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Deteccao de genes toxigénicos em amostras de Staphylococcus spp.
isoladas de queijos de coalho

Detection of toxigenic genes in samples of Staphylococcus spp.
isolated from rennet cheese
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Resumo

Objetivou-se com este trabalho isolar quantificar e investigar em amostras de Staphylococcus spp. isoladas de queijos de coalho, a presenca
dos genes toxigénicos sea-see, seg-sej, tst, eta e etb através da Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram verificadas contagens de
Staphylococcus coagulase positiva (SCP) variando de 10? a 10° UFC.g™". Os genes toxigénicos fst, sec, sed, seg, seh, sei e sej foram identificados
em 18 dos 20 isolados de Staphylococcus spp. com os seguintes percentuais 5, 11, 9, 20, 16, 25 e 14% respectivamente. A presenca de elevado
percentual de isolados contendo diferentes genes toxigénicos é preocupante para a satide do consumidor pela possibilidade de produzirem toxinas
responsaveis por intoxicagdes alimentares. A ocorréncia de varios genes toxigénicos em amostras de Staphylococcus coagulase negativa é outro
fato importante, pois no Brasil ndo existe legislacdo com determinacao de limites para Staphylococcus coagulase negativa em alimentos.
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Abstract

The aim of this study was to isolate, quantify, and investigate samples of Staphylococcus spp from rennet or coalho cheese (a firm but very
lightweight cheese produced in Brazil) and determine the presence of the toxigenic genes sea-see, seg-sej, tst, eta, and etb by the polymerase
chain reaction (PCR). Counts of coagulase-positive Staphylococcus (CPS) were found varying from 10? to 10° CFU.g™". The toxigenic genes
tst, sec, sed, seg, seh, sei, and sej were identified in 18 of the 20 isolates of Staphylococcus spp at the following percentages: 5, 11, 9, 20, 16, 25,
and 14%, respectively. The presence of a high percentage of isolates containing different toxigenic genes is a matter of concern for the health
of the consumer due to the possible production of toxins responsible for food poisoning. The presence of various toxigenic genes in samples
of coagulase-negative Staphylococcus is another important fact because there are no laws in Brazil regarding limitations on the presence of
coagulase-negative Staphylococcus in foods.
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1 Introdugao

ISSN 0101-2061

O queijo de coalho é um dos mais tradicionais queijos
produzidos no Nordeste brasileiro e devido a sua produgao
artesanal, é amplamente fabricado nesta regido. E também um
importante derivado do leite, apreciado tanto pelo seu valor
nutritivo como pelo seu sabor. No entanto, as condigdes de
processamento, armazenamento e comercializagio podem
comprometer suas caracteristicas organolépticas, bem como,
tornd-lo impréprio para consumo, em virtude da contaminagao
por microrganismos responsaveis por toxinfec¢des alimentares
(SA etal,, 2003).

Elevados indices de Staphylococcus aureus ocorrem em
queijos, tanto no Brasil (HOFFMANN; SILVA; VINTURIM, 2002)
como em outros paises do mundo (NORMANNO et al., 2005),
incluindo cepas de estafilococos enterotoxigénicos. Por isso,
o queijo ocupa lugar de destaque entre os produtos lacteos
envolvidos em surtos de doengas de origem alimentar, veiculando
principalmente Staphylococcus spp. (VERAS et al., 2003).

Sendo o queijo de coalho um alimento muito consumido no
Estado de Pernambuco, objetivou-se com este trabalho realizar
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o isolamento e quantificagdo de Staphylococcus spp. e investigar
a presenca de genes toxigénicos utilizando a técnica de PCR.

2 Material e métodos

Foram analisados 20 isolados de Staphylococcus spp. de dez
amostras de queijos de coalho comercializadas no Estado de
Pernambuco, seguindo o método preconizado pela Coordenagao
de Laboratério Animal (CLA) do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento — MAPA. O calculo para contagem
das unidades formadoras de colonias (UFC/g) foi realizado
em fungdo do nimero de coldnias tipicas e atipicas contadas,
dilui¢do inoculada e percentual de colonias confirmadas
(BRASIL, 2003).

Para a identificagdo dos estafilococos foram verificadas
caracteristicas morfotintoriais das colonias em agar base acrescido
de 8% de sangue desfibrinado de carneiro e coloragdo pela
técnica de Gram, produ¢ao de hemdlise e provas bioquimicas
como catalase, coagulase, termonuclease, fermentacgdo da
glicose em anaerobiose, fermentagao do manitol em aerobiose e
anaerobiose e produgao de acetoina. Apds a realizagdo dos testes,
os isolados foram identificados como Staphylococcus aureus,
Staphylococcus coagulase positiva (SCP) e Staphylococcus coagulase
negativa (SCN).

O DNA genomico dos Staphylococcus spp. foi extraido de
acordo com Fritsch, Maniatis e Sambrook (1989) e quantificado

no programa 1D Image Analysis, version 3.5 da Kodak Digital
Science, DC 120 zoom Digital Camera, ap6s eletroforese em
gel de agarose a 1%, usando-se o DNA do fago A clivado com
a enzima HindIll.

Para a pesquisa dos genes toxigénicos foram realizadas
duas reagoes de PCR-Multiplex, uma para pesquisa dos genes
sea, seb, sec, sed e see e outra para pesquisa dos genes eta, etb e
tst, bem como, quatro reagdes de PCR-Uniplex para a pesquisa
dos genes seg, seh, sei e sej. Os primers para as reagdes de PCR
foram sintetizados tendo como base as sequéncias publicadas
por Becker, Roth e Peters (1998), Rosec e Gigaud (2002) e
Omoe et al. (2002) (Tabela 1).

As reacoes de PCR-Multiplex foram preparadas para um
volume final de 25 uL contendo 20 pmol de cada primer, 10 mM
Tris-HCl pH 9.0, 50 mM de KCl, 160 uM de cada dNTP, 3 mM de
MgCl,, 20 ng de DNA gendmico e 1,2U da Taqg DNA polimerase
(Invitrogen, Brasil). As amplifica¢oes foram realizadas em
termociclador (Biometra) programado para 30 ciclos térmicos,
cada um consistindo de 95 °C por 1 minuto (desnaturagéo), 55 °C
por 1 minuto (anelamento) e 72 °C por 2 minutos (extensio).
Foram usados como controle a cepa padrio de S. aureus FRI MN 8
(Food Research Institute Madison, Wiscosin, EUA) portadora
do gene tst e FRI 361 portadora dos genes sec e sed.

As reagoes de PCR-Uniplex para a pesquisa dos genes seg, seh,
sei e sej, separadamente, consistiu de uma mistura de 20pmol de

Tabela 1. Primers usados para a detec¢do por PCR dos genes sea-see, seg-sej, tst, eta e etb em Staphylococcus spp. isolados de amostras de queijos

de coalho no Estado de Pernambuco, Brasil.

Gene Primer Sequéncia de Oligonucleotideos (5> 3’) Tamanho do Fragmento (pb)
*sea SEA-3b CCT TTG GAA ACG GTT AAA ACG 127
SEA-4b TCT GAA CCT TCC CAT CAA AAAC
*seb SEB-1c TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG 477
SEB-4b GCA GGT ACT CTA TAA GTG CCT GC
*sec SEC-3b CTC AAG AAC TAG ACA TAA AAG CTA GG 271
SEC-4b TCA AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC
*sed SED-3b CTA GTT TGG TAA TAT CTC CTT TAA ACG 319
SED-4b TTA ATG CTA TAT CTT ATA GGG TAA ACATC
*see SEE-3b CAG TAC CTA TAG ATA AAG TTA AAA CAA GC 178
SEE-2c TAA CTT ACCGTG GACCCT TC
*tst TST-3 AAGCCCTTTGTTGCTTGCG 445
TST-6 ATCGAACTTTGGCCCATACTTT
*eta ETA-3b CTAGTGCATTTGTTATTCAAGACG 119
ETA-4b TGCATTGACACCATAGTACTTATTC
*etb ETB-3b ACG GCT ATA TAC ATT CAATTC AAT G 262
ETB-4b AAA GTT ATT CAT TTA ATG CACTGT CTC
**seg SEG-1 ACGTCTCCACCTGTTGAAGG 400
SEG-2 TGAGCCAGTGTCTTGCTTTG
**seh SEH-1 TCACATCATATGCGAAAGCAG 357
SHE-2 TAGCACCAATCACCCTTTCC
Esel SEI-1 GGTGATATTGGTGTAGGTAAC 454
SEI-2 ATCCATATTCTTTGCCTTTACCAG
**sej SEJ-1 CAGCGATAGCAAAAATGAAACA 426
SEJ-2 TCTAGCGGAACAACAGTTCTGA

*BECKER, ROTH e PETERS (1998); **ROSEC e GIGAUD (2002); e **OMOE et al. (2002).
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cada primer, 160 uM de cada dNTP, 1,5 mM do MgCl,, 10 mM
do Tris-HCI pH 9.0, 50 mM de KCl, 20 ng do DNA gendémico e
1U da Taq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil) em um volume
final de 25uL. As amplificagbes para os genes seg, seh e sej foram
realizadas em termociclador (Biometra) programado para 30 ciclos
térmicos, cada um consistindo de 94 °C por 3 minutos, 94 °C por
30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos.
A amplificacdo do fragmento para o gene sei foi programada
para 94 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72 °C por
60 segundos. Foi usada para controle a cepa padrio de S. aureus
FRI 361 portadora dos genes seg, sei e sej.

Os produtos de amplifica¢do das reagoes de PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% (m/v),
corados com brometo de etideo (10mg/mL) por 15 minutos,
visualizados e fotografados em transiluminador de UV. Para
confirmar se os segmentos amplificados pela PCR faziam parte
dos genes tst, sec, sed, seg, seh, sei e sej o padrdo de restri¢do
dos fragmentos foi obtido. A enzima Rsal foi selecionada para
a digestdo dos fragmentos amplificados pela PCR dos genes
seg e sej e a enzima Dral para o gene seh, de acordo com Rosec
e Gigaud (2002). Avaliando-se os sitios de restri¢do através
do programa Generunner DNA Sequence Analyses software,
versdo 3.05 disponivel gratuitamente na rede, a enzima Rsal foi
utilizada para a digestdo dos fragmentos amplificados pela PCR
dos genes sec, sed e sei e a Dral para o gene tst. O tamanho dos
fragmentos obtidos apds restri¢ao foi analisado apds eletroforese
em gel de agarose 1,8%.

Para confirmar que o segmento amplificado era parte
dos genes tst, sec, sed, seg, seh, sei e sej os segmentos foram
purificados com o kit PureLink PCR Purification (Invitrogen,
Brasil) e analisados através do sequenciador automatico ABI 3100
(Applied Biosystem, USA). As sequéncias dos nucleotideos obtidas
foram analisadas pelo programa Agrupamento das sequéncias
de S. aureus — forward e reverse (HUANG; MADAN, 1999) e
comparadas com sequéncias depositadas no GenBank versao
2.2.12 do programa Blast (ALTSCHUL et al., 1990).

3 Resultados e discussiao

Das 20 amostras de Staphylococcus spp. estudadas, 11 (55%)
foram identificadas como S. aureus, seis (30%) como SCP e trés
(15%) como SCN. As contagens de Staphylococcus coagulase
positiva nas dez amostras de queijos de coalho variaram de 10?
a 10° UFC/g. Resultados semelhantes foram encontrados por
SENA (2000) que verificou contagens variando de 10°a 10" UFC/g
em queijos de coalho em Recife e por BARBOSA et al. (2004)
que encontraram contagens de 10* a 10° UFC/g em queijos de
coalho comercializados em Teresina.

De acordo com a resolugdo RDC n° 12, de 2 de janeiro
de 2001 (BRASIL, 2001), o limite padrdo para a contagem de
Staphylococcus coagulase positiva em queijo de coalho é de
5x10° UFC/g. Das dez amostras analisadas, nove (90%) estavam
com valores superiores ao padrdo estabelecido. Estes achados
corroboram com os de Sd et al. (2003) que também relataram
elevados indices de amostras de queijos fora do padrao.

O S. aureus é um patdgeno responsavel por intoxicagdes
que resultam da ingestdo de alimentos contaminados por
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enterotoxinas termoestaveis e pré-formadas (SU; WONG, 1997)
e representa um risco sanitdrio quando niveis desta bactéria
atingem contagens em torno de 10° a 10° UFC/g ou mL no
alimento (JABLONSKI; BOHACH 1997). Neste estudo, 60%
das amostras de queijo de coalho apresentaram contagens em
torno de 10° a 10° UFC/g.

No que se refere & pesquisa de genes toxigénicos, constatou-
se que 10% das amostras ndo apresentaram nenhum dos genes
toxigénicos sea-see, seg, seh, sei, sej, tst, eta e etb e 90% foram
positivas para um ou mais genes toxigénicos. A frequéncia
dos genes toxigénicos em Staphylococcus spp. foi: seg (20%);
seh (16%); sei (25%); sej (14%); sec (11%); sed (9%); e tst (5%).
No entanto, nio se observou a presenca de genes para as toxinas
estafilocdcicas SEA, SEB, SEE, ETA e ETB em nenhuma das
amostras de Staphylococcus spp. estudadas.

Das amostras que apresentaram genes toxigénicos, 11%
portavam apenas um gene, 11% dois genes, 45% trés genes,
11% cinco genes e 22% seis genes, verificando-se os seguintes
gendtipos: st 1/18 isoladamente; sei 1/18 isoladamente; 2/18 a
associa¢ao (seh + sei) e 5/18 as associagdes (seg + sei + sej); 1/18
(tst + seg + seh); 1/18 (sec + sed + sei); 1/18 (seg + seh + sei); 1/18
(sec + tst + seg + seh + sei); 1/18 (sec +sed + seg + seh + sei); 4/18
(sec + sed + seg + seh + sei + sej).

Dos trés isolados de Staphylococcus coagulase negativa, um
apresentou o gendtipo (seh + sei) e dois o gendtipo (sec + sed +
seg + seh + sei + sej). Alguns estudos demonstraram que SEC e SED
estdo associadas com contaminagdo animal, enquanto SEA e SEB
a contaminacdo humana (BERGDOLL, 1990; RODRIGUES et al.,
1993; SU et al,, 1998). Jorgensen et al. (2005) constataram que
69% das cepas de S.aureus portavam os genes toxigénicos fst,
sea, sec, seg, seh e sei e Loncarevic et al. (2005) demonstraram
que 34% das cepas continham os genes seb, sec, sed, seg, seh, sei
e sej, sendo estes resultados condizentes aos encontrados neste
estudo, exceto pela auséncia dos genes sea e seb, e a presenga
do gene see que ndo foi encontrado neste estudo.

A analise dos resultados utilizando o programa Blast
revelou homologia superior a 90% entre os genes tst, sec, sed,
seg, seh, sei e sej entre os isolados estudados quando comparadas
com sequéncias depositadas no GenBank. A comparagdo dos
fragmentos por eletroforese em gel de agarose dos genes tst,
sec, sed, seg, seh, sei e sej amplificados nas diferentes cepas e
digeridos com as enzimas Rsal e Dral, revelou um padrio de
restrigao esperado e idéntico entre os isolados para cada gene
estudado (Figura 1). Estes resultados sdo confirmatérios da
presenca dos genes fst, sec, sed, seg, seh, sei e sej em amostras
de Staphylococcus coagulase positiva e negativa.

Ao avaliar a presenca dos genes seg, seh, sei e sej para as
novas toxinas nos isolados de queijos de coalho, verificou-se
que os genes mais frequentes foram o seg e sei. Estes achados
sdo similares aos relatados por Loncarevic et al. (2005). Este fato
¢ importante, pois tais cepas podem produzir as toxinas SEG
e SEI e determinarem intoxicagdo alimentar, pois ao utilizar
a técnica de PCR para estudar os genes seg, seh e sei em cepas
de S. aureus de individuos envolvidos em casos de doengas de
origem alimentar, Chen, Chiou e Tsen (2004) verificaram que
em um dos pacientes a cepa de S. aureus isolada portava apenas
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Figura 1. Produto de amplificagdo da PCR dos genes sed, sej, sei, tst, sec, seh e seg (A, linhas: 1 e 3, gene sed; A, linhas: 6 e 8, gene sej; B, linhas:
1 e 3, gene sei; C, linhas: 1 e 3, gene tst; C, linhas: 5 e 7, gene sec; C, linha: 9, gene seh; D, linhas: 1 e 3, gene seg) e seus padroes de restrigdo com
as enzimas, Rsal (A, linhas: 2 e 4, gene sed; A, linhas: 7 e 9, gene sej; B, linhas: 2 e 4, gene sei; C, linhas: 6 e 8, gene sec; D, linhas: 2 e 4, gene seg)

e Dral (G, linhas: 2 e 4, gene tst; C, linha: 10, gene seh).

0 gene seg, enquanto em outro paciente, a cepa portava apenas
o gene sei, sendo ambas as cepas negativas para a produgao das
toxinas classicas SEA-SEE e ndo portadoras dos genes sea-see.
Este fato demonstra que as toxinas mais recentes descobertas
como SEG e SEI podem ser responsaveis por casos de intoxicagio
alimentar em menor frequéncia.

4 Conclusoes

A presenga de elevado percentual de isolados contendo
diferentes genes toxigénicos é preocupante para a saude do
consumidor pela possibilidade de produzirem toxinas responsaveis
por intoxicagdes alimentares. A diversidade genética para os
genes se em amostras de Staphylococcus coagulase negativa é
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um fato importante, pois no Brasil ndo existe legislagdio com
determinacéo de limites para Staphylococcus coagulase negativa
em alimentos.
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