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Resumo

Os Staphylococcus sao micro-organismos cada vez mais associados
a intoxicagoes alimentares. Este trabalho teve como objetivo
determinar a prevaléncia e detectar fatores de viruléncia e
resisténcia de Staphylococcus spp. isolados de amostras de alimentos,
dos utensilios e superficies de manipulagao de uma cozinha
industrial de uma rede de supermercados do Rio de Janeiro,
e analisar a presenca de genes codificadores da enterotoxina
estafilococica H (seh) e de resisténcia a antimicrobianos (mecA).
Foram coletadas 50 amostras entre janeiro e margo de 2016. Apds
o isolamento, foram realizadas a caracterizagao das amostras
através de identificagdo em nivel de espécie dos isolados por
MALDI-TOF MS, a identificagao dos genes seh e mecA, pelo
método de reagao em cadeia da polimerase (PCR). Das 50
amostras analisadas, 45 (90%) foram positivas para presenga de
Staphylococcus sp. 41 amostras eram pertencentes ao género, 37 das
quais foram identificadas em nivel de espécie, sendo 40 amostras
Staphylococcus coagulase-negativas (SCN) e uma coagulase-positiva
(SCP). A identificagio das espécies pela técnica de MALDI-TOF
MS demonstrou ser acurada. O gene seh fora detectado em uma
amostra de SCN (S. saprophyticus) isolada de fatiadora de frios.
Quando realizada a técnica de PCR para a detecgdo do gene
mecA nas 41 estirpes obtidas de Staphylococcus sp., 6 amostras de
alimentos e 7 amostras de superficies foram positivas. Conclui-se
que os SCN se encontram disseminados no ambiente e precisam
ter maior atengao no que diz respeito a sua detecgao em alimentos.

Palavras—chave: Staphylococcus. Contaminacdo de Alimentos.
Espectrometria de Massas. Resisténcia a Meticilina. Toxinas
Bacterianas
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Abstract

Staphylococcus are microorganisms which are increasingly
associated with food poisoning. This work aimed to detect and
determine the prevalence of virulence and resistance factors
from Staphylococcus spp. isolated from food, utensils and handling
surfaces of an industrial kitchen of a supermarket chain in
Rio de Janeiro, and analyze the presence of genes encoding
staphylococcal enterotoxin H (sek) and antimicrobial resistance
(mecA). 50 samples were collected between January and March.
After isolation, microbial species were identified by MALDI-TOF
MS, as well as detection of seh and mecA genes, by polymerase
chain reaction (PCR). 45 of 50 samples analyzed (90%), were
positive for the Staphylococcus sp. presence. 41 samples were of
the genus, where 37 were identified at species level, 40 samples
coagulase-negative Staphylococcus (SCN), and one coagulase-
positive (SCP). Identification of the species by the MALDI-TOF
MS technique proved to be accurate. The seh gene was detected
in only one CNS sample (S. saprophyticus), isolated from a meat
slicer. When the PCR technique was performed to detect mecA
gene in the 41 strains obtained from Staphylococcus sp., 6 food
samples and 7 surface samples were positive. It is concluded that
SCN are widespread in the environment and need more attention
about its detection in food.

Keywords: Staphylococcus. Food Contamination. Mass
Spectrometry. Methicilin-resistance. Bacterial Toxins.

Introducao

O género Staphylococcus compreende cocos gram-positivos, anaerébios facultativos, iméveis
e catalase positiva,' sendo dividido em dois grupos com base na produgao de coagulase, que
sdo: Staphylococcus coagulase-positivos (SCP) e Staphylococcus coagulase-negativos (SCN). Dentro
do grupo dos SCP, encontramos o S. aureus, patégeno mais descrito e com potencial virulento
elevado, além de outros, como S. delphini, S. intermedius, S. coagulans e algumas cepas de S.
hyicus.? Entre os SCN, podem ser citados S. epidermidis, S. saprophyticus e espécies mais associadas
a infecgdes, como S. haemolyticus e S. lugdunensis, tidos como principais patégenos nosocomiais.
Os SCN tém sido considerados um grupo de risco para contaminagao de alimentos, visto que
sdo encontrados em larga escala em alimentos e, muitos deles, sao capazes de produzir toxinas,
causando intoxica¢do alimentar.’
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A intoxicacao alimentar estafilococica é uma das doengas transmitidas por alimentos mais
comuns no mundo e ocorre apés a ingestao de Enterotoxinas Estafilococicas (SE, Staphylococcal
Enterotoxins), que sao produzidas por estirpes enterotoxigénicas de Staphylococcus, principalmente
S. aureus, e muito ocasionalmente por outras espécies de estafilococos, como S. intermedius.? As
enterotoxinas estafilocécicas sdo os principais agentes de intoxicagao de origem bacteriana no
homem e tém sido relatadas em varios surtos de doencas transmitidas por alimentos. As toxinas
sao termoestaveis*) e originam sintomas como vomito e diarreia, entre outros.’

Aintoxicagdo alimentar causada pelas toxinas produzidas por Staphylococcus ¢ um risco presente
em alimentos manejados e armazenados de forma imprépria, porém, além das toxinas produzidas
e seus efeitos adversos no organismo, ha também o risco de os alimentos se tornarem reservatérios
para micro-organismos com resisténcia a antibidticos. *

Os Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, geralmente referido pelas
siglas MRSA (do inglés Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) ou ORSA (do inglés Oxacillin-resistant
Staphylococcus aureus), sao patdogenos que se tornaram resistentes a diversos antimicrobianos —
primeiramente, a penicilina, em 1947, e, logo depois, a meticilina.® Os sintomas de uma infecgao
por MRSA podem progredir substancialmente no periodo de 24-48 horas.’

A resisténcia a meticilina e outros antibiéticos p-lactdmico sem estirpes de MRSA ¢é
ocasionada pela expressdo de um gene contido no genoma destes, denominado mecA.” Este gene
esta contido em um cassete cromossdomico de 21 a 60 kb denominado SCCmec, um
elemento genético mével que pode também conter estruturas genéticas, como Tn554,
pUBILI10, pT181.* Apds a aquisicio do gene mecA, o mesmo deve ser integrado e localizado no
cromossoma de S. aureus, e codifica uma proteina de ligagio a penicilina alterada, denominada
PBP2a, que difere de outras proteinas de ligacdo a penicilina.” Segundo dados do International
Working Group on the Staphylococcal Cassette Chromosome elements' ja foram descritos 11
tipos de SCCmec apresentando combinacoes diferentes de seis classes do complexo do gene mec
(A, B, Cl, C2, D, E) e de oito tipos de complexo ccr.’

Perante a possivel ineficicia durante a etapa de higienizagdo dos utensilios utilizados nos
preparos dos alimentos e possiveis falhas durante a coc¢do dos alimentos e manutengao de
temperaturas adequadas durante a etapa de porcionamento, faz-se necessario um estudo mais
detalhado que possa identificar cepas de Staphylococcus sp. isolados dos alimentos e utensilios em
questao.

Este trabalho teve como objetivo identificar cepas de Staphylococcus isolados de amostras de
alimentos produzidos em uma cozinha industrial de uma rede de supermercados do Rio de Janeiro
e dos seus respectivos utensilios e detectar genes associados a resisténcia a antimicrobianos (mecA)
e producao de enterotoxinas (seh).
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Metodologia

Foram coletadas 50 amostras de alimentos, superficies e utensilios utilizados em uma cozinha
industrial de uma rede de supermercados do Rio de Janeiro, de janeiro a marco de 2016. 21
amostras foram de alimentos e de origem proteica e 29 amostras foram provenientes dos utensilios
e/ou superficies usados para pré-preparo e preparo dos alimentos. Para a coleta dos alimentos,
foram usados sacos esterilizados do tipo stomacher, e para pesquisa de contaminacao dos utensilios
utilizados nos preparos dos alimentos, empregou-se swabs estéreis para coleta. As amostras
foram acondicionadas em bolsa térmica com blocos de gelo e transportadas até o Laboratério de
Microbiologia, onde as anélises foram realizadas.

Para isolamento de Staphylococcus em alimentos, 25 gramas do alimento em questdo foram
suspensos em 225 mL de dgua peptonada estéril, sendo posteriormente homogeneizados em
stomacher. Apos este procedimento, 0,1 mL da suspensao foi inoculada em agar Baird-Parker
(Himedia) para isolamento de colonias tipicas de Staphylococcus Nao foram realizados os
plaqueamentos de diluigdes subsequentes, devido ao carater qualitativo da andlise. Foram levadas
em conta as amostras com mais de 30 colonias tipicas crescidas em placa (que acarreta o minimo de
3,0 x 10° UFC/g) como determinantes para a amostra ser considerada positiva e com no maximo
200 colonias, seguindo a Instrugao Normativa n° 62."

Para analise de superficies e utensilios, apés coleta de amostras utilizando swab estéril embebido
em solugdo salina, estes foram semeados em Agar Manitol Salgado, realizando-se a técnica de
esgotamento (método qualitativo), e ap6s semeadura, estas foram incubadas a 36 + 2 °C/18-24 h
para posterior analise visual, onde as amostras com colonias caracteristicas de estafilococos foram
semeadas para placas contendo o TSA (Agar Triptona de Soja, Himedia) e incubadas em estufa
a 36 £ 2 9C /18-24 h para crescimento e isolamento. As amostras foram estocadas em criotubos
contendo 0,8 mL de TSB (Caldo Soja Triptona, Himedia) e 0,2 mL de Glicerina, a -20 2C.

Conforme preconizado pela Instrugao Normativa n° 62, que regulamenta os Métodos Analiticos
Oficiais para Analises Microbiolégicas para Controle de Produtos de Origem Animal e Agua,"
para a caracterizagdo do género Staphylococcus foram realizados os testes de coloragao de Gram e
prova da catalase. Apés esta andlise, foi aplicada a prova de coagulase, para identificar as cepas,
como SCP ou SCN.

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

Para pesquisa dos genes mecA e seh, a liberagdo do DNA bacteriano foi feita por lise térmica.
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A detecgao do gene seh, que codifica a enterotoxina estafilocécica H, foi realizada através da
técnica de PCR, conforme descrito por Sila e colaboladores,'? enquanto a detecgao do gene mecA
foi realizada conforme descrito por Santos e colaboradores.” Como controles, foram utilizadas as
cepas de S. aureus ATCC 33591, positiva para o gene mecA e negativo para seh'” e S. aureus 633a,
positiva para o gene seh e negativo para mecA."

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,0% em
TBE (0,89 M Tris [Sigma], 0,89 M 4cido bérico [Madison, WI, EUA], 2,56 mM EDTA [Sigma], pH
8,2), a 80 V por 1:30 h. O gel, previamente adicionado de 1 uL/mL de solugio de GelRed®, foi
analisado sob luz ultravioleta. Como padrao de DNA para a corrida eletroforética, foi utilizado
100 pb DNA ladder (Biotools).

Resultados e Discussao

Das amostras isoladas de alimentos, 19 (90%) foram positivas para Staphylococcus sp. As amostras
isoladas de utensilios ou superficie foram semeadas em Agar Manitol Salgado, onde 26 amostras
(89%) foram positivas para Staphylococcus sp., sendo 3 destas fermentadoras de manitol. Das 45
amostras positivas para presenca de Staphylococcus sp., duas eram catalase-negativas (identificadas
pela técnica de MALDI-TOF MS como Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis). Quatro amostras
foram identificadas apenas em nivel de género, sendo estas nao pertencentes ao grupo Staphylococcus.

Das 41 amostras de Staphylococcus analisadas, 16 (39%) foram identificadas como S. saprophyticus,
14 (34%) como S. sciuri, 3 (7%) como S. vitulinus, 2 (5%) como S. xylosus, 1 (2%) como S. carnosus, 1
(2%) como §. aureus e 4 (11%) como Staphylococcus sp. Apesar de nao ser associado frequentemente
a amostras de alimentos, percebe-se a alta incidéncia de S. saprophyticus, um SCN associado a
infec¢oes urindrias comunitdrias, o que remete a contaminagao proveniente de manipuladores,
bem como §. sciuri, proveniente de microbiota de animais domésticos.'>!*

Paim e colaboradores” demonstraram que a metodologia de identificacdo de micro-organismos
utilizando MALDI-TOF MS produziu uma identificagiao concordante em 440 (97,8%) dos 450
isolados de cocos gram-positivos identificados pelo método fenotipico convencional. A identificagao
das espécies pela técnica de MALDI-TOF MS demonstrou ser acurada e rapida. Das 45 amostras,
apenas 4 (9%) foram identificadas somente em nivel de género. A técnica identifica os micro-
organismos em um tempo muito curto (< 10 min.), com um minimo de preparagao das amostras
e que apresenta baixo custo em termos de reagentes. Uma identificagao bioquimica convencional
oneraria 48 a 72 horas para ser realizada, ou utilizaria kits de identificagio comerciais que tém
custo elevado." Além disso, é uma técnica que apresenta alta precisdo em nivel de espécies e que
neste estudo apresentou 90% de precisdo para identificagao das espécies com confiabilidade para
confirmagao do género Staphylococcus.
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Das 41 amostras de Staphylococcus sp., 1 (2,4%) era SCP (identificado como S. aureus por
MALDI-TOF MS) e 40 (97,6%), SCN. A amostra de S. aureus encontrada fora isolada de amostra
de alimento (amostra isolada de asa de frango), e ndo foram detectados nesta amostra os genes
seh e mecA. No entanto, nao foram encontradas amostras positivas de SCP isoladas de superficies
e utensilios, enquanto Silva'” (2006) obteve altas contagens de SCP em estudo de avaliagao da
qualidade microbiolégica de utensilios e superficies de manipulagio de alimentos de unidade de
alimentagao. O grande percentual de amostras positivas de Staphylococcus spp. em superficies de
preparo de alimentos demonstra a importancia desses locais como fontes potenciais de disseminagao
de micro-organismos, principalmente através da contaminagao cruzada de alimentos. Cabe
ressaltar que a contaminagao cruzada tem sido frequentemente relatada como fator responsavel
pela ocorréncia de enfermidades de origem alimentar.” No entanto, percebe-se que cada vez mais
os SCN vém sido descritos associados a amostras relacionadas a alimentos. Em um estudo recente
de Santos," de um total de 60 amostras isoladas de superficie em uma industria de laticinios, 41
pertenciam ao género Staphylococcus, sendo 16 (39,0%) destas SCP e 25 (61,0%), SCN, mostrando
que tais achados sao preocupantes principalmente se considerada a capacidade enterotoxigénica
de algumas estirpes de estafilococos coagulase-positivo e estafilococos coagulase-negativo, fato
este que pode significar a ocorréncia de riscos para a saide publica. Em nosso estudo, observou-se
também uma taxa elevada de isolamento de SCN.

Quando realizada a técnica de PCR para a detecgio do gene mecA nas 41 estirpes obtidas de
Staphylococcus sp., 6 amostras de alimentos e 7 amostras de superficies foram positivas para o gene
(Tabela 1). As espécies portadoras dos genes estao relacionadas também na Tabela 1. Encontramos
neste estudo amostras de S. saprophyticus, S. sciuri, S. vitulinus e S. xylosus portadoras do gene mecA.
Amostras destes SCN multirresistentes jd vém sido descritas na literatura.?**"?? Para confirmagao
da expressao do gene mecA, que codifica resisténcia a oxacilina e outros antimicrobianos, as
amostras foram submetidas a triagem em agar contendo 4 ug/mL de oxacilina, conforme Ferreira e
colaboradores.*” Todas as amostras cresceram confluentemente, mostrando que todas expressavam
o gene. O gene mecA encontra-se altamente conservado entre as espécies de Staphylococcus e sua
origem ainda nao estd definida, porém alguns estudos demonstram que ha similaridade entre
as sequéncias de aminodcidos das PBPs de S. sciuri e de S. aureus, o que sugere que o gene mecA
pode ter se originado a partir de Staphylococcus coagulase-negativos.?*
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Tabela 1. Caracteristicas referentes as 41 estirpes obtidas de Staphylococcus sp. encontradas
nas amostras de alimentos, superficie e utensilios coletados em uma rede de supermercados
do Estado do Rio de Janeiro.

Amostras Origem mecA seh

SCP (1) Alimento (1) Positivo (0) Positivo (0)

Staphylococcus sp. (2)
S. saprophyticus (2)

Alimento (13) Positivo (0)
S. vitulinus (1)

S. xylosus (1)

SCN (40)
Staphylococcus sp. (2)

Superficie / S. saprophyticus(3)

- S. saprophyticus (1)*
Utensilio (27) S. vitulinus (1) propy

S. sciurt (1)

*Amostra isolada de fatiadora de frios.

Os SCN apresentaram um porcentual expressivo (32%) para positividade do gene mecA,
principalmente nas amostras de superficies, e este tipo de gene pode ser transferido entre espécies
do género Staphylococcus e favorecer a contaminagdo cruzada entre superficie x manipulador x
alimento, o que podera contribuir para a contaminagao alimentar e a possibilidade de ocorréncia
de DTAs.

O gene seh fora detectado em uma amostra de SCN (S. saprophyticus) isolada de fatiadora de
frios. Este resultado é importante, pois a Legislagao Brasileira nao recomenda a pesquisa de SCN
(apenas a detecgdo de coagulase), de forma que esta amostra toxigénica nao seria detectada se
apenas os parametros atuais fossem utilizados. Para fins de confirmacao, os amplicons de 336 pb
encontrados na amostra controle (633a) e da amostra isolada no presente estudo foram sequenciados
e confirmados como pertencentes a um fragmento do referido gene. Durante muito tempo, o S.
aureus foi considerado a unica espécie patogénica entre as espécies de Staphylococcus, enquanto
os SCN eram classificados como agentes contaminantes. No entanto, atualmente, as técnicas
de biologia molecular tém mostrado que estes micro-organismos também possuem genes que
codificam enterotoxinas e outros fatores de viruléncia.* Borges e colaboradores® recomendaram
que a presenca de espécies de SCN ndo seja ignorada em investigacdes de casos suspeitos de
intoxicacao estafilocécica, uma vez que este grupo de patégenos, estando presente no alimento,
oferece risco de causar intoxica¢ao ao consumidor.
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A produgio de coagulase é uma caracteristica utilizada na identificacao de S. aureus.”” A
legislacao brasileira, através da Resolugao RDC n°12,% indica a pesquisa de estafilococos coagulase-
positiva como indicativo de S. aureus. Apesar de a legislagao brasileira nao exigir a pesquisa da
presenga de (SCN), estudos mostram que estes sio produtores de enterotoxinas assim como os
SCP, em especial S. aureus, associado com surtos de doencas transmitidas por alimentos.”” No
presente estudo, apenas uma amostra apresentava enterotoxina H e esta era SCN. Devido a esse
fato, os mesmos tém recebido mais atengdo pelos governos e industrias ao estabelecer normas,
métodos ou especificacbes microbiolégicas.” Sendo assim, sugere-se que a legislacdo brasileira
inclua a pesquisa de SCN como uma nova categoria de avaliagdo.*®

Conclusao

Conclui-se que, de acordo com os resultados encontrados no presente estudo, nota-se um
alto percentual de contaminacio dos produtos alimenticios e principalmente das superficies
que entram em contato direto com os alimentos, sugerindo uma deficiéncia do ponto de vista
higiénico-sanitario, sendo necessaria a implementagao de técnicas que possam diminuir ou sanar
a ocorréncia da multiplicagdo bacteriana nos alimentos e superficies. O nimero expressivo de
estirpes SCN reforga o crescimento dos mesmos em casos de contaminagao alimentar e é sugestivo
para que a legislagdo brasileira inclua a pesquisa de SCN como uma nova categoria de avaliagao
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