo preta da
colénia, sendo que apos 48 h algumas col6nias apresentaram-se com o centro
mais avermelhado e maior difusividade da coloracdo preta no meio de cultivo

como consequéncia da produgao continuada de EPS (Figura 1).
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Figura 1 - Col6nias de estirpes de Staphylococcus produtoras de exopolissacarideo

em Agar Vermelho Congo com 50 g.L” de sacarose. A — colénias pretas ou
quase pretas (positivas); B — coldnias lisas e vermelhas (negativas); C — coldnias positivas
com 24 h de incubacao; D — colbnias positivas com 48 h de incubacao.

A alta prevaléncia da producao do EPS pelas estirpes avaliadas que
esta diretamente relacionada com a possibilidade de formagdo de biofilme,
ressalta a responsabilidade dos profissionais envolvidos na cadeia produtiva de
alimentos quanto a adogdo de medidas higiénico-sanitarias, uma vez que a
formagdo de biofiilme no ambiente industrial por Staphylococcus spp. pode
ocorrer em questdo de horas. Dentro deste contexto, a crescente
automatizacdo das industrias e o emprego de equipamentos sofisticados,
tendem a dificultar os processos de limpeza e propicia um grande numero de
nichos para a adesao e crescimento de micro-organismos, o que contribui para
o aumento dos biofiimes com consequente comprometimento da inocuidade
dos alimentos e eficiéncia dos equipamentos.

A variagao do teor de sacarose no meio de cultivo mostrou-se importante
para a producdo de EPS em Agar Vermelho Congo, uma vez que os resultados
demonstram que concentragcdes de sacarose no meio de cultivo inferiores a
6,25 g.L" nas condicdes estudadas podem limitar a expressdo do gene, as
quais se apresentaram como colonias vermelhas e lisas, o que caracteriza
resultado negativo para a produgao de EPS (Figura 2). Entretanto, apos 48 h
de incubacgao, a concentracdo de 6,25 g.L'1 de sacarose no meio de cultivo
apresentou-se como fator limitante para a producdo de EPS, devido a
diminuicao da difusividade da coloracdo preta das coldnias, provavelmente
devido a incubagdo em meio de cultivo contendo baixa concentragdo de

sacarose por maior periodo de tempo (Figura 3).
47



Figura 2 - Produgéo de exopolissacarideo de acordo com o teor de sacarose em Agar
Vermelho Congo. A — 50 g.L"' de sacarose; B — 25 gL' de sacarose;
C-125 g.L'1 de sacarose; D — 6,25 g.L'1 de sacarose; E — 3,13 g.L'1 de sacarose;
F — sem adi¢ao de sacarose.

Figura 3 - Diminuicdo da difusividade da coloragao preta em concentragéo de
6,25 g.L" de sacarose. A — 24 h de incubag&o; B — 48 de incubago.

Pesquisadores sugerem que a sintese da PIA pode ser regulada pela
presenca de uma fonte de carboidrato no meio que expressa fendtipos
positivos na formacgao de biofilme em Staphylococcus (RACHID et al., 2000; .
BALDASSARI et al., 2001; DOBINSKY et al., 2003).

Estudos conduzidos por Rachid et al. (2000) e Dobinsky et al. (2003)
indicaram que a expressao dos genes do operon jca em espécies do género
Staphylococcus esta sujeita a regulamentagdo ambiental de forma que certos
nutrientes e substancias quimicas, como glicose, meio acido, sal, acido
salicilico e concentragdes sub-inibitéria de antibiéticos tem efeitos sobre a
transcricdo de genes de viruléncia. Estes dados sdo corroborados por Moretro
et al. (2003) que demonstraram a importancia de glicose e NaCl na formagéao

de biofilme pela inducdo do operon icaABCD. Isto demonstra claramente que
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as condi¢des de processamento de alimentos podem promover a formacao de
biofilme por S. aureus.

Diversos estudos mostram que estafilococos coagulase negativa podem
produzir substancia extracelular durante seu crescimento sobre superficies
inertes, as quais facilitam a adeséo e a formagao do biofiime (FREEMAN et al.,
1989; BERNARDI et al., 2007; OLIVEIRA, 2009). Dados estes que confirmam
os resultados observados, uma vez que todos os isolados incluindo os
estafilococos coagulase negativa apresentaram formacgao de biofilme em CRA.

Assim, ressalta-se a importancia de mais estudos relacionados as
estirpes de estafilococos coagulase negativa, pois também podem apresentar
fatores de viruléncia que comprometem a qualidade dos alimentos e em

consequéncia a saude do consumidor.

3.2. Presencados genes atl, icaA e icaD

Todas as estirpes apresentaram o gene atl/, predominante no género
Staphylococcus (Figura 4A) com produtos de amplificagao de 600 pb. A adesao
de S. epidermidis em superficies abidticas € regulada principalmente pela
hidrofobicidade da superficie da célula bacteriana promovida por proteinas
especificas como at/ (OTTO et al., 2009). Por outro lado mutantes sdo menos
hidrofébicos e formam biofilmes irregulares (HALL-STOODLEY, 2004).

Os genes icaA e icaD (Figura 4B e 4C) com produto de amplificacdo de
300 pb foram encontrados em 97 % das estirpes de Staphylococcus spp. Estes
resultados indicam um alto indice de linhagens potencialmente produtoras de
biofilme, uma vez que a presenga dos genes icaAD esta associada com a
producao de polissacarideos extracelulares fundamentais para a formacgao de
bioflme e viruléncia dos micro-organismos (CRAMTON et al., 1999;
MORETRO et al.,, 2003; STANLEY e LAZAZZERA, 2004; BERNARDI, 2005;
RODE et al., 2007).
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Figura 4 - Identificagcdo molecular de genes envolvidos no processo de adesdo de

Staphylococcus spp. A - Identificagdo molecular do gene at/ (Linhal: marcador
molecular 100 pb; Linha 2: controle negativo; Linha 3 a linha 10: resultados positivos); B -
Identificagdo molecular do gene icaA (Linha1: marcador molecular 100 pb; Linha 2: controle
negativo; Linha 3, e linhas 5 a 10: resultado positivo; Linha 4: resultado negativo); C -
Identificagdo molecular do gene icaD (Linha 1: marcador molecular 100 pb; Linha 2:
controle negativo; linhas 3 & 6 e linhas 8 a 10: resultado positivo; Linha 7: resultado
negativo).

A formacao de biofilme em poliestireno e em ago inoxidavel por estirpes
de Staphylococcus sp. isolados da industria de alimentos foi estudada por
Moretro et al. (2003), os quais verificaram correlagdo entre o locus ica e a
formacgao de biofilme. Outros resultados semelhantes foram observados por
Vasudevan et al. (2003) e Melo (2008), os quais determinaram a presencga dos
genes icaAD em 100 % e 95,7 %, respectivamente em isolados de S. aureus
oriundos de casos de mastite bovina. Cramton et al. (1999) encontraram 100 %
de producao de biofilme pelas estirpes de S. aureus isoladas de diferentes
infeccbes humanas com a presenga dos genes icaA e icaD.

Cramton et al. (1999) demonstraram que espécies do género
Staphylococcus controlam a etapa de adesdo célula-célula na formacéo do
biofilme por meio do locus ica e que a delecdo dos genes ica elimina a
capacidade de produzir PIA e formar biofilme in vitro.
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Entretanto, dentre as estirpes avaliadas, 3 % nao possuiram o produto
de PCR dos genes icaA e icaD, mas apresentaram caracteristicas de producao
de EPS in vitro. Resultados semelhantes foram observados por Chaieb et al.
(2005) ao relacionarem a presenga dos genes icaAD e a produgédo de EPS em
CRA por estirpes do género Staphylococcus. Estes autores identificaram que
3,12 % das estirpes icaA e icaD negativo produziram EPS in vitro.
Schelegelova et al. (2008) constataram 1,1 % de estirpes ica-negativas de
S. epidermidis que produziam EPS in vitro.

Segundo Grinholc et al. (2007), ndo é possivel determinar com base na
detecgdo de apenas um dos genes ica se a estirpe tem potencial para
producdo do biofilme, pois existe uma variagdo consideravel na expressao
génica entre as estirpes de Staphylococcus.

Diante dos resultados apresentados ressalta-se que a capacidade de
Staphylococcus em produzir EPS nem sempre esta associada a presenga dos
genes icaA e icaD e que provavelmente pode estar relacionada a presenga de
outros genes presentes no locus ica como icaB ou icaC que ndo foram
pesquisados neste estudo.

Pesquisadores sugerem que a expressdo dos genes ica e,
consequentemente a sintese da PIA e formacao de biofiime podem ser
induzidos por condi¢cdes de estresse e, que fatores alternativos como sigB,
icaR, dentre outros estdo podem estar envolvidos na expressdo dos genes do
locus ica (MACK et al., 2000; RACHID et al., 2000; KNOBLOCH et al., 2001;
VALLE et al., 2003; CERCA et al., 2008).

Moretro et al (2003) sugerem ser mais adequado utilizar a formagao de
biofilme e ndo a presenga ou auséncia do locus ica como um dos critérios para
determinar estirpes potencialmente virulentas, pois a formagao de biofilme em
superficies inertes € altamente sensivel as condicbes ambientais e nutricionais,
como presenga de etanol, ferro, variagdo da concentracédo de glicose e NaCl,
entre outros. Isto demonstra que se deve ter cuidado antes de
tirar conclusdes gerais sobre a expressdo génica em S. aureus em relagéo a

formagao de biofilme.
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4. Conclusao

A combinagdo de métodos fenotipicos e genotipicos empregados neste
estudo permitiu o rastreamento de estirpes do género Staphylococcus
potenciais formadoras de biofilmes, uma vez que a formagao de biofilmes trata-
se de uma estratégia de sobrevivéncia deste género de bactéria. Os resultados
apresentados sao relevantes para a segurancga alimentar, que indicam que as
condicbes de processamento de alimentos podem promover a formacao de

biofilme por S. aureus.
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CONCLUSOES GERAIS

Entre as colbnias isoladas, identificou-se por técnicas bioquimicas e
moleculares um alto percentual de estirpes do género Staphylococcus e da
espécie S. aureus, inclusive toxigénicas. Além disso, observou-se a ocorréncia
de linhagens resistentes aos antimicrobianos testados, o qual também foram
caracterizadas como linhagens potenciais produtoras de biofilme.

Porém, ainda ha a necessidade de mais estudos relacionados aos
mecanismos de regulagdo de formacédo de biofilme por Staphylococcus de
origem alimentar, devido principalmente as variagbes genéticas apresentadas
entre as linhagens.

Neste sentido, a pesquisa e caracterizagdao do género Staphylococcus
assume grande importancia, uma vez que este micro-organismo pode ser
inserido na industria por todos os profissionais envolvidos na produgcao de
alimentos, que devem estar cientes da importancia do controle da formacao de
biofilme por Staphylococcus, pois esta formagao pode ser promovida em
condigbes utilizadas na industria de alimentos e desencadear surtos de
intoxicagdo alimentar, inclusive por estirpes de estafilococos coagulase

negativa.
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