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RESUMO

A tendéncia dos consumidores por produtos naturais ou pouco processados tem
impulsionado o consumo de queijos artesanais elaborados com leite cru. O
desenvolvimento das caracteristicas sensoriais nesses queijos provém da comunidade
microbiana naturalmente presente no leite, também responsavel pelo controle do
crescimento de bactérias potencialmente patogénicas. Contudo, a associacao de surtos de
doengas transmitidas por alimentos ao consumo de leite cru e seus derivados levanta
preocupacdes sobre a seguranga microbiologica e consumo desses queijos. Entre os
patdgenos frequentemente isolados de leite cru e seus produtos derivados, destaca-se o
género Staphylococcus sp. A ingestdo de leite cru ou queijos artesanais contaminados por
cepas de Staphylococcus aureus produtores de enterotoxinas estafilococicas (SEs) pode
resultar em surtos de intoxicacdo alimentar estafilococica. Adicionalmente, cepas
enterotoxigénicas podem apresentar perfis de resisténcia a antibidticos, incluindo mec4,
conferindo resisténcia a meticilina. Este estudo objetivou caracterizar molecularmente S.
aureus, avaliar o perfil de resisténcia antimicrobiana e potencial enterotoxigénico de
cepas isoladas de amostras de queijo artesanal colonial Diamante, além de identificar a
diversidade bacteriana nos queijos através do sequenciamento do gene 16S rRNA. Foram
identificados 57 isolados de S. aureus, destacando-se a resisténcia a penicilina (33,33%),
seguida pela clindamicina (28,07%), eritromicina (26,31%) e tetraciclina (22,80%). As
cepas testadas também demonstraram resisténcia induzivel a clindamicina, incluindo
nove isolados multirresistentes. Embora ndo tenham sido detectadas enterotoxinas e/ou
seus genes produtores nas amostras e nos isolados, respectivamente, o gene codificante
da toxina Leucocidina Panton-Valentine (/ukF-lukS) foi encontrado em 38,9% dos
1solados. O tipo agr I foi o mais prevalente (61,90%), seguido pelo tipo 11 (23,81%), com
dez tipos de spa types identificados (t1451, t002, t189, t2734, t105, t518, t17308, t11712,
t127, t521). O perfil metataxdmico revelou a presenca de 68 espécies distintas nas
amostras de queijos. A compreensao da diversidade microbiana ¢ fundamental para o

gerenciamento da qualidade de queijos elaborados a partir de leite cru.

Palavras-chave: Caracterizagdo molecular, resisténcia antimicrobiana, intoxicacao

alimentar, analise metataxdmica.



ABSTRACT

The consumer trend for natural or less processed products has driven the consumption of
artisanal cheeses made with raw milk. The development of sensory characteristics in these
cheeses comes from the microbial community naturally present in the milk, which is also
responsible for controlling the growth of potentially pathogenic bacteria. However, the
association of foodborne illness outbreaks with the consumption of raw milk and its
derivatives raises concerns about the microbiological safety and consumption of these
cheeses. Among the pathogens frequently isolated from raw milk and its derivatives, the
Staphylococcus sp. genus stands out. Ingesting raw milk or artisanal cheeses
contaminated with Staphylococcus aureus strains producing staphylococcal enterotoxins
(SEs) can result in staphylococcal food poisoning outbreaks. Additionally,
enterotoxigenic strains may exhibit antibiotic resistance profiles, including mecA,
conferring resistance to methicillin. This study aimed to molecularly characterize S.
aureus, evaluate the antimicrobial resistance profile, and enterotoxigenic potential of
Staphylococcus sp. in samples of colonial artisanal Diamante cheese, as well as to identify
bacterial diversity through 16S rRNA gene sequencing. Fifty-seven isolates of S. aureus
were identified, with notable resistance to penicillin (33.33%), followed by clindamycin
(28.07%), erythromycin (26.31%), and tetracycline (22.80%). Tested strains also
demonstrated inducible resistance to clindamycin, including nine multidrug-resistant
isolates. Although no enterotoxins and/or their producing genes were detected in the
samples and isolates, respectively, the Panton-Valentine leukocidin gene was found in
38.9% of isolates. Type agr I was the most prevalent (61.90%), followed by type II
(23.81%), with ten spa types identified (t1451, t002, t189, t2734, t105, t518, t17308,
t11712,t127, t521). The metataxomic profile revealed the presence of 68 distinct species
in the cheese samples. Understanding microbial diversity is crucial for managing the

quality of cheeses made from raw milk.

Keywords: Molecular characterization, antimicrobial resistance, food poisoning,

metataxomics analysis.
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1 INTRODUCAO

O queijo colonial artesanal ¢ considerado um produto tradicional do Sul do
Brasil, possuindo diversidade nos seus processos produtivos e grande importancia
socioeconomica (STEINBACH et al., 2021). Na fabricagdo de queijos artesanais, a baixa
padronizacao de processo e de produto (peculiar dos produtos artesanais) faz com que
cada queijo seja tnico (DE CASTRO CISLAGHI; BADARO, 2021). A recente Lei n°
18.250 de 10 de novembro de 2021, que Dispde sobre os requisitos exigidos para
elaboragdo do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Queijo Colonial
Artesanal de Leite Cru e adota outras providéncias, define o queijo colonial artesanal
como sendo o produto elaborado por métodos tradicionais, com vinculagdo territorial,
obtido por coagulagao do leite cru, fresco ou ndo, integral ou parcialmente desnatado, por
meio de coalho ou outras enzimas coagulantes, complementado ou ndo pela adi¢do de
fermento lacteo especifico e/ou alimento/susbtincia alimenticia (SANTA CATARINA,
2021).

O queijo colonial artesanal Diamante, produzido no Estado de Santa Catarina,
Brasil, ¢ elaborado a partir de leite cru, apresentando massa crua ou semi-cozida, com
teor de umidade variando entre baixo, médio e alto, e classificado quanto ao teor de
gordura como semigordo, gordo ou extra-gordo. Este queijo possui coloragdo que varia
de amarelo palha a amarelo ouro, apresentando sabor ligeiramente dcido ou amendoado,
assim como odor lacteo. Além disso, possui pesos e formatos varidveis (SANTA
CATARINA, 2021; DEGENHARDT et al., 2023).

A utilizagdo de leite cru ¢ permitida na fabricacdo de queijos tipicos, com
caracteristicas sensoriais decorrentes da microbiota endogena que se desenvolve no
queijo (CISLAGHI; BADARO, 2021). Todavia, apesar da apreciacio dos produtos
artesanais e valorizacdo dos produtos da agricultura familiar, uma das principais
preocupacdes nesse tipo de fabricagdo e o principal motivo que leva ao ndo consumo do
queijo colonial artesanal ¢ a falta de seguranga microbiologica percebida por uma parte
dos potenciais consumidores (STEINBACH et al., 2021).

No tocante a potencial contamina¢do microbiana por microrganismos
patogénicos, a ocorréncia de Staphylococcus aureus € de particular importancia na
producao dos produtos lacteos, pois este ¢ considerado um importante agente etiologico

da mastite em animais destinados a producao de alimentos e uma das principais causas
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de doengas transmitidas por alimentos (DTA) aos seres humanos (BASANISI et al.,
2017).

Staphylococcus sp. sdo potenciais patdogenos comumente encontrados em
produtos lacteos, devido principalmente a producdo de fatores de viruléncia (por
exemplo, enterotoxinas responsavéis por intoxica¢do alimentar) e desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana (CAI et al., 2021; PEREZ et al, 2020). Entre as toxinas
secretadas por S.aureus estdo os superantigenos que incluem as enterotoxinas
estafilocdcicas e a toxina da sindrome do choque toxico (YOUSSEEF et al., 2022).

A producdo de enterotoxinas pode ocorrer durante a produgdo e
armazenamento do leite contaminado. Embora a pasteurizacdo seja um método eficaz na
inativagdo das células vegetativas, as enterotoxinas pré-formadas sdo resistentes ao calor
e, por isso, permanecem biologicamente ativas apds o processamento térmico utilizados
na produgdo dos alimentos (HU et al., 2018; FOX; JIANG; TINOCO, 2020).

Os antibidticos sao amplamente utilizados ndo apenas em humanos, mas
também na criacdo de animais. O uso de antibidticos para tratar infec¢des, como por
exemplo a mastite, pode resultar no surgimento de bactérias resistentes a antibidticos, que
podem ser transmitidos aos seres humanos através da cadeia alimentar (LIAO ef al,
2020). Uma vez que estudos mostraram que genes resistentes a antibidticos podem ser
transferidos para o trato gastrointestinal humano através de patdgenos, o consumo de
alimentos contendo bactérias resistentes a antibidticos pode promover a transferéncia de
genes resistentes para humanos, o que representa uma ameaca para saude publica
(HWANG, KIM E KIM, 2017).

A suscetibilidade e resisténcia aos antibioticos sdo de importancia eminente
para todas as doengas provocadas por S. aureus. A resisténcia aos antibioticos pode trazer
complicacdes significativas, dificultando o tratamento da mastite em animais leiteiros,
aumentando taxas de morbilidade/mortalidade e diminuindo produtividade. A resisténcia
aos antibidticos B-lactdmicos, como a penicilina, ¢ uma das mais comuns em S. aureus
(FOX; JIANG; TINOCO, 2020).

Segundo Basanisi et al. (2017), a prevaléncia de S. aureus resistente a
meticilina (do inglés, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus - MRSA) ¢ elevada em
diversos contextos, sendo considerado um patdogeno emergente em hospitais, na
comunidade e na pecudria, trazendo consideravel risco a satide publica. Adicionalmente,

0 MRSA clinico pode ser transmitido aos seres humanos através da ingestdo de alimentos
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contaminados, provocando casos de infec¢do, portanto medidas de rapida deteccdo e
identificacdo de MRSA em alimentos sdao fundamentais para prevenir surtos de origem
alimentar (CHUNG et al., 2021).

De acordo com Kluytmans (2010), o uso generalizado de antibidticos em
combinagcdo com falhas nas condigdes higi€nicas sanitdrias na cadeia produtiva de
alimentos, pode contribuir para a disseminacao de organismos resistentes ¢ de genes de
resisténcia através do contato direto de animais e humanos ou através da cadeia alimentar.
Nas ultimas décadas, a resisténcia antimicrobiana foi destacada como um dos problemas
mais significativos de satide publica, despertando a atengdo de véarias organizagdes
nacionais e globais de saude, que categorizaram a resisténcia antimicrobiana como um
perigo iminente, apontando diversas preocupacdes em torno do impacto que os alimentos
e os microbiomas relacionados aos alimentos tém na carga global imposta por
microrganismos resistentes (TORRES ef al, 2021). Em termos, a resisténcia
antimicrobiana pode ser considerada o principal fator de risco para a selegcdo de bactérias
multirresistentes em sistemas alimentares pelo elevado uso de antimicrobianos no sistema
produtivo (PENNONE et al., 2022).

Tendo em vista que os métodos tradicionais, baseados no crescimento de
microrganismos em meios seletivos e sua subsequente identificagdo em nivel de
género/espécie usando caracterizagdo fenotipica, ndo ¢ o suficiente para permitir a
discriminacao de espécies e/ou linhagens, nem a deteccdo das relacdes filogenéticas entre
certos grupos de bactérias. Desta forma, a aplicacdo de métodos moleculares se apresenta
como uma ferramenta promissora para analisar de forma abrangente as comunidades
microbianas presentes nos queijos e correlacionar a ocorréncia de determinadas cepas
bacterianas com a qualidade do alimento (RANDAZZO et al., 2009).

Nesse contexto, com o intuito de compreender e controlar as bactérias
multirresistentes nos sistemas de satde e alimentar, as abordagens moleculares baseadas
na avaliagdo de genomas despontam como tecnologias cada vez mais acessiveis que
possibilitam a detec¢do e caracterizagdo de microrganismos resistentes a antimicrobianos
e de genes de resisténcia antimicrobiana, permitindo o monitoramento e avalia¢ao de risco
destinados a mitigar os perigos associados a resisténcia antimicrobiana (PENNONE et

al., 2022).
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1.2 OBJETIVOS

O objetivo geral desta tese de doutorado foi avaliar a diversidade bacteriana
do queijo colonial artesanal Diamante e caracterizar a resisténcia antimicrobiana € o
potencial enterotoxigénico de cepas de Staphylococcus sp. isoladas das amostras de

queijos artesanais.

Os seguintes objetivos especificos foram considerados:

v’ Realizar uma revisdo da literatura cientifica a respeito da prevaléncia de
Staphylococcus sp. em queijos artesanais brasileiros. Verificar a ocorréncia de surtos
por intoxicacao estafilococica relatatos, perfil de resisténcia antimicrobiana e potencial
enterotoxigénico nesse tipo de alimento no Brasil;

v Isolar e identificar Staphylococcus sp. nas amostras de queijos artesanais através de
testes fenotipicos e por MALDI-TOF;

v' Caracterizar a resisténcia antimicrobiana fenotipica de isolados de Staphylococcus sp.
provenientes do queijo colonial artesanal Diamante por meio da realizacdo de teste de
sensibilidade aos antimicrobianos;

v’ Detectar a presenca de enterotoxinas estafilocOcicas no queijo colonial artesanal
Diamante através de um sistema de imunoensaio automatizado (ELFA-VIDAS®);

v" Realizar a detecgdo dos genes codificadores de enterotoxinas, bem como dos genes
codificantes da PVL e toxina 1 da sindrome do choque toxico, nos isolados de S.
aureus por meio da técnica de PCR.

v’ Identificar o spa-type dos isolados;

v" Determinar a distribui¢do dos grupos agr (L, 1L, III e IV) nos isolados;

v' Caracterizar a diversidade bacteriana do queijo colonial artesanal Diamante via
identificacao de bactérias utilizando 0 sequenciamento de

alto desempenho das regides V3/V4 do gene 16S rRNA.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

No presente capitulo, apresentado no formato de artigo de revisao de
literatura, foi abordado e discutido o estado da arte relativo aos Staphylococcus sp.
produtores de enterotoxinas e antibidtico resistentes, as técnicas para deteccdo de
enterotoxinas estafilococicas (SEs) e resisténcia aos antimicrobianos ¢ a relagdo deste
género de patdogenos com os queijos artesanais brasileiros produzidos a partir de leite cru.
Essa revisao foi publicada no periddico Journal of Dairy Science, v. 105, p. 5685-5699,
2022, com o titulo: Enterotoxigenic potential and antimicrobial resistance of
staphylococci from Brazilian artisanal raw milk cheeses
(https://doi.org/10.3168/jds.2021-21634) (Anexo 1). Além de consolidar o titulo da tese,

esse artigo representa a base tedrica e o estado da arte desta tese de doutorado.

Staphylococcus sp. enterotoxigénicos e antibiotico resistentes na cadeia produtiva de

queijos artesanais de leite cru do Brasil

Resumo: Os queijos artesanais brasileiros sdo caracterizados pelo uso de leite cru. A
fabricacdo de queijos de leite cru é uma tarefa desafiadora, pois a microbiota do leite cru
destinados a produgdo de queijos de leite cru tem que alcancar o equilibrio certo entre as
bactérias benéficas que irdo contribuir para as caracteristicas sensoriais e de conservagao
e as bactérias deteriorantes e/ou patogé€nicas que representam um perigo para seguranga
dos alimentos. Dentre os microrganismos patogénicos, destaca-se o género
Staphylococcus sp., que podem contaminar queijos de leite cru por diferentes fontes,
desde a ordenha até o processamento. A intoxicacdo alimentar estafilocdcica resulta do
consumo de alimentos nos quais estafilococos coagulase-positivos, principalmente
Staphylococcus aureus, desenvolveram e produziram enterotoxinas (SEs). Além disso,
uma preocupacao emergente de saide publica € o aumento da resisténcia antimicrobiana
de algumas cepas de Staphylococcus. Além disso, a capacidade de Staphylococcus sp. em
compartilhar genes relacionados a resisténcia a antibioticos com outras bactérias aumenta
esse problema. A luz dessas observacdes, esta revisio tem como objetivo discutir a
presenca, SEs e resisténcia a antibioticos de Staphylococcus sp. em queijo artesanal

brasileiro produzido com leite cru.
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Palavras-Chave: perfil de viruléncia, queijo artesanal, seguranca dos alimentos,

enterotoxina estafilocOcica

1.1 Introducao

A fabricagdo de queijos evoluiu como forma de preservar o leite cru por
fermentacdo. A microbiota autdctone benéfica do leite composta principalmente por
lactobacilos, estreptococos e lactococos, ou, por inoculagdo direta de bactérias acido
lacticas como culturas iniciadoras, fermentam o leite gerando produtos lacteos e geram
concorréncia com contaminantes microbianos ou patdogenos humanos (D’AMICO;
DONNELLY, 2017).

O Brasil se destaca por ser o quarto maior produtor de queijos do mundo,
produzindo aproxidamente 730 mil toneladas de queijo por ano, nimero em continuo
crescimento (ABIQ, 2021). Mais de 30 tipos de queijos artesanais sdo conhecidos no
Brasil. Os queijos artesanais brasileiros sdo aqueles feitos por métodos tradicionais que
tém ligacao territorial, regional ou cultural e que respeitem os protocolos de elaboracao
estabelecidos para cada variedade, geralmente sdo produzidos a partir de leite cru
(BRASIL, 2019).

A tendéncia moderna de consumo por produtos naturais, pouco processados
e “clean label” relaciona-se com o potencial consumo de leite cru, em paises onde existe
essa possibilidade regulatoria (e.g. EUA, Itdlia). Embora na Italia, por exemplo, haja a
recomendacdo de ferver o leite antes do consumo. Isso ¢ apoiado por uma percepgao
publica tendenciosa de que o leite cru estd associado a beneficios nutricionais que
supostamente sdao perdidos apds o processamento térmico (O’CALLAGHAN et al,
2019). Da mesma forma, os queijos produzidos com leite cru ganham importante
relevancia nesse contexto.

A excecdo da alteragdo sensorial, o tratamento térmico (UHT e tratamentos
similares) ndo altera substancialmente o valor nutricional ou outros beneficios associados
ao consumo de leite cru (CLAEYS ef al., 2013). Porém, o consumo de leite cru pode
representar um risco aumentado a satide devido a possiveis contamina¢des com patdgenos
(e.g. Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Campylobacter spp., patotipos de

Escherichia coli).
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A presenga de patdgenos em produtos artesanais produzidos a partir de leite
cru ¢ uma preocupacao para os produtores e o6rgaos regulatorios. Tendo em vista a
crescente aceitagao no Brasil dos queijos artesanais seguindo tendéncia de consumo, a
avaliag¢do da segurancga microbioldgica pelos servigos de inspec¢do ¢ de suma importancia
nos locais de produgao e requer o estabelecimento de diretrizes adequadas para a obtengao
do leite e produgdo do queijo, de forma a preservar a saide dos consumidores
(ANDRETTA et al., 2019).

A presenca de patdogenos em queijos pode ter sua origem na matéria prima
ndo pasteurizada, do ambiente onde o mesmo ¢ produzido, como também serem
provenientes daqueles que os manipulam durante as etapas de fabricagdo. Dentre os
enteropatogenos destaca-se as linhagens enterotoxigénicas de Staphylococcus sp. que
representa um elevado risco a satide do consumidor nao apenas pela intoxicagao alimentar
resultante da ingestdo da enterotoxina liberada no alimento como também pelo perfil de
resisténcia a antimicrobianos apresentada por algumas linhagens (ROLA et al., 2015). O
Staphylococcus aureus ¢ um dos patdgenos mais comumente encontrado em processos
tradicionais de fabricacao de queijos artesanais (FLEUROT et al., 2014).

Os surtos de doengas transmitidas por alimentos (DTA) tém sido relatados no
decorrer dos anos em todo o mundo. De acordo com dados do Ministério da Saude,
somente no Brasil, entre os anos de 2016 a 2019, foram notificados 626 surtos de DTA
(BRASIL, 2020). As DTA tém impacto direto na saude publica. Na literatura, as DTA
decorrentes do consumo de queijos ocorrem em todos os paises. No entanto, no Brasil,
devido a escassez de dados epidemioldgicos e os casos de surtos subnotificados, até o
presente momento, nenhuma avaliacdo de risco foi realizada para cadeias de produgdo de
queijos produzidos a partir de leite cru (CARVALHO et al., 2019).

Devido a necessidade de regulamentar a producdo dos queijos artesanais
produzidos a partir de leite cru, o Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) divulgou
a Instrucdo Normativa n° 30 de 7 de agosto de 2013 que permite a fabrica¢dao de queijos
artesanais com leite cru, tendo um periodo menor de 60 dias de maturagdo, desde que
atenda as exigé€ncias, como estudos técnicos-cientificos que devem comprovar que a
redugdo no tempo de maturacdo nao afeta a qualidade e inocuidade do produto (BRASIL,
2013).

Conforme o Decreto n° 10.468 de 18 de agosto de 2020, que dispde sobre a

inspecao industrial e sanitaria dos produtos de origem animal (RISPOA), a legislagao
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brasileira exclui a obrigatoriedade da pasteurizagdo do leite, destinado a elaboragdo de
queijos, quando submetidos a um processo de maturagdo, a uma temperatura superior a
5° C, durante um periodo nao inferior a sessenta dias e sendo comprovadamente seguro
através de ensaios analiticos (BRASIL, 2020).

A garantia da seguranga dos alimentos pode ser assegurada por meio da
implementagao de ferramentas de gestao da qualidade, entre as quais destacam-se as Boas
Praticas de Fabricagdo (BPF’s), Procedimentos Operacionais Padrao de
Saneamento (SSOP) e a Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) (DE
OLIVEIRA et al., 2016).

S. aureus ¢ de particular importancia de estudo em produtos lacteos por se
tratar de uma das principais causas de DTA (FOX; JIANG; TINOCO, 2020). A gestao de
processo, o monitoramento das cadeias de produgdo e agdes preventivas no controle do
processamento de laticinios devem ser realizadas para diminuir a disseminagao de cepas
de Staphylococcus sp. com o objetivo de proteger a populacdo do consumo de produtos
potencialmente contaminados por toxinas e cepas enterotoxigénicas € que apresentem
resisténcia a antimicrobianos.

O objetivo desta revisdo ¢ discutir o estado da arte relativo aos
Staphylococcus sp. produtores de enterotoxinas e antibiotico resistentes, as técnicas para
determinagdo de enterotoxinas estafilocdcicas (SEs) e resisténcia aos antimicrobianos e a
relagcdo deste género de patdogenos com os queijos artesanais produzidos a partir de leite

cru.

1.2 Staphylococcus sp.

O género Staphylococcus compreende mais de 70 espécies e subespécies
catalogadas até o momento (https://lpsn.dsmz.de/genus/staphylococcus). Estas bactérias
sdo ubiquitarias (GRACE; FETSCH, 2018; LEROY et al, 2020). Em especifico, S.
aureus coloniza a pele, a mucosa naso-faringea € em menor propor¢do o trato
gastrointestinal (TGI) de humanos e animais (PREZZI et al., 2020). Sao bactérias Gram-
positivas, em formato de cocos esféricos, ndo esporulante, sem motilidade, anaerobias
facultativas e produtoras de catalase (HENNEKINNE, 2018). Staphylococcus sp. sdao

divididos em dois grupos de acordo com a capacidade de producdo da enzima coagulase,
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envolvida na cascata de coagulacdo do plasma: coagulase positiva (SCP) e coagulase
negativa (SCN) (PODKOWIK et al., 2013).

SCN pertencem a um grupo heterogéneo de microrganismos normalmente
encontrados na microbiota da pele de humanos e animais, sendo atualmente classificados
como patobiontes, principalmente como nosocomiais potencialmente patogénicos. Estas
bactérias, de grande interesse também na medicina veterinaria, representam uma das
principais causas de mastite bovina clinica e subclinica de alto impacto econdémico
(KLIBI, et al., 2018; TURCHI et al., 2020). Todavia, S. aureus (SCP) destaca-se como
um dos patdégenos mais comuns associados aos quadros de mastite clinica e subclinica
em bovinos (HOEKSTRA ef al., 2020).

Geralmente os SCN tém baixo potencial de viruléncia em relacdo ao S.
aureus, porém, devido a maior incidéncia em infec¢gdes nosocomiais, estes, representados
pelas espécies Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus haemolyticus estao
associados a pacientes que apresentam fatores de risco classicos para infecgdes
hospitalares (CHAJECKA-WIERZCHOWSKA et al., 2019).

SCN apresentam capacidade de aderir a materiais biologicos e formar
biofilmes. S. epidermidis ¢ considerado um patdégeno oportunista responsavel por
infeccdes associadas a contaminacdo de dispositivos médicos hospitalares (XU et al.,
2020). S. aureus por ter, em geral, maior potencial de viruléncia, consegue infectar tanto
pacientes hospitalizados quanto pacientes comunitarios, sem fatores de risco, de forma
mais incidente que os SCN. Os SCN sdo também resistentes a multiplos agentes
antimicrobianos, incluindo a meticilina e vancomicina, o que limita as op¢des de
tratamento para infecgdes por estes agentes (KUREKCI, 2016).

Os microrganismos do género Staphylococcus sao um dos principais agentes
etiologicos que provocam doengas em todo o mundo. Entre as varias patologias causadas
por esses patdgenos (e.g. infecgdes respiratdrias, abcessos cutaneos, infecgdes dos tecidos
moles, bacteremia, endocardite infecciosa) (EL-FAR et al., 2021), constitui motivo de
preocupacdo mundial de saude publica e de importdncia para a microbiologia de
alimentos, a intoxicacdo causada pelo consumo de alimentos contaminados com
quantidades suficientes de enterotoxinas estafilococicas (SEs) termorresistentes,
produzidas predominantemente por cepas SCP (principalmente por S. aureus) e
ocasionalmente por espécies coagulase negativas (ABDEL-HAMEID AHMED et al.,
2019; CHIEFFI et al., 2020).
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S. aureus ¢ considerado um dos trés mais importantes patogenos transmitidos
por alimentos que pode causar patologias em seres humanos (AL-NABULSI et al., 2020).
Cepas de S. aureus produzem uma gama diversa de toxinas (LEKE et al,, 2017). A DTA
por SE ¢ classificada pelo International Commission on Microbiological Specifications
for Foods (ICMSF) no grupo de risco III, que inclui as doengas de perigo moderado,
usualmente de curta duracdo e sem ameaca de morte ou sequelas, com sintomas
autolimitados, mas que causam severo desconforto. Em geral, o periodo de incubagdo e a
gravidade dos sintomas depende da quantidade de SE ingerida e da susceptibilidade do
individuo.

Conforme relatado por Rajkovic (2016), os sintomas sdo de inicio rapido
podendo ocorrer entre 30 minutos e até 8 h apds a ingestdo do alimento contaminado. Em
quadros clinicos moderados a graves, os sintomas apresentados variam de dor abdominal,
emese, diarreia, tontura, lassiddo, mialgia, cefaleia, febre moderada e baixa pressdo
arterial. Na maioria dos casos, a recuperagao ¢ sem intercorréncias € ocorre no periodo
de 24 a 48 h. As taxas de mortalidade sdo baixas (0,03% dos casos confirmados) de
incidéncia principal em criangas (< 5 anos), idosos e imunocomprometidos (RAJKOVIC,
2016; STEWART, 2017). Ainda que as manifestagdes clinicas sejam bem descritas, a
fisiopatologia dos sintomas ¢ apenas parcialmente compreendida (ROSENGREN;
LINDBLAD; e LINDQVIST, 2013; HU e NAKANE, 2014).

As células de S. aureus nao sdo capazes de sobreviver em temperaturas de
pasteurizagao e esterilizagdo durante o processamento de alimentos. No entanto, no leite,
as SEs apresentam resisténcia a temperatura, representada por valores médios de D a 121
e 100°C, entre 9,9 - 11,4 a 70 min, respectivamente (MEDVEDOVA; VALIK, 2012).
Embora as células de S. aureus ndo sejam capazes de sobreviver, as SEs pré-formadas no
alimento conseguem resistir aos processos térmicos classicos da industria de alimentos
(ZIUZINA; LOS; BOURKE, 2018).

O leite cru e seus derivados sdo produtos frequentemente contaminados com
cepas enterotoxigénicas de Staphylococcus sp. (TITOUCHE et al., 2019; LEROY et al.,
2020), sendo o consumo de leite cru e queijos produzidos a partir de leite cru um potencial
risco para o consumidor (ANGELIDIS et al., 2020). Johler et al. (2015a, 2015b, 2018)
relataram surtos de intoxicacdo alimentar estafilococica associados ao consumo de

queijos artesanais.
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Ferreira et al. (2016) relataram a presenca de S.aureus em 56 amostras de
queijo artesanal e em 10 amostras de queijo Minas Frescal industrializado,
comercializados no estado de Goias (Brasil). Entre as amostras analisadas 20%
apresentaram contagens de SCP acima do limite atualmente estabelecido no Brasil (3
logio UFC/g) (BRASIL, 2019). Os resultados também mostraram que 13 (44,8%) dos
isolados de S.aureus em amostras de queijo de leite cru apresentaram genes codificadores
de enterotoxinas.

Nunes e caldas (2017) realizaram uma avaliacdo quantitativa do risco
microbiano (QMRA), obtendo dados de SCP de 350 amostras de queijo Minas Frescal de
plataformas de monitoramento brasileiro. Os dados foram usados como uma procuracao
para contaminagdo por S. aureus. O trabalho de Arcuri et al. (2010) foi utilizado para
definir (73%) a varidvel de prevaléncia de cepas toxigénicas. O estudo avaliou
preliminarmente o risco associado a intoxicagdo por SEs devido ao consumo pela
populacdo brasileira. Na avalia¢do, a dose toxigénica de SE de 100 ng ou mais foi
utilizada para calcular a probabilidade cumulativa de eventos de ingestdo. Embora o
estudo tenha identificado a falta de dados necessarios para obter uma melhor avaliacao
quantitativa de risco microbiano, a avaliacdo indicou que a intoxicagao por consumo ¢ de
baixo risco.

Os manipuladores de alimentos colonizados assintomaticos de
Staphylococcus sp. podem desempenhar papel importante na disseminacao dos
microrganismos, principalmente durante o processo de fabricacdo por contaminacdo
cruzada. Todavia, treinamentos perioddicos e intensivos de boas praticas, higiene e saude
dos manipuladores podem reduzir o problema (BENCARDINO et al.,, 2021).

A manipulacao inadequada de alimentos € uma das principais causas de DTA,
diretamente associada aos surtos que ocorrem em ambiente doméstico e/ou servigos de
alimenta¢do. De acordo com o estudo realizado por Nasrolahei ef al. (2017) com 220
manipuladores de alimentos que trabalhavam com diferentes tipos de alimentos; 62,2%
(137) eram portadores de bactérias patogénicas nas unhas, com 46% correspondente ao
S. aureus e 65% (144) apresentavam o microganismo em suas narinas.

Outro fator preocupante no que se refere a contaminagdo por S. aureus
associada aos manipuladores de alimentos est4 relacionado com a transmissao de cepas
resistente a meticilina, conhecidos pela sigla MRSA (do inglés methicillin-resistant S.

aureus).
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Um estudo realizado com manipuladores de alimentos em hospitais
localizados no Nordeste do Brasil, revelou que dos 140 manipuladores, 50% (70)
apresentavam SCP nas maos e narinas, sendo 93% resistentes a penicilina e 28,6% (40)

manipuladores colonizados por MRSA (FERREIRA et al., 2014).

1.3 Fatores de viruléncia associados a Staphylococcus sp.

Os fatores de viruléncia associados a S. aureus podem ser agrupados em duas
classes principais que incluem: (i) os componentes estruturais localizados na superficie
da célula e (ii) os componentes secretados. Combinados, estes fatores favorecem o
patogeno a escapar das defesas do hospedeiro e colonizar, por exemplo, as glandulas
mamarias dos bovinos, podendo estar associados também a danos celulares/teciduais.

Entre os componentes estruturais estdo incluidos os fatores ancorados a
membrana (proteinas de ligacdo ao coladgeno, ao fibrinogénio, a elastina, a fibronectina e
ao acido lipoteicoico), os fatores ligados a parede celular (peptidoglicano, &cido
lipoteicoico, acido teicodico e proteina A) e os fatores associados a superficie celular
(capsula). Os fatores de viruléncia secretados sdo, em geral, toxinas extracelulares [SEs,
toxina 1 da sindrome do choque téxico (TSST-1), Leucocidina Panton-Valentine (PVL),
hemolisinas e esfoliatina] e as enzimas (coagulase, estafiloquinase, DNAase, fosfatase,

lipase, fosfolipase e hialuronidase) (VAUGHN et al., 2020).

1.3.1 Enterotoxinas estafilocdcicas

A nomenclatura para as SEs usada neste trabalho de revisdo segue as regras
propostas pelo International Nomenclature Committee for Staphylococcal Superantigens
Nomenclature (INCSSN). O INCSSN propds que apenas toxinas exibindo atividade
emética apds a administragdo oral em modelo primata sejam designadas como SEs. As
outras toxinas relacionadas sem atividade emética ou ainda ndo testadas para esta
atividade foram recomendadas para serem designadas como "toxina semelhante a
enterotoxina estafilococica” (SE-like; SEl) (LINA et al., 2004). Portanto, conforme possa
provocar emese, as SEs (Tabela 1) podem ser separadas em dois grupos principais, SEs
classicas (SEA a SEE) e novos tipos de proteinas do tipo enterotoxigénico (SEls) (SEG a
SEIX) (ABOLGHAIT et al.,, 2020). As SEls s3o consideradas enterotoxinas por sua
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estrutura molecular, mas ndo demonstram potencial emético em modelos de primatas

como preconizado pela INCSSN (UMEBA et al., 2017).

Tabela 1. Atividade emética, localizagdo genética e massa molecular das enterotoxinas

estafilococicas (SEs).

Nome . . - Massa
SE revisado Atlvld.ade Localizacao Molecular
arbitrariamente emetica do gene (KDa)
SEA + Fago 27,1
SEB + Ilha de patogenicidade 28,4
SEC; + Ilha de patogenicidade 27,5
SEC> + Ilha de patogenicidade 27,6
SEC; + Ilha de patogenicidade 27,6
SECBovino + Ilha de patogenicidade 27,6
SED + Plasmideo 26,9
SEE + Fago 26,4
SEG + Ilha de patogenicidade 27,0
SEH + Cromossomo 25,1
SEI +b Ilha de patogenicidade 24,9
SEJ SELJ + Plasmideo 28.5
SEK SEIK +*a Ilha de patogenicidade 26,0
SEL SEIL +#a Ilha de patogenicidade 26,0
SEM SEIM 42 Ilha de patogenicidade 24,8
SEM SEIN +*a Ilha de patogenicidade 26,1
SEO SEIO +*a Ilha de patogenicidade 26,7
SEIP +*a Fago 27,0
SEQ SEIQ +*2a Ilha de patogenicidade 26,0
SEIR + Plasmideo 27,0
SES + Plasmideo 26,2
SET +b Plasmideo 22,6
SEU SEIU ND Ilha de patogenicidade 27,1
SEU, SEIU, ND ND 27,0
SEIV ND Cluster egc e 27,6
Cromossomo
SEIX ND Cromossomo 19,3

SEA-SEH: enterotoxinas estafilococicas; SEI-SEIX: tipo de toxina semelhante a enterotoxina estafilocdcica;
cluster egc: aglomerados génicos de enterotoxinas (seg, sei, sem, sen e seo, seu); * atividade emética testada por
Omeo et al. (2013) " atividade emética fraca; ND: ndo determinado e/ou relatado.

Fonte: adaptada de Uchiyama et al. (2006), Langley et al. (2015) e Castro, Silva e Teixeira (2018).

As SEs sdo consideradas o fator mais importante ligado a intoxicacao de
origem alimentar pelo género Staphylococcus, sendo estas toxinas geralmente

encontradas no leite e seus derivados (NOURI; AHARI e SHAHBAZZADEH, 2018).
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As SEs consistem em uma superfamilia de 24 proteinas estruturalmente
relacionadas com base na homologia de sequéncia, com pesos moleculares de 22 a 28
kDa, que combinam atividades superantigénicas e eméticas (ARGUDIN; MENDOZA;
RODICIO, 2010). Sao exotoxinas pirogénicas de baixo peso molecular que compartilham
semelhancas funcionais (FOX; JIANG; TINOCO, 2020). Sao soluveis em agua e
solucdes salinas, altamente estaveis e resistentes a condigdes ambientais que destruiriam
facilmente a célula vegetativa produtora. Também resistem a enzimas proteoliticas (e.g.
tripsina, pepsina), enzimas coagulantes (e.g. papaina, renina, quimotripsina) ¢ a baixos
valores de pH, persistindo durante o processo de fabricacdo de queijos e na acidez do TGI
apos a ingestdo (LOIR; HENNEKINNE, 2014; ABOLGHAIT et al., 2020).

A desnaturacao térmica das SEs gera perda da atividade biologica. A poténcia
dessas toxinas diminui gradativamente a partir do aumento da temperatura (HU;
NAKANE, 2014). Alguns surtos resultaram da ingestao de alimentos que foram tratados
termicamente ap6s a producgdo da SE (LOIR; HENNEKINNE, 2014).

Neste contexto, com o objetivo de estudar a influéncia do tratamento térmico
usado na produc¢do industrial de alimentos sobre a viabilidade de S. aureus e suas SEs,
Pepe et al. (2006) inocularam S. aureus produtor de SEA em costeletas de frango
empanadas. A atividade da SEA foi monitorada durante todas as etapas do processo
(preparacdo, cozimento, fritura e armazenamento). Como esperado, os tratamentos
térmicos foram capazes de inativar as células bacterianas (redu¢do de ~ 7 logio UFC/g).
Entretanto, a SEA foi detectada nas costeletas apos cozimento e fritura, indicando assim
que a SEA resistiu ao duplo tratamento térmico a 180°C.

Necidova et al. (2016) inocularam cepas de S. aureus capazes de produzir as
SEs A, B e C em amostras de leite e, em seguida, aplicaram tratamento térmico com
temperaturas de 72°C, 85°C e 92°C por 15s. Ap6s o processamento térmico, todas as SEs
apresentaram redu¢do na sua detecgdo, com valores de 45%, 52% e 87%,
respectivamente. Embora tenha sido observado que as temperaturas de pasteurizacao
possam reduzir parcialmente as SEs, a sua inativacdo depende também da quantidade
presente no alimento.

A dose para que ocorra a intoxicagdo por SE ¢ inferior a 1 pg, um nivel
atingido quando as populagdes de Staphylococcus sp. enterotoxigénicos excedem 5 logio

UFC/g de alimento. Em pessoas mais suscetivel a ingestdo de 0,1 pg pode ser suficiente
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para causar sintomas (ABDEL-HAMEID AHMED et al, 2019; NUNES; CALDAS,
2017).

Os efeitos toxicos das SEs nos primatas apresentam-se como disturbios
entéricos e eméticos. No organismo, algumas SEs agem como superantigenos,
interagindo simultaneamente, de forma atipica, com receptores de células T (TCR) e
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade classe II (MHC-II) nas células
apresentadoras de antigenos, o que leva a uma liberagdo de citocinas, em especial IL1,
IL6 e TNF, e ativacdo inespecifica de linfocitos T, resultando em potencial choque
sistémico e desequilibrio do sistema imunolégico (RUDENKO et al., 2018; ZHANG et
al., 2018).

Os superantigenos ativam uma porcentagem muito maior de células T do que
os antigenos de proteina, resultando em grande quantidade de citocinas pro-inflamatorias,
que podem induzir febre, faléncia de multiplos o6rgdos, incluindo fatores de necrose
tumoral alfa, interleucinas 1B, 2 ¢ 6 (STEWART, 2017). Com relagao a atividade emética,
as SEs interagem com o sistema nervoso entérico estimulando os neurdnios aferentes ou
induzindo a libera¢do de neurotransmissores a partir das células enterocromafins que
resultam em vomitos, diarreia ou em processo inflamatério no intestino (HU; NAKANE,
2014).

A producdo de enterotoxinas € regulada geneticamente por sistemas e
mecanismos de regulacdo génica (AL-NABULSI ez al., 2020). Os genes que codificam
as SEs podem ser carreados por elementos genéticos moveis (MGEs), como os
plasmideos, fagos, ilhas de patogenicidade ou ilhas gendomicas (GUIMARAES et al.,
2013).

Adicionalmente, genes codificantes de SE podem ser encontrados em
aglomerados génicos cromossomiais, como ¢ o caso do cluster egc, que contém os genes
codificantes das enterotoxinas G, I, M, N e O, U comumente encontrados entre isolados
clinicos de S. aureus (VICOSA et al., 2013). Alguns destes genes podem ser regulados
pelo sistema de quorum-sensing denominado agr (do inglés acessory gene regulator), um
dos principais sistemas reguladores que controlam a expressdao de genes de viruléncia
descritos em S. aureus (DUQUENNE, et al., 2016).

Omeo et al. (2013) estudaram a atividade emética de sete SEls (K, L, M, N,
0O, P e Q) em macacos (Macaca fascicularis) e conforme os resultados reportados, todas

SEls estudadas induziram respostas de vomito no intervalo de 1 a 4,5 h apds o


https://www-sciencedirect.ez46.periodicos.capes.gov.br/topics/neuroscience/enterochromaffin-cell
https://www-sciencedirect.ez46.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/enteritis
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experimento, embora o nimero de macacos afetados por estas enterotoxinas fosse
significavamente menor do que o numero de macacos afetados apds consumir SEA ou
SEB. A analise dos resultados sugere que as SEls apresentaram atividade emética, embora
em menor extensao que as SEs, portanto, podem desempenhar algum papel na intoxicagdo
alimentar. Uma justificativa plausivel para que as SEls, analisadas no estudo citado
anteriormente, ainda ndo serem classificadas como SE, pode ser pelo fato da toxina nao
apresentar efeito emético em primatas a menos que doses extremamente altas sejam
consumidas.

Outra limitagdo para reclassificar SEls em SEs pode estar relacionada a falta
de elucidagdo do mecanismo de atividade emética em modelo primata, devido a restri¢ao
do uso de macacos na investigacdo de SEs pelo alto custo, pela disponibilidade dos
animais e questdes ¢ticas (HU; NAKANE, 2014), além de ndo existirem estudos
conclusivos de sua atividade emética em humanos.

Zhang et al. (2018) reportaram duas novas enterotoxinas a partir das espécies
Staphylococcus argenteus e Staphylococcus schweitzeri recentemente reconhecidos
como novas espécies intimamente relacionadas com S. aureus. As proteinas relacionadas,
designadas como toxina semelhante a SE 26 (SE126) ¢ 27 (SEI27), foram identificadas e
caracterizadas. Na pesquisa realizada por Suzuki et al. (2020) uma nova enterotoxina
(SE02) foi identificada a partir de duas cepas de S. aureus (Tokyo12480 e Tokyo12482)
que foram isoladas de um surto ocorrido em Toquio no ano de 2004. A nova SE02 possui
bioatividade superantigénica e emética apresentando resisténcia ao aquecimento (fervura
a 100°C) e a digestdo com pepsina.

A intoxicacdo alimentar, no caso de lacteos, pode ocorrer pela ingestdo de
leite cru ou produtos derivados do leite contaminados com as SEs pré-formadas no
alimento. O aumento da frequéncia de cepas de S. aureus enterotoxigénicas em produtos
lacteos podem acarretar sério risco a saude dos consumidores (ABDEEN et al., 2020). A
enterotoxina A (SEA) ¢ reconhecida como a principal enterotoxina causadora de
intoxicagao alimentar em humanos em todo o mundo (HU, NAKANE, 2014; ARGUDIN,
MENDOZA, RODICIO, 2010). Nesse contexto, em um estudo realizado por Rosengren,
Lindblad e Lindqvist (2013) foi detectada a presenga de SEA quando os niveis de S.
aureus estavam acima de 6,8 logio UFC/mL em amostras provenientes de queijo. Abdeen
et al. (2020) detectaram alta prevaléncia de SEA, SEB e SED em amostras de leite cru no

Egito. Rodrigues et al. (2017) detectaram genes de enterotoxinas em amostras de diversos
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queijos, onde o gene seh (codificante da enteroxina H; SEH) foi o mais encontrado,
seguidos pelos genes codificantes das enteroxinas SEIX e SER.

No estudo conduzido por Candido et al. (2020), na cadeia produtiva de
queijos do tipo Minas Frescal convencional e organico, foi detectada a presenca de
isolados de Staphylococcus sp. carreando genes codificantes de enterotoxinas, se
destacando o gene seg (codificante da enteroxina G; SEG) em 35,8% dos isolados,
seguidos pelo gene sei (codificante da enteroxina I; SEI) (21,1%), ndo sendo verificada
diferengas entre as amostras de tipologia organico e convencional. Os principais pontos
criticos de transmissdo de S. aureus na cadeia produtiva de queijos sdo o processo de
salmoura, os utensilios utilizados (ex.. lira) e o tipo de leite (cru e/ou pasteurizado)
(CANDIDO et al., 2020).

A alta diversidade de isolados portadores de genes de enterotoxina demonstra
reais motivos de preocupagdo com a seguranga na producdo dos queijos artesanais.
Contudo, apenas a presenca de genes enterotoxigénicos ndo indica necessariamente a
capacidade do microrganismo de produzir a toxina biologicamente ativa e suficiente para
provocar manifestagdes clinicas (MCLAUCHLIN et al., 2000).

Nesse sentido, Mehli ef al. (2017) analisaram diversos produtos lacteos e
identificaram em 72 isolados de S. aureus que 87,5% (63) apresentavam genes
codificantes para as enterotoxinas C (SEC), SEG e SEH.

Ainda nesse contexto, durante a avaliacdo microbiana da seguranca do queijo
artesanal do Serro, por abordagens genotipicas e fenotipicas, Andretta et al. (2019) nao
detectaram a presenca de SEs classicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) ou de genes
codificantes dessas enterotoxinas, o que nos sugere que boas praticas de ordenha e
condi¢des adequadas de processamento dos produtos artesanais pode diminuir os riscos
de contaminacao na cadeia produtiva de produtos lacteos.

Os resultados encontrados no estudo de Chieffi ef al. (2020) sugerem que
novas SEs sdo fonte potencial de surtos, portanto, a deteccdo de SEs em alimentos,
especialmente nos envolvidos em casos de intoxicagao, deve relacionar ndo apenas as SEs
classicas, mas também todos os tipos de novas enterotoxinas (SEls) identificadas. Para
isto, € necessario usar métodos capazes de detectar a producao de todos os tipos de SEs e

SEls conhecidas até o momento.

1.3.2 Métodos para determinacio de enterotoxinas estafilocdcicas
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Diversos métodos sdao usados para detectar enterotoxinas de origem
bacteriana nos alimentos: bioensaios, métodos moleculares e técnicas imunoldgicas
(HENNEKINNE et al, 2010, CRETENET; EVEN; LOIR, 2011). Os bioensaios sdo
baseados na capacidade da amostra do alimento suspeito de contaminagdo induzir os
sintomas caracteristicos da intoxica¢do, como emese, sintomas gastrointestinais, ou acao
superantigénica em culturas de células (LOIR; HENNNEKINNE, 2014).

Historicamente as SEs foram detectadas com base na sua atividade emética
em primatas, felinos e modelos animais como o musaranho doméstico (Suncus murinus),
através de testes intraperitoneiais. Uma desvantagem dessa técnica é que os sintomas
aparecem quando a dose de SEs administrada nos animais apresentam-se acima de 2,3
mg; uma quantidade considerada maior que aquelas envolvidas em intoxicacdo alimentar
humana, ndo sendo, portanto, uma técnica para caracterizar surtos com precisdo (LOIR;
HENNNEKINNE, 2014).

As SEs s3o produzidas em pequenas quantidades em queijos (geralmente <
0,1 ng/g), contudo, esse produto altamente protéico pode interferir nos ensaios de
deteccao (CRETENET; EVEN; LOIR, 2011). Deste modo, diferentes métodos vém sendo
desenvolvidos para a detec¢do e identificagdo de SEs em produtos lacteos (Tabela 2) e,
dentre os principais métodos rapidos e sensiveis, alguns sdao baseados em ensaios de
imunoabsor¢do enzimatica (do inglés Enzyme Linked Immunosorbent Assay; ELISA)
(NOURI; AHARI; SHAHBAZZADEH, 2018). A tecnologia imunologica tem alta
especificidade e eficiéncia e ndo carece de equipamentos complexos. A limitagdo dos
testes ELISA, neste caso, consiste na falta de anticorpos especificos de enterotoxinas que
permitam a identificacdo de todas as SEs existentes (LOIR; HENNEKINNE, 2014) e
ainda apresenta a desvantagem de provaveis resultados falsos positivos durante a

deteccao (ZHAO et al., 2020).
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Tabela 2. Métodos (ndo exaustivo) para detec¢ao de genes e/ou enterotoxinas estafilococicas (SEs/SEIs) em leite e produtos lacteos.

Produto Método SEs ou gene Pais Referéncia
Leite LFIA SEA India Upadhyay e Nara (2018)
Leite cru qPCR selo, seg, sei, selm, seln, selu, Italia Fusco et al. (2011)
Leite cru PCR multiplex sea, sec, sed, ser, seg, seh, sei, seij, seip  Polonia Rola et al. (2015)
Leite cru PCR simples ¢ PCR sei, seg [ndia Mahanti et al. (2020)
multiplex
Leite cru Eletroforese e ELISA SEA Ira Nouri ef al. (2018)
Leite cru e queijo mole PCR simples seg, sei, sem, sen, seo, seu Brasil Vigosa et al. (2013)
Leite cru e sorvete PCR multiplex sea, seb, sed Egito Abdeen et al. (2020)
Leite cru, queijos e soro PCR simples sec, seg, seh Noruega Mehli et al. (2017)
de leite
Leite e produtos lacteos ~ PCR simples e ELISA sea, seb, sed Egito  Abdel-hameid Ahmed et al. (2019)
Leite fluido e em po AlphaLISA SEB China Zhao et al. (2019).
Queijo Minas g-PCR sea, seb, sec, sed Brasil Castro et al. (2020)
Queijo Serro PCR simples ¢ ELISA sea, seb, sec, sed, see Brasil Andretta et al. (2019)
Queijo Minas Frescal PCR simples seg, sei, seb, sec, sed, sej, seh, mar Brasil Candido et al. (2020)
organico
Quetjos diversos PCR simples sea, seb, seh Brasil Farias et al. (2019)
Queijos diversos PCR multiplex sea, seb, sed, selj, seg, sei ser, mar, Italia Johler et al. (2018)
ser, seg, seh, selj, selp
Queijos Minas Frescal PCR multiplex seh, seio Brasil Ferreira et al. (2016)
Queijos semiduros qPCR sea, seb, sec, sed Franga Duquenne et al. (2016)

PCR: Reagdo em cadeia da polimerase; qPCR: PCR quantitativa em tempo real; ELISA: Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica; AlphaLISA: Amplified luminescent proximity
homogeneous assay; LFIA: Imunoensaio rapido de fluxo lateral.
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Dentre as técnicas de ELISA desenvolvidas, Zhao et al. (2019) testaram um
método denominado de AlphalISA (do inglés Amplified Luminescent Proximity
Homogeneous Assay) que demonstrou ser sensivel, especifico e rapido para a deteccao de
SEB. Além disso, em amostras de alimentos, esse método respondeu satisfatoriamente ao
efeito matriz do alimento. Quando comparado com o ELISA, o AlphalLISA supera o
impedimento estérico da SEA, que ¢ um fator limitante na detec¢do imune de SEs nos
sobrenadantes de cultura de S. aureus.

M¢étodos de espectrometria de massa (MS) quantitativa foram desenvolvidos
e demonstraram potencialidade para superar limitagdes dos métodos ELISA para detectar
e quantificar SEs. No entanto, seu custo por analise desfavorece o método. Segundo Loir
e Hennekinne (2014), os métodos por MS ndo se consolidaram como escolha na andlise
de rotina, mas apenas para confirmagdo de surtos relacionados a SEs.

Os métodos moleculares sdo baseados na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Estes métodos detectam regides de genes que codificam as SEs em cepas isoladas
de alimentos contaminados, informando a preseng¢a ou auséncia de genes que codificam
SEs. Porém, eles ndo fornecem qualquer informacao sobre a expressdo dos genes alvo
nos alimentos, ndo podendo ser utilizado como Unico método para confirmar, por
exemplo, a producdo da enterotoxina ou da cepa de S. aureus potencialmente responsavel
pelo surto alimentar (LOIR; HENNEKINNE, 2014).

Em geral, métodos moleculares sdo os mais utilizados para a detec¢do dos
genes codificantes de SEs e genes para identificacdo da espécie em produtos lacteos. Os
métodos de PCR simples ou multiplex foram projetados para a triagem de genes que
codificam cada enterotoxina. Essa abordagem requer conjuntos de iniciadores especificos
direcionados a cada gene (RODRIGUEZ et al., 2016).

O M¢étodo Europeu de Triagem (ESM) com base na extragdo, concentracao
por didlise e detec¢do imunoquimica qualitativa tem como alvo principal cinco SEs (SEA,
SEB, SEC, SED e SEE), porém, ndo ¢ capaz de distinguir entre elas, sendo necessario
analisar a amostra com um método confirmatério, como por exemplo, o método ELISA.
No entanto, como ja mencionado, o método ELISA pode gerar resultados falsos positivos
por interferéncias decorrentes da matriz alimentar ou causadas por enzimas endogenas,
como a fosfatase alcalina e a lactoperoxidase do leite cru (ZELENY et al., 2015).

Upadhyay e Nara (2018) relataram um método de crescente interesse para
detec¢do rapida de SEs, denominado de imunoensaio rapido de fluxo lateral (LFIA). O

ensaio fundamenta-se no formato sanduiche e utiliza dois anticorpos monoclonais
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especificos contra a SE, um dos quais ¢ marcado com nanoparticulas de ouro e o outro é
imobilizado na linha de controle. O método pode ser adequado para testar presenga de
SEA em amostras de leite, com facil execugao, reprodutibilidade e estabilidade a 4°C,
sendo ainda rapido e eficaz sem necessidade de pré-incubagdo com amostras controle de
toxinas.

No desenvolvimento de métodos para deteccdo de SEs, Zeleny et al. (2015)
destacaram a importancia do estudo de materiais de referéncia (RM) para medi¢des
precisas da SEA de S. aureus em alimentos. Os RM consistem em toxinas ¢ materiais
matriciais que contém uma ou mais toxinas em diferentes niveis nas matrizes alimentares,
como queijo, leite ou presunto. Dentro dessa abordagem, os autores realizaram um estudo
que possibilitou prever a caracteristica do RM e a atribuicao de valor de SEA em niveis
inferiores a ng/g em matrizes de queijo, constituindo um passo importante para o
desenvolvimento de um RM certificado para SEA.

A deteccdo e quantificagdo de SEs em produtos lacteos, especialmente na
matriz queijo, sdo exigidas por diversos 6rgaos regulatorios, como pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria brasileira (ANVISA), através da Instrucdo Normativa n° 161, de
01 de julho de 2022, que se aplica de maneira complementar a RDC n° 724 de 01 de julho
de 2022 que abrange toda a cadeia produtiva de alimentos e define os padrdes
microbioldgicos para alimentos e sua aplicagdo (BRASIL, 2022).

A detecgdo da enterotoxina nos alimentos ¢ a forma mais conclusiva para
associar a presenca da toxina ao consumo de determinado alimento causador da
intoxica¢do. Nesse sentindo, uma série de métodos imunologicos comerciais para

detecgdo de enterotoxinas nos alimentos foram desenvolvidos (Tabela 3).
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Tabela 3. Kits imunologicos comerciais para detecgao de enterotoxinas estafilococicas
em alimentos.

Kit Método Fabricante (pais)
SET-RPLA Aglutinagdo em latex de Denka Seiken (Japao)
fase reversa
SET-EIA ELISA Toxin Technology (EUA)
TECRA ELISA Biointerprises (Australia)
TRANSIA PLATE ELISA Diffchamb (Suécia)
RIDASCREEN SET ELISA Biopharm GmbH (Alemanha)
VIDAS SET ELISA BioM¢érieux AS (Franga)

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay.
Fonte: adaptado de Pimenta-Martins ef al. (2013).

Dentre os métodos imunolédgicos, o ELISA sanduiche ¢ o mais utilizado, pela
disponibilidade comercial dos reagentes no formato monovalente e polivalente, o que
significa que, tanto pode ser usado para o screening de enterotoxinas, como para
identificacdo de uma SE especifica. Kits ELISA comerciais para detec¢do de SEs A e E
sdo acessiveis e de baixo custo. Os kits baseados em anticorpos monoclonais eliminam a
reatividade cruzada que pode ser observada entre SEs semelhantes (e.g. SEA e SEE). Os
testes apresentam como limite de detec¢do em média 0,1 a 1,0 ng de enterotoxina por
grama de alimento (STEWART, 2017).

Testes de aglutinacdo passiva reversa com sensibilidade de 0,5 ng/mL estao

também disponiveis comercialmente.

1.4 Staphylococcus aureus resistente aos antibioticos

S. aureus foi classificado pela World Health Organization (WHO) como um
dos patdgenos prioritarios por representar uma ameaca a saude humana em termos da
multirresisténcia a agentes antimicrobianos (WHO, 2017).

Dois mecanismos de resisténcia diferentes sdo responsaveis pela resisténcia
aos agentes do grupo dos B-lactamicos nos estafilococos: (i) inativacao enzimatica por 3-
lactamase codificada por gene blaZ que confere resisténcia as penicilinas, exceto
isoxazolil-penicilinas, e (ii) modificagdo do sitio de acdo dos beta-lactimicos (PBPs da
parede celular) pelos produtos génicos do mecA ou mecC (PBP2A) (WENDLANDT et
al., 2013).
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A resisténcia as penicilinas estaveis a penicilinases, também denominada
resisténcia a meticilina ou oxacilina, se manifesta como sendo resisténcia a praticamente
todos os agentes antimicrobianos do grupo dos P-lactamamicos, incluindo as
cefalosporinas e carbapenémicos, com exce¢ao das cefalosporinas de quinta geragao, que
permanecem, até o momento, ativas contra S. aureus resistentes a meticilina (MRSA),
como, por exemplo, a ceftarolina (ONICIUC et al., 2017).

As primeiras cepas clinicas de MRSA comecgaram a ser detectadas no inicio
dos anos 1960, logo apods a introdugdo da meticilina e outras penicilinas semissintéticas
na clinica. A resisténcia dos MRSA esta relacionada a aquisi¢do de um fragmento de
DNA, denominado cassete cromossomico estafilococico mec (SCCmec), que carreia
o gene mecA, responsavel por codificar uma proteina com baixa afinidade de ligagdo anel
B-lactamico, denominada de PBP2A (Penicillin Binding Protein 2A). A sintese da PBP2a
permite que as bactérias sintetizem a parede celular bacteriana mesmo na presenca de 8-
lactamicos, conferindo a resisténcia a praticamente todos os antimicrobianos desta classe
(CHATTERIJEE; OTTO, 2013).

Em 2011, um homologo do mecA4, designado como mecC, foi encontrado em
isolados de humanos e animais, despertando o interesse para a microbiologia humana e
veterinaria (DIAZ et al., 2016). Este homologo apresenta dificuldade de diagnostico, com
o potencial de ser erroneamente diagnosticado como sensivel a meticilina, podendo por
sua vez apresentar consequéncias graves para pacientes e para a vigilancia de MRSA
(GARCIA-ALVAREZ et al, 2011). OmecCestd localizado em um
novo cassete SCCmec tipo XI e exibe 69% de homologia com mecA4 e 63% de identidade
com o PBP2a codificado por mec4 (PATERSON; HARRISON; HOLMES, 2014).

MRSA causam importantes infeccdes nosocomiais € comunitarias e
representam atualmente cerca de 60% dos S. aureus isolados de pacientes hospitalizados
em paises como EUA e Brasil (REIS et al, 2020). Esta percentagem ¢ extremamente
variavel no mundo. Em geral, paises em desenvolvimento tem taxas maiores que paises
desenvolvidos. Estudos em paises da América latina demonstraram incidéncia superior a
90% de MRSA entre os S. aureus isolados (RODRIGUEZ-NORIEGA et al., 2010). No
Canada indices de 23% foram descritos (ZHANEL et al., 2013).

Nos tltimos 20 anos, tem sido marcante o surgimento de casos de infecgoes
fora do ambiente hospitalar, envolvendo cepas de MRSA associadas a comunidade ou
adquiridas na comunidade (denominadas CA-MRSA, do inglés Community-acquired S.

aureus). Estas sdo consideradas uma ameaca a saude publica por serem facilmente
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disseminadas por portadores considerados saudaveis e por apresentarem um potencial
aumentado de viruléncia quando comparado as cepas nosocomiais (HERRERA;
GARCIA-LOPEZ; SANTOS, 2016).

Segundo Rimoldi et al. (2018) e Abolghait et al. (2020) a incidéncia de
infecgdes por CA-MRSA aumentou entre a populacdo em geral nas ultimas décadas. No
estudo de Rodrigues et al. (2017) foi relatada a presenca de isolados CA-MRSA em
amostras de leite cru e queijos.

O surgimento de S. aureus resistentes aos antibidticos no ambiente agricola
pode estar associado principalmente a pressdo seletiva exercida pelo uso consolidado de
antimicrobianos para tratar infec¢des como, por exemplo, a mastite bovina.

O risco de aparecimento e de transmissdo de patdogenos resistentes aos
antimicrobianos pode aumentar em decorréncia do uso excessivo de medicamentos nos
animais, seja como promotor do desenvolvimento zootécnico ou para prevenir e/ou tratar
doengas infecciosas (ZEINHOM; ABED, 2021). Alguns exemplos sdo as tetraciclinas,
aminoglicosideos, macroélideos e sulfametoxazol, principais farmacos para uso
terapéutico em animais produtores de alimentos (ROLA et al., 2015).

Quando se trata de transmissdo via alimentos, o surgimento de MRSA
colonizando de forma assintomatica ou causando infec¢cdes em animais produtores gera
potencial disseminacdo pela cadeia produtiva (DOULGERAKI et al, 2017; MAMA et
al., 2019).

Embora o isolamento de MRSA proveniente de matérias primas de origem
animal e alimentos associados seja relatado, DTA por MRSA ainda foram pouco
descritas (HERRERA; GARCIA-LOPEZ; SANTOS, 2016). Os alimentos que mais se
destacam como via de transmissdo sdo o leite cru e os produtos lacteos produzidos a partir
de leite cru (CHAJECKA-WIERZCHOWSKA; ZADERNOWSKA; GAJEWSKA,
2019).

Conforme pesquisa realizada por Titouche et al. (2019), amostras de leite cru
demostraram que a maioria dos isolados apresentou resisténcia a penicilina G e a
tetraciclina, com a presenca de algumas cepas MRSA.

Amostras de leite cru do Egito também revelaram a presenca de isolados
MRSA (ZAYDA et al.,, 2020). Outros trabalhos relataram ainda diversos perfis de
resisténcia a antimicrobianos em leite cru (ROLA et al., 2015; JAMALI et al., 2015).
Produtos lacteos na Gra-Bretanha demonstraram a prevaléncia de MRSA com genes

mecC (PATERSON et al., 2013).
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Abdeen et al. (2020) confirmaram a presenga de isolados de MRSA em
amostras de leite e sorvete com resisténcia a sulfametoxazol + trimetoprim, tetraciclina,
norfloxacina, penicilina e cefradina, apresentando, no entanto, sensibilidade a
gentamicina e vancomicina.

Moura et al. (2018) identificaram a presenga de MRSA em amostras de leite
de cabra no estado de Ohio (EUA). Aragdo et al. (2019) relataram a presenga de genes
blaZ e de resisténcia a meticilina em cepas de S. aureus em queijos artesanais tipo coalho
feitos com leite de cabra produzidos no nordeste do Brasil.

Em trabalho publicado por Herrera et al. (2016) foram detectadas cepas de
CA-MRSA em queijo Doble Crema na Colombia, indicando contamina¢ao humana como
vetor. Os isolados apresentaram resisténcia a cefoxitina, oxacilina, penicilina e
ampicilina (caracterizando-os como MRSA) e foram sensiveis a todos os antibidticos ndo
B-lactamicos testados. Achados semelhantes com amostras de leite de diferentes espécies
na Jordania revelaram a resisténcia dos isolados de S. aureus a um grande nimero de
antimicrobianos, dentre eles, penicilina, ampicilina, clindamicina, tetraciclina,
gentamicina, rifampicina, eritromicina, cefotaxima, doxiciclina, amoxicilina + acido
clavulanico, cloranfenicol, sulfametoxazol + trimetoprim e ciprofloxacina (OBAIDAT et
al., 2018).

O estudo de Klibi et al. (2018) relatou que SCN isolados de leite
demonstraram resisténcia a meticilina e os isolados carreavam o gene mecA e genes de
resisténcia para eritromicina e tetraciclina. Consequentemente, a presenca de cepas SCN
multirresistentes a antimicrobianos encontradas em ambiente de processamento de
laticinios, também ¢ uma preocupagdo para a cadeia de produg¢do de alimentos
(RODRIGUES et al., 2017).

Em geral, a implementacdo das BPF ¢ fundamental para reduzir o risco de
disseminagdo de bactérias resistentes a antimicrobianos em toda a cadeia de produgdo
(ALVES et al., 2018), aliado a estudos de avaliagdo e monitoramento da resisténcia e da

viruléncia dos isolados de estafilococos.

1.4.1 Métodos para avaliacio da sensibilidade antimicrobiana e identificacio dos
genes de resisténcia a antimicrobianos em Stapylococcus sp.

Viarios métodos foram descritos para determinar a resisténcia antimicrobiana

em Staphylococcus sp. Entre os métodos fenotipicos, a técnica de disco-difusdo em agar


https://www-sciencedirect.ez46.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/virulent-strains

42

(meio de cultura s6lido) e a microdilui¢do em caldo (meio de cultura liquido) sdo os mais
comumente utilizados para realizar o teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA)
para cepas de origem alimentar. Entre os métodos genotipicos, destacam-se os baseados
na deteccao dos genes de resisténcia especificos (KADLEC et al., 2015).

Na metodologia de disco-difusdo em agar, o crescimento da bactéria pode ser
impactado dependendo do seu potencial de sensibilidade e da difusdo do antimicrobiano
no agar. Como resultado, zonas de inibi¢dao de crescimento bacteriano podem aparecer
com diferentes didmetros em torno do disco impregnado com uma concentragao
determinada do antibidtico teste, sendo, portanto, as bactérias classificadas como
sensivel, resistente ou sensivel aumentando a exposi¢cdo (antiga classificacdo como
resisténcia intermedidria) ao agente antimicrobiano testado (KADLEC et al., 2015).

O teste de disco difusdao ¢ um método de baixo custo, facil de realizar e
avaliar, porém, com a desvantagem que sdo qualitativos, ou seja, sem determinagdo da
concentragdo minima inibitoria (MIC). Em contrapartida, outro teste baseado em difusdo
do antimicrobiano em agar, denominado comerciamente de E-test, apresenta custo mais
elevado, embora permita a determinacdo do MIC. No E-test, uma tira contendo um
gradiente de concentragdo do agente antimicrobiano a ser testado € colocada sob o agar
contendo a bactéria teste. Apds incubagdo, ¢ possivel reportar a MIC onde a zona
inibitoria de crescimento intercepta a tira em concentragdo especifica do antimicrobiano
do E-test.

Os métodos de diluigao em caldo sao testes de sensibilidade antimicrobiana
que permitem a determinacdo do MIC e podem ser realizados em escala micro (quando
em placas de microdiluicdo) ou macro (quando em tubos de ensaio). As bactérias podem
ser classificadas como sensiveis, resistentes ou sensivel aumentando a exposicdo aos
agentes antimicrobianos testados.

Adicionalmente, o método de MALDI-TOF-MS (do inglés matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-flight mass espectrometry) também pode ser utilizado,
em protocolos especificos, para deteccdo de resisténcia antimicrobiana, quando por
exemplo, prediz se a bactéria produz enzimas que hidrolisam os antibidticos como
carbapenemases e beta-lactamases de espectro estendidas (do inglés Extended-Spectrum
Beta-Lactamases; ESBLs) (MARCH-ROSSELLO, 2017).

Os testes genotipicos fornecem informagdes sobre quais genes de resisténcia
estdo presentes no genoma de um isolado bacteriano. Em estafilococos sabe-se que

diferentes genes de resisténcia podem estar associados a um ou mais fenotipos de
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resisténcia, como, por exemplo, os genes de resisténcia ermA, ermB, ermC e ermT. Estes
genes conferem resisténcia a macrolideo, lincosamida e streptogramina B, podendo
ocorrer sozinhos ou em diferentes combinagdes por isolado (WENDLANDT et al., 2013).
Para detectar genes de resisténcia presentes no genoma, duas abordagens
principais sdo usadas: (i) métodos baseados em amplificacdo de segmentos de DNA
codificantes de genes de resisténcia (PCR e suas variagdes) e (ii) analise de expressao por
microarranjos de DNA. A desvantagem desses métodos € que apenas as sequéncias de
nucleotideos conhecidas podem ser detectadas. Os métodos da abordagem (i) acima
precisam ser complementares aos testes de sensibilidade fenotipicos por ndo apresentam
informagdes se o gene detectado ¢ funcionalmente expresso (KADLEC et al., 2015).
Diferentes estudos realizaram a identificagdo de genes de resisténcia a

antibioticos dos isolados de MRSA em amostras de leite e derivados (Tabela 4).
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Tabela 4. Métodos de detecgao de genes de resisténcia a antibidticos de isolados de Staphylococcus sp. em leite e produtos lacteos.

Produto Microrganismo Gene Método Referéncia
Leite S. aureus mecA PCR Mahanti et al. (2020)
Leite S. aureus mecA gPCR Parasi et al. (2016)
Leite S. aureus mecA PCR multiplex Titouche et al. (2019)
Leite S. epidermidis mecA e blaZ PCR Klibi et al. (2018)
S. xylosus, S.
Leite mecC PCR Paterson et al. (2013)
epidermidis
Leite bovino, ovino e caprino S. aureus mecA PCR Papadopoulos et al. (2019)
Leite caprino S. aureus mecA PCR Angelidis et al. (2020)
Leite cru e queijos S. aureus mecA, erma, ermC e tetK PCR multiplex Rodrigues et al. (2017)
Leite e produtos lacteos S. aureus mecA PCR multiplex Basanisi et al. (2017)
Quetjo tipo coalho caprino S. aureus blaZ PCR Aragdo et al. (2019)
Quetjos diversos S. aureus femA PCR multiplex Ferreira et al. (2016)

PCR: reagdo em cadeia da polimerase; qPCR: PCR quantitativa em tempo real; MLST: tipagem de sequéncia multilocus; spa: tipificagdo do gene da proteina A estafilococica
especifica de S. aureus; SCCmec: tipificagcdo do cromossomo estafilococico do cassete mec; PFGE: eletroforese em gel de campo pulsado.
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Strommenger et al. (2003) descreveram uma PCR multiplex para detec¢ao
simultdnea de nove genes de resisténcia a antibioticos clinicamente relevantes para S.
aureus. Os fragmentos amplificam simultaneamente mecA4 (que codifica a resisténcia a
meticilina), aacA-aphD (resisténcia aos aminoglicosideos), tetK, tetM (resisténcia a
tetraciclina), erm(A), erm(C) (resisténcia ao macrolideo-lincosamida-estreptogramina
B), vat(A), cuba(B) e cuba(C) (resisténcia a estreptogramina A) . Ensaios de PCR
multiplex proporcionam identifica¢do rapida, simples e precisa dos perfis de resisténcia
a antibioticos, podendo ser usados em diagnodsticos clinicos € em estudos epidemioldgicos
de vigilancia.

A deteccao de genes de resisténcia especificos também pode ser acoplada a
deteccao de marcadores especificos da espécie, tal como descrito por Wang et al. (2014),
onde a PCR multiplex em tempo real foi usada para detectar de forma simultanea
sequéncia 16SrRNA para S. aureus e os genes nuc e mecA para resisténcia a meticilina,
incorporando trés sondas TagMan especificas do alvo marcadas com diferentes
fluoroforos (Cy5, HEX e FAM).

Quanto ao método de microarranjos de DNA, pode ser usado para avaliar a
expressao génica, sendo capaz de detectar um grande numero de genes de resisténcia de
forma simultdnea. No entanto este teste apresenta-se consideravelmente oneroso e

trabalhoso de realizar, e por isso nao € realizado de rotina (KADLEC et al., 2015).

1.5 Fatores de inibicdo de Staphylococcus sp. em queijos

Os queijos artesanais brasileiros caracterizam-se pelo uso de leite cru e em
alguns casos, pelo uso de culturas iniciadoras naturais (soro-fermento), conhecidas no
Brasil como “pingo”. O processo de fabricacdo baseia-se em técnicas tradicionais
desenvolvidas através dos séculos pelos queijeiros, com influéncias ambientais e
socioculturais (KAMIMURA et al, 2019). Os queijos artesanais possuem uma
microbiota diversa e complexa e o consortium microbiano desempenha papel importante
durante a maturagdo com relagdo a biosseguranga pela acdo na modulagdo do
desenvolvimento de patogenos (ALMEIDA et al., 2020; PINEDA et al., 2020; TILOCCA
et al., 2020).

Um componente importante da microbiota sdo as BAL que participam
ativamente dos processos que definem as caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e

microbiologicas dos queijos (DE DEA LINDNER et al., 2008).
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Das varias interagdes microbioldgicas presentes nos queijos, a interacao entre
as BAL e o S. aureus sdo as mais relevantes (SILVA et al., 2020). O uso de culturas
bacterianas protetoras representa uma intervencao potencial para aumentar a seguranca
dos produtos lacteos, sendo que a maioria dessas culturas pertencem ao grupo das BAL
(ALJASIR; D’AMICO, 2020).

Aljasir e D’Amico (2020) investigaram o potencial de culturas protetoras
adicionadas ao leite cru para controlar o crescimento de S. aureus e impedir a produgdo
de SEs. Os resultados do estudo demonstraram que biotipos de Hafnia alvei,
Lactiplantibacillus plantarum e Lactococcus lactis inibiram o crescimento de S. aureus
apos a producao do queijo.

A adicdo de culturas protetoras a produtos fermentados ndo requer rotulagem
adicional, podendo atender a demanda atual dos consumidores por alimentos ‘“clean
label”. O biocontrole por BAL pode ser considerado uma alternativa viavel ao uso de
agentes quimicos nos alimentos, porém, os mecanismos desse antagonismo ainda ndo
foram completamente elucidados. Para que a estratégia de biopreservacido seja bem-
sucedida ¢ crucial entender como os microrganismos-alvo, especialmente os patogenos,
sdo afetados em niveis fenotipicos e moleculares (VICOSA et al., 2019).

Nesse sentindo, algumas abordagens de microbiologia preditiva podem ser
usadas para modelar as interagdes microbianas em matrizes reais, como por exemplo na
producio de queijos artesanais feitos com leite cru (VALIK, ACAI; MEDVEDOVA,
2018).

Levando em consideragdao os fatores intrinsecos, o pH minimo para a
multiplicagdo de S. aureus nos queijos esta situado na faixa de pH préximo a 5.0. O leite
cru possui pH em torno de 6.5, o que favorece o crescimento dessas bactérias, indicando
que a contaminag¢ao pode ocorrer nos estagios iniciais da fabricacdo dos queijos, como na
etapa de fermentacao do leite e obtengao da coalhada, ou seja, quando as BAL autdctonas
estdo na fase lag e o &cido latico ainda ndo foi produzido eficientemente para acidificar o
meio e suprimir a multiplicagdo dos patogenos (ACAI et al., 2014).

Na etapa inicial da matura¢do dos queijos, hd maior prevaléncia de BAL,
principalmente dos géneros Lactococcus, Streptococcus e Lactobacillus. A capacidade de
produzir acidos organicos a partir da fermentag¢ao dos agucares, além de provocar redugao
do pH, altera o potencial de oxi-redugdo. Além disso, outros produtos como o peroxido
de hidrogénio, dioxido de carbono, acetaldeido, diacetil e bacteriocinas produzidas por

BAL potencialmente inibem a multiplica¢do de patégenos (PINEDA ef al., 2020). Ainda,
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Silva et al. (2020) e Yolmeh, Khomeiri e Ghaemi (2020) relataram que a presenca de
BAL pode ser capaz de alterar a expressdo génica de SEs em matrizes alimentares.

A concentragdo de sal dos queijos também pode afetar a expressdo de genes
de SEs. O numero de S. aureus no queijo e a produgao de SEs depende ainda de fatores
como a natureza e a concentracao do consortium microbiano, as condi¢des de temperatura
para a multiplicacdo favoravel, em geral, entre 10 e 46°C, a atividade de 4gua (aw) entre
0,86 ¢ 0,99, as diversas pressdes tecnoldgicas utilizadas na fabricagdo, o tipo de leite
utilizado (cru ou termicamente processado), o potencial redox (-100 a +200 Mv) e as
possibilidades de contaminagdo durante o processo (FOX, JIANG; TINOCO, 2020, AL-
NABULSI et al., 2020; SCHELIN et al., 2011).

Oleos essenciais botanicos com propriedades antimicrobianas tém despertado
o interesse para uso em alimentos como alternativa antibacteriana natural, como fonte
para controlar a contaminagdo por bactérias multirresistentes e atender a demanda dos
consumidores por alimentos seguros (ZHU et al., 2021).

Zeinhom e Abed (2021) avaliaram a eficacia do 6leo de tomilho (7Thymus
vulgaris) no controle de S. aureus em queijos. Os resultados demonstraram que o 6leo na
concentragdo de 2% reduziu significativamente S. aureus no queijo Egipcio Kareish
durante o armazenamento refrigerado a 4°C por 28 dias.

Quanto a utilizacdo de peptideos antimicrobianos produzidos por
Staphylococcus sp., denominados de estafilococinas, Farias et al. (2019) investigaram o
uso potencial para prevenir e/ou reduzir a contaminagdo por S. aureus em queijo tipo
Minas Frescal com teor reduzido de sodio. A atividade antiestafilococica testada nos
queijos demonstrou que trés tipos de estafilococinas, aureocina AS53, Pep5 e lisostafina
apresentaram atividade litica contra cepas enterotoxigénicas e com resisténcia a
antibidticos B-lactamicos. A lisostafina apresentou a melhor atividade inibitéria,
reduzindo consideravelmente o nimero de células viaveis. O resultado do estudo sugeriu
que as estafilococinas podem ser uma alternativa viavel de aplicacdo na industria de
queijos quanto aos aspectos de biopreservagdo. Contudo, a aplicacdo industrial requer
extensa investigacdo quanto a seguranga na aplicacdo destas substincias em alimentos.

A expressao de alguns fatores de viruléncia pode ser dependente da densidade
populacional mediada por quorun sensing (QS). Nesse sistema as células se comunicam
e atuam de forma coordenada, sintetizando, detectando e reagindo a pequenas moléculas

de sinalizacao difusiveis chamadas de autoindutores ou feromodnios, de forma que o QS
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pode colaborar para controlar a expressdao de muitos fendtipos bacterianos indesejaveis
(MACHADO et al., 2020).

Em S. aureus e S. epidermidis o sistema agr ¢é responsavel pela regulagdo de
proteinas de superficie e exoproteinas, algumas das quais sdo consideradas fatores de
viruléncia (KIES et al., 2003).

De acordo com Rul e Monnet (2015), o QS em alimentos ¢ afetado por muitos
fatores da matriz alimentar (pH, condi¢des redox, temperatura e heterogenicidade da
matriz), onde a sinalizagdo ¢ influenciada pela difusao, acimulo e recepgao das moléculas
sinalizadoras. Estudos demonstraram que em S. aureus a atividade do QS (agr) foi
extremamente reduzida quando o microrganismo foi cultivado em matriz queijo versus
um caldo nutritivo de laboratorio (VALIHRACH et al., 2014; CRETENET et al., 2011).
O sistema regulatério do Qs exerceu influéncia na reducdo da expressdo de SEs,
especialmente no gene da SEC (sec) em amostras de leite e queijo. A producdo das
bactericionas (e.g. nisina) regulada por QS também pode ser usada como conservante
natural nos alimentos (RUL; MONNET, 2015).

Outro problema importante relacionados ao QS ¢ o aumento da resisténcia
aos antimicrobianos, que pode resultar da formacao preliminar de biofilmes, formados
pelas bactérias quando a densidade populacional é favoravel. Estudos demonstraram que
as bactérias encontradas em biofilmes sdo capazes de tolerar concentragdes de até 1000
vezes maiores de antimicrobianos em comparagdo com suas correpondentes células
plactonicas (OLSEN, 2015). Antibioticos atualmente disponiveis contra bactérias
multirresistentes tém efeito limitado na inibi¢ao de biofilme (WU et al., 2014).

Os bloqueadores de QS sdo propostos como novos promissores agentes para
terapia antimicrobiana, especialmente para o tratamento de infecgdes com cepas
multirresistentes de S. aureus. Todavia, vale ressaltar que a inibi¢ao da sinalizagdo do QS
ndo se objetiva a eliminar o microrganismo, mas a bloquear a expressao do gene alvo,
diminuindo a viruléncia das células e tornando-as mais vulneraveis a resposta imune do
hospedeiro (SAEKI et al., 2020).

De acordo com Xie et al. (2019), as interagdes entre o peptideo indutor (AIP)
e AgrC (histidina proteina quinase) ativam a viruléncia em Staphylococcus, enquanto os
pares nao cognatos, geralmente apresentam efeito inibitorio. Contudo, explorar o Agr para
o desenvolvimento de novas terapias depende da compreensao de todos os mecanismos
subjacentes e 0 agonismo e antagonismo da sinalizacao dos dois componentes em todas

as fases do processo de sinalizacao.
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A compreensdo da comunicagdo quimica entre as bactérias nos alimentos
ainda est4 sendo investigada, entretanto, apesar de representar um campo de pesquisa com
muitos desafios, contribuird para o desenvolvimento de novas estratégias contra as

toxiinfecgOes bacterianas.

1.6 Consideracoes finais

A produgdo de queijos artesanais no Brasil representa importancia econdomica
e cultural, o que explica os esforcos para garantir sua qualidade. Os queijos artesanais
brasileiros produzidos a partir de leite cru sdo produtos cada vez mais apreciados e
consumidos, devendo-se direcionar todos os esforcos possiveis para garantir sua
seguran¢a microbioldgica. Embora existam relatos de surtos devido ao consumo de
derivados de leite cru, no Brasil, informag¢des epidemioldgicas sobre o assunto sdo
escassas. Como mencionado anteriormente, S. aureus ¢ um dos principais patdogenos
encontrados em queijos artesanais produzidos com leite cru, no entanto, informacgdes
referentes as caracteristicas destes nessa matriz e sua origem na cadeia produtiva sdo
limitadas.

O Brasil possui extensa legislagdo que contempla normas sanitarias ¢ de BPF
para queijos artesanais. A Instrugdo Normativan® 161 de 1° de Julho de 2022 da ANVISA
preconiza a analise de SEs, onde o limite de detec¢do do método para SEs deve ser menor
ou igual a 1 ng/g, devendo estar ausente nos queijos considerados seguros para o
consumo. A Comunidade Europeia (CE) adotou uma legislacdo que define os critérios
microbiologicos para alimentos com enumeragao de SCP e detecgdo de SEs.

A avaliagdo de risco referente a contaminacdo por S. aureus em queijos na
CE ¢ baseada na quantificagdo de SCP nos queijos fabricados com leite cru, onde prevé-
se que o numero de estafilococos seja mais elevado. Caso os resultados sejam superiores
a valores acima de 5 logio UFC/g, o lote devera ser testado para andlise de deteccdo de
SEs. Portanto, para garantir a seguran¢a dos alimentos, ¢ necessario determinar a
concentracdo de células de S. aureus e limitar a potencial produ¢do de SEs durante o
processo de producao de queijos.

As boas praticas de manejo e ordenha e as BPF sdo ferramentas eficazes para
prevenir a presenca de patdgenos nos queijos artesanais. Para a aplicacdo efetiva dessas
praticas, auditorias e treinamento periddico devem ser compulsorios para todos os

envolvidos na cadeia de producao. Por fim, considerando a emergéncia em satide publica
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que a resisténcia aos antimicrobianos representa, recomenda-se uma abordagem de Satude
Unica como estratégia de estudo e de prevencdo de S. aureus resistentes aos

antimicrobianos na cadeia de producao de queijo artesanal de leite cru no Brasil.
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CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO FENOTIiPICA DA RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA, AVALIACAO DO POTENCIAL ENTEROTOXIGENICO
E PREVALENCIA DE GENES CODIFICANTE DA TOXINA LEUCOCIDINA
PANTON-VALENTINE (PVL) EM ISOLADOS DE STAPHYLOCOCCUS SP. NO
QUEIJO COLONIAL ARTESANAL DIAMANTE

Resumo: O género Staphylococcus sp. ¢ um dos mais frequentemente encontrados em
queijos de leite cru. Algumas espécies do género sao mundialmente reconhecidas por
causar infecgoes em humanos e animais. Além disso, as enterotoxinas estafilococicas
(SEs) sao produzidas por algumas cepas de S. aureus que contaminam os alimentos, sendo
responsaveis pela intoxicacdo alimentar estafilocdcica, quando ingeridas em alimentos
contaminados. O objetivo deste estudo foi isolar e caracterizar molecularmente cepas de
Staphylococcus sp. isoladas de amostras de queijo artesanal, avaliar o perfil de resisténcia
fenotipica aos antibidticos, avaliar a presenca das enterotoxinas classicas (SEA, SEB,
SEC, SED e SEE) nas amostras de queijo e a presenca de genes codificantes de viruléncia
nos isolados. Foram obtidos 57 isolados de S.aureus entre as amostras. Nao foi detectada
a presenca de enterotoxinas nas amostras de queijos, nem dos genes codificantes de
enterotoxinas nos isolados. Entretanto, o gene codificante da toxina Leucocidina Panton-
Valentine (PVL) foi encontrado em 8 isolados (38,9%). O agr tipo I foi o mais encontrado
(61,90%), seguido pelo agr tipo II (23,81%). Foram identificados dez tipos diferentes de
spa (1451, 1002, t189, 12734, t105, t518, t17308, t11712, t127, t521). Nos testes de
suscetibilidade antimicrobiana, a maior parte dos isolados apresentou resisténcia a
penicilina (33,33%), seguida pela clindamicina (28,07%), eritromicina (26,31%) e
tetraciclina (22,80%). Dos isolados testados, doze (21,05%) demonstraram resisténcia
induzivel a clindamicina, incluindo nove isolados multirresistentes. Essas evidéncias
enfatizam a presenga de patdgenos multirresistentes na cadeia produtiva do queijo
artesanal e a necessidade de realizacao de analise de risco, melhorias no monitoramento
e controle de qualidade, para prevenir a contaminacdo e disseminagdo de cepas de S.

aureus resistentes.

Palavras chaves: Caracterizacdo molecular, resisténcia antimicrobiana, enterotoxinas
estafilococicas, satde publica.
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2.1 Introducao

O queijo colonial artesanal Diamante ¢ produzido na comunidade rural
denominada Diamante no Municipio de Major Gercino, localizado na regido serrana da
grande Florianopodlis, Santa Catarina. O queijo Diamante ¢ um queijo de massa semi-
cozida elaborado com dois ingredientes: sal e coagulante (quimosina), sendo produzido a
partir de leite recém ordenhado ou pela mistura do leite refrigerado da ordenha do dia
anterior com o leite da primeira ordenha do dia seguinte. O processo de salga ¢ realizado
diretamente sobre a massa, apds a retirada do soro. Os queijos sdo prensados
manualmente com o auxilio de tecidos e colocados em formas de madeira de cedro de
formato retangular de tamanhos variados. A maturac¢do (cura) ¢ feita em temperatura
ambiente sobre prateleiras de madeiras nativas, onde os queijos sdo virados e lavados
periodicamente em agua corrente. Esse periodo € relativamente curto (15 a 40 dias),
variando conforme a demanda do mercado no qual sera comercializado (SLOW FOOD
BRASIL, 2020).

O queijo artesanal Diamante possui casca amarela, textura macia, sabor
suave e pequenas olhaduras presentes na massa provenientes da agdo de bactérias
propidnicas que conferem ao alimento sabor amendoado, além das qualidades
nutricionais e fisioldgicas que proporcionam ao produto sua notoriedade
(DEGENHARDT et al., 2023).

A fabricagdo de queijos de leite cru ¢ considerada uma tarefa desafiadora,
sendo essencial uma alta qualidade microbioldgica da matéria-prima para a subsequente
transformacao em queijo. Neste tipo de producao ¢ fundamental o equilibrio da agdo
microbioldgica entre as bactérias benéficas que irdo contribuir para as caracteristicas
sensoriais e de conservagao e aquelas com caracteristicas deteriorantes e/ou patogénicas
que podem colocar em risco a seguranca dos alimentos (ARIAS-ROTH et al., 2022).

Dentre os patdgenos mais frequentemente encontrados em queijos de leite
cru, destaca-se o género Staphylococcus sp., capaz de induzir infec¢des agudas e cronicas
em homens e animais. Estas bactérias sdo consideradas como principais patdgenos
responsaveis pela mastite bovina em todo mundo (ABEBE et al,, 2016; ARIAS-ROTH
et al.,2022).

No Brasil, aproximadamente 95% das mastites sdo causadas por

microrganismos, tais como: S. aureus, Streptococcus agalactiae e Streptococcus uberis
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(KUHNEN et al., 2021). De forma tal que essas espécies sao reservatorios potenciais para
abrigar genes de resisténcia que podem transferir espécies de estafilococcos nos
ambientes agricolas e consequetemente para os produtos derivados (SCHOENFELDER
et al., 2017, VYROSTKOVA et al., 2022). Assim sendo, S. aureus, com diferentes
fendtipos de resisténcia a antibidticos podem causar contaminagdo cruzada (CAl et al.,
2021).

Os antibidticos sdo compostos amplamente utilizados para tratar infecg¢des
bacterianas em humanos e animais, como também sao usados em atividades agricolas
(THAPA; SHRESTHA; ANAL et al, 2020). Os antimicrobianos sao moéleculas com
capacidade de inibir ou inviabilizar bactérias (BOOLCHANDANI; D’SOUZA;
DANTAS, 2019). Em geral, a resisténcia aos antimicrobianos ¢ um fendmeno que ocorre
naturalmente ao longo do tempo, devido aos processos de alteracdo genética decorrente
de mutacdes e selecdo (transferéncia vertical de genes) e de aquisi¢ao de genes entre cepas
e espécies (transferéncia horizontal de genes) (BISWAS; RAOULT; ROLAIN, 2008).

Portanto, o uso acentuado de substancias antimicrobianas em fazendas pode
favorecer o desenvolvimento de patdogenos resistentes aos antibidticos, o que representa
um desafio para a saude publica, tendo em vista que esses animais podem agir como
reservatorios para abrigar os patdgenos com genes de resisténcia e com capacidade de
transmiti-los por meio do consumo dos produtos alimenticios, o que pode resultar na
disseminagdo mais ampla de cepas resistentes (DA SILVA ABREU et al, 2021).
Particularmente, o MRSA ¢ o principal patdgeno que apresenta maior viruléncia e
resisténcia a diferentes tipos de antibioticos (BACURDI et al., 2019).

O teste de suscetibilidade antimicrobiana (TSA) ¢ o método tradicional para
avaliar a resisténcia antimicrobiana em bactérias, esses testes sdo baseados em culturas
que determinam o quanto as bactérias podem crescer na presenga dos antimicrobianos,
sendo um teste extensamente utilizado em laboratérios de microbiologia clinica
hospitalar. Fornece informacdes da resisténcia fenotipica de forma a orientar as decisoes
de tratamento para os pacientes (BOOLCHANDANI; D’SOUZA; DANTAS, 2019).

No Brasil, a Portaria n° 64 de 11 de dezembro de 2018 preconiza que todos
os laboratdrios da rede publica e privada utilize as normas de interpretagdo para os testes
de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) presente nos documentos da versao brasileira
do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), denominado

BrCAST. Essa portaria tem como objetivo a padroniza¢do e melhorias na interpretacao
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dos resultados para melhorar a vigilancia epidemiologica e clinica no pais (BRASIL,
2018).

Além da resisténcia a antibioticos, S. aureus produz toxinas que causam
intoxicagao alimentar através da ingestao de alimentos contaminados com enterotoxinas
pré-formadas nos alimentos por cepas enterotoxigénicas (SALGADO-PABON; TRAN,
2021). A intoxicagdo alimentar por SEs, embora autolimitada, ¢ aguda e uma das DTA
mais prevalentes no mundo (HENNEKINNE et al., 2018). Nesse contexto, os surtos por
intoxicag¢do alimentar estafilocdcica continuam sendo uma questdo importante para os
programas globais de saude publica, com impacto consideravelmente importante também
do ponto de vista econdmico (SALGADO-PABON; TRAN, 2021).

No Brasil, o consumo de leite e seus produtos derivados, especialmente queijo
produzido com leite cru € a causa de muitos surtos de DTAs (HENNEKINNE ez al., 2018;
HUMMERJOHANN et al., 2014; JOHLER et al., 2015; RODRIGUES et al., 2017). Os
processos de producgdo desses queijos sdo naturalmente suscetiveis a contaminagdo por
microrganismos. A fonte de contaminacao por S. aureus pode ser ubiquitaria, ou seja, a
partir do leite cru, do ambiente de processamento ¢ dos manipuladores de alimentos
(ARCURI et al., 2010). A presenca de S. aureus em queijos de leite cru pode indicar a
auséncia de condi¢des higiénicas sanitarias adequadas durante a producio e manuseio do
produto. Em acordo com essa informagdo, Arias-Roth et al. (2022) mencionam que um
dos patogenos mais frequentemente encontrados em queijos de leite cru € o S. aureus
produtor de enterotoxinas.

S. aureus € o terceiro agente etioldgico mais associado a surtos de origem
alimentar, representando 9,4% dos casos notificados (SVS, 2019). Para ilustrar a situagdo
no Brasil, alguns estudos ja detectaram a presen¢a de enterotoxinas ou genes produtores
de enterotoxinas em isolados de S. aureus provenientes de queijos artesanais (BORGES
et al., 2008; VERAS et al., 2008; GRECELLE et al., 2020).

As técnicas de biologia molecular auxiliam no estudo da associagdo entre
surto e agente causador com maior precisdo, além de fortalecer e refinar os dados
epidemioldgicos, o que proporciona entendimento mais especifico (FOXMAN; RILEY,
2001). Os resultados obtidos através de analises moleculares corroboram com as
atividades epidemioldgicas como vigilancia e investigacdo de surtos de intoxicacdo
alimentar por SEs, identificacdo de vias de transmissdo e fatores de risco entre casos

aparentemente ndo relacionados, bem como a caracterizagcdo de intera¢des hospedeiro-
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patogeno. Assim, essas praticas levam ao melhor entendimento da patdgenese das
doengas (FOXMAN; RILEY, 2001; DA SILVA CANDIDO et al., 2020).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de sensibilidade a
antibioticos de Staphylococcus sp. potencialmente resistentes, identificar as cepas
isoladas dos queijos artesanais do tipo colonial Diamante através da analise de MALDI-
TOF e analisar a presenca de enterotoxinas e/ou de genes codificadores de viruléncia,

além de realizar a caracterizagdo molecular dos isolados.

2.2. Material e Métodos

2.2.1 Obtencao das amostras, identificacio fenotipica e enumeracdo de
Staphylococcus sp.

As amostras de queijo artesanal colonial Diamante (duas pegas inteiras de +/-
2 kg de cada produtor) foram coletadas em quatro queijarias da regido produtora (latitude
27°25'05" Sul; longitude 48°57'05" Oeste) nos tempos um, sete e 15 dias de maturagdo
(T1, T7 e T15).

Para a andlise microbiologica, 25g de queijo foram homogeneizados em 225
mL de 4gua tamponada estéril, utilizando sacos plasticos do tipo stomacher, por um
periodo de 60 segundos. Em seguida, foram preparadas trés diluicdes seriadas com
solucao salina (0,85%) para a contagem dos Staphylococcus sp. nas amostras. A
contagem e isolamento foram realizados em agar Baird-Parker (BPA) (Neogen, Lansing,
MI, USA), suplementado com emulsdo concentrada estéril de gema de ovo e telurito de
potassio (Newprov, Pinhais, PR, Brasil), conforme a metodologia oficial da ABNT NBR
ISO 6888-1 (ABNT, 2016). As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apds a
incubacdo, as colonias foram enumeradas e o nimero de células de Staphylococcus sp.
foi calculado e multiplicado pelo fator de dilui¢do. Os resultados foram expressos como
unidades formadoras de coldnias por grama de queijo (UFC/g). Em seguida, um total de
trés colonias presumiveis de S. aureus foram isoladas de cada placa de diluicdo. As
colonias tipicas foram identificadas por sua morfologia (tipica: circular, lisa, convexa,
cinza a preta, com margem clara circundada por dois halos: um opaco e outro claro; e as
atipicas: colOnias cinzentas a pretas, sem zonas transparentes ou opacas) (Figura 1).

No total foram selecionados 116 isolados presumiveis de Staphylococcus sp.,

os quais foram posteriormente submetidos ao teste de coagulase. Os isolados foram



56

conservados em microtubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI). Acrescentou-se

glicerol a 20% e os isolados foram criopreservados a -80°C para andlises posteriores.

Figura 1. Colonias tipicas e atipicas de Staphylococcus sp. em agar Baird Parker (BPA)

Fonte: Autora

2.2.2 Teste de Confirmacao Bioquimico da Coagulase

Os 116 isolados presumiveis de Staphyloccoccus sp. foram reativados em
caldo de infusdo cérebro coragdo (do inglé€s Brain Heart Infusion broth - BHI) (Himedia,
Milano, Italia) a 37°C por 24 h. A partir dai foram adicionados assepticamente em tubos
esteréis 0,1 mL de cada cultura obtida em caldo BHI a 0,3 mL de plasma de coelho
(Larboclin, Brasil) seguido de incubagdo a 37 °C, conforme especificacdes do fabricante
do plasma. Apds 4 h de incubagao, foi verificado se houve coagulagdo do plasma. Nos
casos negativos apos 4 h, a observacdo foi realizada em até 24 h. Foram considerados
positivos os tubos nos quais houve a formagdo de codgulo. Como controle negativo do
teste foram adicionados 0,1 mL de caldo BHI sem in6culo a 0,3 mL de plasma de coelho

com incubagdo a 37 °C (ABNT, 2016).

2.2.3 Identificacio por analise de MALDI-TOF (matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometer).

A identificacdo dos isolados de S. aureus foi confirmada utilizando a técnica
de MALDI-TOF (do inglés - Matrix Associated Laser Desorption-lonization - Time of

Flight), em colaboragdo com o Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio
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de Janeiro (UFRJ). Inicialmente, as amostras previamente identificadas como S. aureus
através do teste bioquimico de coagulase foram inoculadas em placas de Petri contendo
agar TSA, pela técnica do esgotamento em agar, e incubadas a 35 + 2°C por até 48 horas
antes do procedimento de analise. As amostras foram preparadas por transferéncia direta
estendida da seguinte forma: coldnias bacterianas foram colhidas e depositadas (em
duplicata) nos alvos de uma placa de aco polido, sendo aplicado 1pl de acido férmico a
70% (v/v), e apés a secagem, lul da solucdo matriz (HCCA; alfa-ciano-4-
hidroxicinamico). Foi utilizada a cepa ATCC 25922 de Escherichia coli como padrao
para calibragdo e espectro de referéncia do equipamento. O processamento dos espectros
das proteinas entre 2 e 20 kDa foi obtido através do software flexControl versdo 3.4
(Bruker Daltonics, EUA) e comparado com os espectros presentes nas bibliotecas MBT
BDAL 12.0, MBT Mycobacteria Library 7.0 e MBT Filamentous Fungi Library 5.0 do
software MBT Compass versao 4.1 (Bruker Daltonics).

Os parametros adotados para interpretagao dos resultados obtidos pela técnica
de MALDI-TOF foram os seguintes: a) A identificacdo foi considerada de grande
fiabilidade (consisténcia da espécie) quando a pontuagdo variou de 2.00 a 3.00; b) A
identificacdo foi de baixa fiabilidade (consisténcia do género) quando a pontuagdo variou
de 1.70 a 1.99; ¢) A identificagao foi classificada impossivel (sem consisténcia) quando

a pontuacao foi inferior a 1.69.

2.2.4 Teste de sensibilidade aos antibioticos

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos dos 57 isolados de S. aureus foi
realizado pelo método de Kirby-Bauer de difusdo em disco, de acordo com os protocolos
e tabelas do Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST,
2021). Esse método consiste na suspensao direta das colonias em solugdo salina 0,9%
(p/v) de modo a obter densidade equivalente ao padrdo de turbidez 0,5 da escala
McFarland (aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL). Essa suspensio ¢ preparada a partir
de um crescimento de 18-20 h das amostras no meio de cultura agar Mueller-Hinton a
35°C, inoculados pela técnica de esgotamento em agar. A densidade Optica da suspensdo
bacteriana do indculo foi conferida através de espectrofotometria, num comprimento de
onda de 625 nm, na qual a supensdo apresentou uma absorbéancia na faixa de 0,08 a 0,10.

Em seguida, com o auxilio de um swab estéril, o indculo foi espalhado uniformemente
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em trés dire¢des sobre a superficie de uma placa com meio de cultura agar Mueller-
Hinton.

Em seguida, os discos foram posicionados nas placas de agar Muller Hinton
(Kasvi, Italia) com o auxilio de uma pinga estéril. As placas inoculadas foram incubadas
a 36°C por 18/24 h, conforme indicado nas normas preconizadas pelo BrCAST para cada
disco de antibidtico. A zona do halo de inibigdo foi entdo registrada com o auxilio de um
paquimetro, sendo caracterizada como o didmetro da zona ao redor do disco em que ndo
houve crescimento bacteriano. Com base nisso, os isolados foram definidos como
“resistentes”, “sensivel aumentando a exposi¢ao” e “sensiveis” de acordo com as
diretrizes dos padrdes interpretativos dos didmetros de halos de inibi¢do das tabelas do
BrCAST (BrCAST, 2021).

Nos experimentos foram utilizados 11 discos de antibidticos (Larboclin,
Brasil), com concentracdo correspondente a: penicilina G (10 U), cefoxitina (30 pg),
tetraciclina (30 pg), linezolida (10 pg), gentamicina (10 pg), eritromicina (15 pg),
clindamicina (2 pg), ciprofloxacino (5 pg), cloranfenicol (30 pg), sulfazotrim (25 pg) e
ceftalorina (5 pg). A resisténcia a meticilina foi detectada pelo método de difusdo em
disco de cefoxitina, e a resisténcia induzivel a clindamicina pelo teste de aproximagao de
disco de eritromicina e clindamicina (teste D). Cada isolado foi avaliado em duplicata, e
o controle de qualidade foi realizado através da realizacdo do TSA na cepa controle de S.

aureus ATCC 29213.

2.2.5 Deteccio das enterotoxinas nas amostras de queijo artesanal

A presenga de enterotoxinas nas amostras de queijos artesanais foi realizada
pelo método de imunoensaio automatizado, baseado no principio de teste de antigeno
fluorescente ligado a enzimas (do inglés Enzyme Linked Fluorescent Ensaio - ELFA -
VIDAS® Staph enterotoxin II, BioMérieux SA, Marcy-1'Etoile, Franca) para as
enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SEC1, SEC2, SEC3, SED e SEE. Nesse método, os
anticorpos policlonais complementares sdo direcionados para as cinco diferentes
enterotoxinas estafilococicas SEA, SEB, SEC, SED e SEE onde sdo usados para o
processo de captura e detec¢do, porém sem distinguir as toxinas individualmente.

Neste estudo, oito amostras de queijo artesanal foram preparadas de acordo
com o protocolo de preparagdo das amostras do método VIDAS® Staph enterotoxin II

para produtos lacteos. Para obtencdo dos extratos para as analises de enterotoxinas
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estafilococicas no queijo, as amostras foram trituradas ¢ homogeneizadas. Em seguida,
foram pesadas 25g de amostra de queijo, homogeneizadas e adicionadas de 40 mL de
dgua desmineralizada pré-aquecida a 38°C. ApoOs essa etapa, foi realizada a
homogeneiza¢ao da mistura durante trés minutos, até obter uma suspensao homogénea,
deixando em repouso durante 30 minutos a 18-25°C. Antes de proceder com a etapa de
centrifugacdo, o pH da suspensdo foi ajustado entre 3,5 e 4,0 com acido cloridrico (HCI)
5 mol/L. Apés o ajuste de pH, as suspensdes foram centrifugadas a 3000-5000 g, a
temperatura de 18°C por 15 minutos. Apos a primeira centrifugagao, o sobrenadante foi
recuperado e o seu pH ajustado entre 7,5 € 8,0 com hidréxido de s6dio (NAOH) 1 mol/L.
Em seguida, uma outra centrifugagdo do extrato foi realizada a 3000-5000 g, a
temperatura de 18°C durante 15 minutos. Apds a segunda centrifuga¢ao e filtragdo, uma
aliquota de 500 pL do sobrenadante foi adicionado aos pocgos iniciais da tira VIDA, e
submetida ao exame do leitor de ELFA a 450 nm. As amostras que apresentaram resultado
correspondente ao valor do sobrenadante dividido pelo valor de fluorescéncia relativa do
padrdo, de VT inferior a < 0,13 foram consideradas negativas e aquelas que apresentarem
valores de VT > 0,13 foram consideradas positivas, onde VT ¢ a relagdo entre a
fluorescéncia relativa do padrao e a fluorescéncia relativa da amostra (CUNHA NETO et

al., 2002).

2.2.6 Deteccao dos genes de viruléncia em S. aureus

2.2.6.1 Origem das cepas controles

As cepas controles portadoras dos genes codificantes das enterotoxinas
utilizadas na presente pesquisa foram doadas pelo pesquisador doutor Ricardo Souza Dias

da Fundacao Ezequiel Dias — Laboratorio de Enterotoxinas — LACEN.

2.2.6.2 Extracdao de DNA

O isolamento do DNA das cepas de S. aureus foi realizado utilizando o
método de extragdo com NaCl, conforme descrito por Abrao et al. (2005), com algumas
adaptagdes. Para cada placa contendo os isolados, foram coletadas cinco colonias que
foram solubilizadas em 400 pl de tampao de lise TES (solugdo contendo Tris-HCL 1M,
SDS 20% (v/v) e EDTA 0,5M). Posteriormente, os isolados foram submetidos a 100°C
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por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 2,5 ul de proteinase K (20 mg/mL) e incubou-
se em banho-maria a 42°C por 1 hora.

Ap6s a incubagdo, adicionou-se 84 pl de NaCl saturado (6 M), e agitou-se no
agitador de tubos (vortex). Os microtubos foram centrifugados por 2 minutos a 14.000
rpm, e o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo. Foi adicionado 2 vezes o
volume de etanol absoluto gelado, agitando-se os microtubos, que foram, em seguida,
centrifugados por 5 minutos a 14.000 rpm. O etanol absoluto foi descartado e, em seguida,
adicionou-se 1000 pl de etanol 70%, invertendo-se os microtubos vdrias vezes para lavar
o sedimento (pellet). Os tubos foram centrifugados por 1 minuto a 14.000 rpm, e o
sobrenadante descartado. Repetiu-se a lavagem com 1000 pl de etanol absoluto e
centrifugou-se mais uma vez por 5 minutos a 14.000 rpm. Apds descartar o sobrenadante,
os microtubos foram acondicionados abertos em estufa a 60°C até a evaporagao completa
do etanol residual (cerca de 10min). Por fim, o DNA foi solubilizado em 50 pl de 4gua
ultrapura e armazenado a -20 °C para ser usado nas analises posteriores.

O DNA dos isolados de S. aureus foi submetido a analise de PCR (reagdo em
cadeia da polimerase) para amplificacdo dos genes codificantes das enterotoxinas
classicas (A-E), genes da Leucocidina Panton-Valentine (PVL) e toxina 1 da sindrome
do choque toxico.

A confirmagdo da espécie e da integridade do DNA foram realizadas pela
amplificacio do gene da termonuclease (nuc), especifico para S. aureus. Os
oligonucleotideos (primers) utilizados para amplificar esses genes sdo descritos na Tabela

5.
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Tabela 5. Primers usados para detectar os genes de enterotoxinas, leucocina panton valentine (/ukS-lukF’) e toxina 1 da sindrome do choque téxico.

Primer  Gene Sequence (forward/ reverse) Temperaturade  Amplicon Referéncia Cepa controle
anelamento (°C)

SEA-F sea | 5-GACTTGTATGGTGCTTATTATG-3' 55 361 Guimardes et al | ATCC 13565

SEA-R 5'-AATACTGTCCTTGAGCACCA-3' (2015)

SEB-F seb | 5-GCTGATAAATACAAAGATAAAT ACG-3' 55 336 | Guimaraes et al. ATCC 14458

SEB-R 5'-ATCCCGTTTCATAA GGCGAG-3’ (2015)

SEC-F sec | 5-GTAAAGTTACAGGTGGCAAA ACTTG-3' 55 297 | Guimaraes et al. ATCC 19095

SEC-R 5'-CATATCATACCA AAAAGTATTGCCGT-3' (2015)

SED-F sed | 5-GAATTAAGTAGTACCGCGCTA-3' 55 491 Guimaraes et al. ATCC 23235

SED-R 5'-GCTGTATTTTTCCTCCGAGAGT-3’ (2015)

SEE-F see | 5'-CTGAAAACAAAGAGAGTGATG-3' 57 379 | Guimaraes et al. ATCC 27664

SEE-R 5'-GTGTAAATAATGCCTTGCCTGAA-3' (2015)

pl52 tst 5'-ATCGTAAGCCCTTTGTTG-3' 55 334 | Guimaraes et al. Mu50

pl54 5'-TGGATATAAGTTCCTTCGC -3’ (2015)

PLV-F lukS- | S ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA-3’ 55 433 Guimaraes et al. MRSA 17005

PVL-R | lukF | 5-GCATCAAGTGTA TTGGATAGCAAAAGC-3' (2015)

NUC-F | nuc | 5'-GCGATTGATGGTGATACGGT-3’ 55 279 | Shahid et al. (2021) | ATCC 13565

NUC-R 5'-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3’
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2.2.6.3 Amplificacio dos genes por PCR

A reagdo de amplificacdo dos genes de interesse de S. aureus foi realizada
contendo 1 pl de cada primer forward e reverse (10 pmol/ul), 12,5 ul de master mix
GoTaq® Green (M7122; Promega, Madison, EUA), 5 ul de DNA e 5,5 ul de agua livre
de nuclease, para um volume maximo de rea¢io de 25 pl. Agua livre de nuclease estéril
foi adicionada em vez de acidos nucleicos para o controle negativo. Os tubos de PCR
contendo a mistura foram transferidos para o termociclador Applied Biosystems Veriti
96-well.

O programa de amplificacdo dos genes codificantes das enterotoxinas e dos
genes da toxina 1 do choque téxico e leucocidina de Panton-Valentine foi realizado sob
as seguintes condigdes: desnaturacdo inicial a 95°C por 4 minutos, temperatura de
anelamento variava de 55°C a 57°C por 30 segundos de acordo com cada primer (Tabela
5), extensdo a 72°C por 1 minuto por ciclo e uma extensao final a 72°C por 4 minutos. O
ciclo foi repetido 35 vezes. Os controles positivos utilizados foram: ATCC 13565 (sea),
ATCC 14458 (seb), ATCC 19095 (sec), ATCC 23235 (sed) 27664 (see), Mu50 (tst) e
17005 (lukS-lukF).

O programa de amplificag@o para o gene nuc foi realizado sob as seguintes
condig¢des: desnaturagdo inicial a 95 °C por 5 min, seguida de desnaturagdao a 94°C por
ciclo, temperatura de anelamento a 55 °C por 30s, extensao a 72 °C por 1 min e uma
extensao final de 72°C por 10 min. O ciclo foi repetido por 37 ciclos. O controle positivo
da reacdo foi a cepa ATCC 13565 (sea) e o controle negativo foi realizado com agua

estéril, conforme descrito por Feyssa ef al. (2023).

2.2.6.4 Eletroforese em gel e visualizacao

Os fragmentos de DNA amplificados foram analisados por eletroforese em
gel de agarose a 1,5% (p/v), em tampao de corrida Tris-Acetato-EDTA (TAE) na
concentragdo 1X, por 50 minutos a 110 volts e uma amperagem de 400mA. Foi aplicado
um padrdo de peso molecular de 100 pb (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). Em
seguida, os géis foram corados com brometo de etidio a uma concentragao final de 10x e,
posteriormente, visualizados sob luz UV no transiluminador modelo L-Pix EX da Loccus,

para andlise do tamanho dos fragmentos.
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2.2.6.5. Tipagem molecular de agr

Todos os isolados de S. aureus que apresentaram perfil de resisténcia nos
testes de suscetibilidade antimicrobiana foram submetidos a tipagem do locus agr. Os
quatro possiveis alelos do locus agr em S. aureus (agr 1, agr 11, agr 111 e agr IV) foram
identificados por meio de PCR, usando os primers € condigdes conforme descritos por

Shopsin et al. (2003), mostrados na Tabela 6.

Tabela 6. Primers e as condig¢des da reacao para tipagem do locus agr.

Primers Sequéncia (5> —»3’) pb Condig¢des da reacao
Agrl GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT 240

Pan-agr ATGCACATGGTGCACATGC

Agrll  GTATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC 579 94 °C/Iminuto

pan-arg ATGCACATGGTGCACATGC 55°C/ 1 minuto L 25 ciclos
Agrlll  CTGTTGAAAAAGTCAACTAAAAGCTC 106 72°C/ 1 minuto

pan-arg ATGCACATGGTGCACATGC

AgrIV. CGATAATGCCGTAATACCCG .

pan-arg ATGCACATGGTGCACATGC

Fonte: Shopsin et al. (2003).

O DNA extraido para deteccdo dos genes de viruléncia nos isolados de S.
aureus foi utilizado para a tipagem agr e spa. As reagdes de amplificagdo dos fragmentos
do genes agr foram realizadas contendo SuL de Buffer 5X, 2 uL de MgCl2 (25mM), 0,5
puL de desoxinucleotideo (ANTP) (10 mM), 0,25 puL. de Taq Polimerase (GoTagq® Hot
Start Polymerase, Promega Corporation, Madison, EUA), 4 uL de DNA, 1 pL de cada
primer (10pmol), e 11,25 pL de 4gua ultrapura (Milli-Q, Millipore, EUA) esterilizada,
para completar um volume final de 25 pL.. Foram utilizados como controles positivos as
cepas de S. aureus COL (agr 1), N315 (agr 1) e MW2 (agr 11I) e C10E4 (agr IV).

O programa de amplificacdo para os genes agr foi realizado sob as seguintes
condi¢des: desnaturacado inicial a 94 °C por 5 min, seguida de desnaturacdo a 94°C por 1
minuto ciclo, temperatura de anelamento a 52 °C por 1 min, extensdo a 72 °C por 1 min

e uma extensao final de 72°C por 10 min. O ciclo foi repetido 25 vezes.
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2.2.6.6 Tipagem do gene spa

As cepas foram caracterizadas quanto ao tipo spa através da amplificagao por
PCR do fragmento varidvel da regido polimérfica do gene spa (Tabela 7), seguida de

purificacdo do produto.

Tabela 7. Sequéncia dos primers e as condigdes da reagao para tipagem da regido spa.

Sequéncia (5 3’) pb Condicdes da reagdo
80° C/5 minutos
TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC 94° C/4S5 segundos
Variavel  60° C/ 45 segundos 35 ciclos
72° C/ 90 segundos

CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT
GCAGTAGTGCCGTTTGC 72° C/ 10 minutos

Fonte: RIDOM, 2014.

As reagdes de amplificacdo do fragmento do gene spa foram realizadas
contendo 10uL de Buffer 5X, 5 uL de MgCl2 (25mM), 1 pL de desoxinucleotideo
(ANTP), 2 pL de cada primer (10pmol), 0,5 pL. de Taq Polimerase (GoTaq® Hot Start
Polymerase, Promega Corporation, Madison, EUA), 8 uLL. de DNA molde e 21,5 puL dgua
ultrapura (Milli-Q, Millipore, EUA) para um volume final de 50 pL. O produto
amplificado foi observado por eletroforese em gel de agarose e os amplicons foram
visualizados em um transluminador para confirmar uma amplificagdo especifica do gene
spa. Em seguida foi realizada a purificagdo, para remogao de residuos de primers, sais e
enzima Taq polimerase.

Para a purificacdo foram adicionados ao produto da reagdo 60 pl de
1sopropanol 75% a temperatura ambiente. Seguiu-se incubacao por 20 min/temperatura
ambiente e centrifugacdo por 20 min/13500 rpm/4°C. O sobrenadante foi descartado e a
seguir foram adicionados 500 pl de etanol 70 %. Procedeu-se a nova centrifugagao por
15 min/13500 rpm/4°C. Apods descarte do sobrenadante, o pellet foi seco por
aproximadamente 2 horas/37°C e, em seguida, foi ressuspendido em 20 pl de 4gua Miliq
esterilizada. Em seguida as amostras purificadas de DNA com concentragao de 20 ng/ul
foram enviadas para sequenciamento pelo método de Sanger, em servigo terceirizado no

Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG), localizado na
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Universidade Estadual de Campinas — Unicamp. Os tipos de spa foram identificados a
partir das repeticdes, utilizando as bases de dados disponiveis em

http://spa.ridom.de/repeats.shtml e http://spa.ridom.de/spatypes.shtml, respectivamente.

2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Enumeracio de Stapylococcus sp. e deteccio de Enterotoxinas em amostras de
queijo artesanal

As SEs classicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) ndo foram identificadas em
nenhuma das oito amostras de queijo analisadas. Os resultados obtidos estdo em
conformidade com o que ¢ estipulado pela legislagdo brasileira, especificamente a
Instrugdo Normativa 161, de 1° de julho de 2022, a qual exige a auséncia de enterotoxinas
em amostras de queijo.

No entanto, sete amostras de queijo, das quatro queijarias dos produtores
amostradas, no tempo de um dia e sete dias de maturacdo, apresentaram contagens de
Estafilococos coagulase positivo/g de queijo acima do permitido pela legislagao
(Instrugdo Normativa n° 161, 2022) que estabelece o limite microbiologico de 3 log
UFC/g (BRASIL, 2022) (Tabela 8). Somente o produtor C apresentou valor de contagem
inferior ao permitido no tempo 7 dias de maturagdo. Nas amostras do 15° dia de

maturacao nao foram detectadas contagens de estafilococos coagulase positivo.

Tabela 8. Contagens (média) de estafilococos coagulase positivo (log UFC/g) nas
amostras de queijo artesanal colonial Diamante com diferentes periodos de maturagdo
(1, 7 e 15 dias).

Produtor Queijo Queijo Queijo
(dia 1) (dia sete) (dia 15)

A 3,0 x 10° 3,9 x 10° n.d

B 50 x 10° 1,0 x 10° n.d

C 2,0 x10° n.d. n.d

D 1,0 x 10° 1,0 x 10° n.d

n.d.: ndo detectado.


http://spa.ridom.de/repeats.shtml
http://spa.ridom.de/spatypes.shtml
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A presenca de Staphylococcus sp. representa um risco potencial para saude
publica, pois, em condi¢des favoraveis de crescimento, os estafilococos enterotoxigénicos
podem crescer, produzir enterotoxinas e causar intoxicagdo alimentar nos consumidores
(NOURI et al., 2018). Conforme relatado por Santana et al. (2010), a detec¢dao de
enterotoxinas estafilococicas em alimentos ¢ possivel apenas quando a populagdo de S.
aureus atinge ou excede 10° UFC/g no alimento.

Contudo, ¢ importante destacar que o crescimento de S. aureus e a sintese de
enterotoxinas estdo condicionados a diversos fatores, tais como: a presenca de cultura
starter, temperatura, teor de sal, valores de pH, atividade de agua (aw), pressdo

atmosférica e caracteristicas nutricionais da matriz (VALERO et al., 2009).

2.3.2 Identificacio dos isolados

A partir das coldnias isoladas do BPA dos queijos, o teste bioquimico da
coagulase nos isolados demonstrou que 49,14% (57/116) das amostras foram
classificadas como coagulase positiva e 50,86% (59/116) como coagulase negativa.

A técnica MALDI-TOF MS foi empregada para identificar a espécie das
cepas isoladas das amostras de queijos. Nesse processo, foram identificados 86 isolados,
pertencentes a seis espécies distintas. Destas, S. aureus (66,28%) e Enterococcus faecalis
(15,12%) destacaram-se como as espécies mais prevalentes, conforme apresentado na

Tabela 9.

Tabela 9. Identificagdo de cepas isoladas de amostras de queijo artesanal Diamante.

Numero Percentual (%) Pontuacio média

Espécie
de cepas MALDI-TOF
Staphylococcus aureus 57 66,28 2.48
Staphylococcus chromogenes 1 1,16 2.06
Enterococcus faecalis 13 15,12 2.45
Raoultella ornithinolytica 9 10,46 2.37
Macrococcus caseolyticus 3 3,49 2.16
Klebsiella oxytoca 3 3,49 2.16

Total 86 100 -
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A alta prevaléncia de S. aureus e Enterococcus faecalis pode ser considerado
um indicio de comprometimento da seguranga microbioldgica dos queijos e de praticas
higiénicas sanitarias inadequadas (CAMARGO et al., 2021). Além disso, algumas cepas
de S. aureus sao capazes de produzir enterotoxinas que podem contaminar os produtos
lacteos e causar intoxica¢ao alimentar nos consumidores (ARGUDiN; MENDOZA;
RODICIO, 2010).

Outro estudo de Aragdo et al. (2022) demonstrou a presenca de isolados de
Staphylococcus spp. em 62,20% (69/111) e Enterococcus spp. 11,60% (13/111) na
cadeia produtiva de queijos artesanais no Brasil. Essas descobertas ressaltam a
importancia de medidas rigorosas de boas praticas de fabricagdo para garantir a qualidade
e seguranc¢a microbiologica dos queijos artesanais.

As identificacdes por MALDI-TOF e o teste bioquimico da coagulase
apresentaram concordancia para S. aureus. Entre os 86 isolados, 57 deles (66,28%)
obtiveram identificagdes compativeis por ambos os métodos. No entanto, em 30 isolados,
o sistema Biotyper ndo forneceu identificagdes confidveis devido a pontuagdes
insuficientes.

A pontuacao média para os isolados identificados como S. aureus no MALDI-
TOF foi de 2,48 (Tabela 9). Isso sugere, de acordo com o fabricante Bruker Daltonics,
uma identificacdo confiavel a nivel de espécie microbiana
(www.bruker.com/microbiology). A importancia das pontuagdes no sistema MALDI
Biotyper, conforme destacado por Zhu ef al. (2015), desempenha um papel crucial na
identificacao de um isolado, onde uma pontuagao mais alta indica um nivel de confianca
e precisao de identificacao superior. MALDI-TOF MS distingue picos de proteinas de
microrganismos, diferenciando espectros ou assinaturas de extratos celulares e células
inteiras, portanto esse método viabiliza a identifica¢do direta de cepas bacterianas em
termos de género e espécie, representando uma alternativa econOmica aos ensaios
fenotipicos e bioquimicos tradicionais (DENDANI CHADI et al., 2022).

Foram identificados ainda isolados de Raoultella ornithinolytica e Klebsiella
oxytoca pertencentes a ordem Enterobacterales (Tabela 9). A presenca de bactérias dessa
ordem pode ser indicativa de condi¢des deficientes de saneamento e praticas inadequadas
de higiene durante a ordenha dos animais leiteiros e fabricacao dos queijos (VERDIER-

METZ et al., 2009; TABLA et al., 2016).
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A presenca de isolados de Macrococcus caseolyticus indica possiveis
questdes de saude nos rebanhos, pois embora ndo seja classificado como um patégeno
humano, ¢ reconhecido como um patogeno infeccioso relevante na medicina veterinaria
(RAMOS; VIGODER; NASCIMENTO,2021; ARAGAO et al., 2022). Staphylococcus
chromogenes foi citado como um microrganismo reconhecido por sua tendéncia em
causar infecgdes intramamarias persistente em bovinos, reforcando a importancia da

vigilancia e manejo adequado da satde dos animais (HAW et al., 2023).

2.3.3 Resisténcia fenotipica dos isolados de S. aureus

Quanto a caracterizagdo de resisténcia fenotipica, um total de 57 isolados

identificados de S. aureus foram testados quanto a suscetibilidade antimicrobiana (Tabela
10).

Tabela 10. Resisténcia fenotipica de cepas de S. aureus isoladas de amostras de queijo
colonial artesanal Diamante.

Resultado do teste de disco difusiao
Percentagem (%) de cepas em cada

Classe Agente antimicrobiano .
. . . ~ categoria

antimicrobiana e concentracao S I R
Beta lactimico Penicilina (10 U) 66,67 - 33,33

Cefoxitina (30 pg) 100 - -
Tetraciclina Tetraciclina (30 pg) 77,2 - 22,80

Cefalosporinas Ceftarolina (5 pg) 98,25 1,75 -
Macrolideo Eritromicina (15 pg) 73,69 - 26,31
Lincosamida Clindamicina (2 pg) 71,93 - 28,07
Aminoglicosideo Gentamicina (10 pg) 84,21 - 15,79

Fluoroquinolona Ciprofloxacino (5 pg) - 100 -
Oxazolidinona Linezolida (10 pg) 96,5 - 3,50

Anfenicol Clorafenicol (30 pg) 100 - -
Antimetabolico Sulfazotrim (25 pg) 96,5 - 3,50

(antogonista da via do
acido folico)

* S: Sensivel na dose padrio; I: Sensivel, aumentando a exposi¢do; R: Resistente., de acordo com a
padronizagdo do BrCAST, 2022.

As maiores frequéncias de resisténcia antimicrobiana foram detectadas para
penicilina 33,33% (19/57), clindamicina 28,07% (16/57), eritromicina 26,31% (15/57) e
tetraciclina 22,80% (13/57).
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Com relacdo a resisténcia a meticilina, nenhum dos isolados testados
demonstrou resisténcia a cefoxitina, portanto ndo foi encontrada nenhuma cepa de MRSA
entre os isolados testados. Conforme relatado por Ali e Seiffen (2021), o MRSA ¢ um
microrganismo que representa uma ameacga global, especialmente quando presente na
comunidade. A deteccdo do gene mecA, integrante do cassete cromossomico
estafilococico mec (SCCmec), ¢ uma das principais evidéncias de resisténcia a meticilina
em um organismo.

Todos os isolados apresentaram resisténcia sensivel, aumentando a exposi¢ao
ao Ciprofloxacino. No entanto, vale ressaltar que apesar do Brcast preconizar um valor
de halo de 50 mm para classificar uma cepa sensivel a dose padrao ao ciprofloxacino,
trata-se de um valor arbitrario, por conseguinte, podendo ser classificado somente como:
sensivel, aumentando a exposi¢ao ou resistente. A classificagdo das cepas como sensiveis
aumentando a exposi¢dao, indica que o sucesso terapéutico pode ser alcangado
aumentando o tempo de exposi¢ao da dosagem ou a concentracdo do antimicrobiano
durante o tratamento.

A resisténcia a classe das fluoroquinolonas em S. aureus, especialmente os
MRSA, estd em plena evidéncia (FAN ef al., 2020). Entre os antibioticos da classe das
fluoroquinolonas, o ciprofloxacino ¢ usado para o tratamento de infec¢des por MRSA
(EPPS et al., 2020). O ciprofloxacino inibe a acdo da DNA girase, impedindo a replicacao
do DNA bacteriano. Esse antimicrobiano tem ampla atividade antimicrobiana, incluindo
S. aureus. Contudo, algumas estirpes MRSA sdo também resistentes a esse antibiotico e
outros da classe das flouroquinolonas (PAPICH, 2016).

Considerando a caracterizacdo de fendtipos de resisténcia em estudos
semelhantes, observamos que Rodrigues ef al. (2017) identificaram, em amostras de
laticinios no Brasil, isolados multirresistentes a cefoxitina, oxacilina, clindamicina,
eritromicina, tetraciclina, sendo a resisténcia a penicilina a mais observada.

A ocorréncia de resisténcia a penicilina (67,11%; 51/76) e tetraciclina
(27,63%; 21/76) também foi relatada por Castro et al. (2020) em estudos com isolados de
queijo Minas artesanal, no Brasil. Outra pesquisa realizada no Sul do Brasil, no estado de
Santa Catarina, relatou taxa de resisténcia a penicilina de 27,8% (15/54), porém, neste
caso a tetraciclina foi um dos antibioticos mais sensiveis (7,4%; 4/54) (KUHNEN et al.,
2021).

Em consonéncia com esses estudos, Ferreira et al. (2016) avaliaram a

presenca de 29 isolados de S. aureus em queijo Minas Frescal artesanal e industrializado
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em Goiania, Brasil, e verificaram que 44,8% (13/29) dos isolados foram resistentes a
penicilina e 10,3% (3/29) a tetraciclina, nenhum isolado foi resistente a cefoxitina. Esses
resultados corroboram com os nossos, ja que também identificamos um maior nimero de
isolados resistentes a penicilina e nenhum resistente a cefoxitina.

Abreu et al. (2021) caracterizaram 95 cepas de Staphylococcus sp., isoladas
da cadeia de producdo de queijo Minas Frescal organico e convencional em relagdo a
resisténcia a antibidticos, e constataram que a maioria das cepas (25,3%) demonstrou
resisténcia a penicilina, seguida pela oxacilina (21,1%) e clindamicina (11,6%).

A presencga de cepas resistentes na cadeia produtiva de queijo artesanal sugere
a necessidade de melhorar os padrdes de controle de qualidade, desde a fase da ordenha
até o produto final (ABREU et al., 2021). Esses estudos enfatizam a urgéncia de melhorar
os padrdes de controle de qualidade em todas as fases da cadeia produtiva de queijos
artesanais, devido a alta incidéncia de resisténcia a antibioticos, como observado nas taxas
de penicilina e tetraciclina. Essas melhorias sdo essenciais para garantir a seguranca
microbioldgica e qualidade dos produtos lacteos. Adicionalmente, ressalta-se a
importancia de realizar analises de riscos relacionadas a presenca dessas bactérias
resistentes nos alimentos, uma vez que podemos encontrar bactérias resistentes em todos
os ambientes. Compreender como essas bactérias afetam nossa satide ¢ fundamental para
implementar medidas eficazes na mitigagdo dos riscos, contribuindo assim para a
producdo de alimentos mais seguros e saudaveis.

A resisténcia induzivel a clindamicina foi detectada por meio do teste de
aproximacao de disco eritromicina-clindamicina (teste D), utilizando o método de difusao
em disco de Kirby-Bauer. O principio desse teste envolve o posicionamento de um disco
de eritromicina (15 pg) a uma distancia de 12 a 20 mm de um disco de clindamicina (2

ng) em posicdes adjacentes em uma placa contendo 4gar Mueller Hinton (Figura 2).
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Figura 2. Teste de suscetibilidade antimicrobiana com fenotipos de resisténcia no teste de
difusdo em disco (Teste D).

Teste D mostrando zona achatada de clindamicina proxima ao disco de eritromicina,
demonstrando resisténcia a clindamicina induzida por eritromicina em isolado de S. aureus.

Nesta pesquisa, doze isolados (21,05%) demonstraram resisténcia induzivel
a clindamicina. A ocorréncia de resisténcia induzivel a clindamicina também foi
observada em outros estudos com S. aureus isolados de amostras clinicas (RICH et al,
2005; LALL; SAHNI, 2014; RAZEGHI et al., 2019; FAEZI et al.,2021). A eritromicina
(um macrolideo) e a clindamicina (uma lincosamida) pertencem a duas classes distintas
de antimicrobianos, mas atuam através do mesmo mecanismo que ¢ a inibicao da sintese
proteica (STEWARD et al., 2005).

A resisténcia aos macrolideos pode ocorrer de forma constitutiva ou ser
induzida na presen¢a de um indutor de macrolideos (DELIALIOGLU et al., 2005).

A resisténcia aos macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B
(antibidticos MLSB) em estafilococos pode ocorrer devido a modificagdo na metilase
ribossomica alvo codificada pelos genes erm (COUTINHO et al., 2010). Estes genes sao
responsaveis pela codificacdo de enzimas chamadas metiltransferases que alteram a
estrutura dos ribossomos bacterianos, interferindo na capacidade dos macrolideos de se

ligarem a esses ribossomos, essa modificacao do alvo ribossomal € uma estratégia que as
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bactérias utilizam para se protegerem da a¢ao dos macrolideos e de outros antibidticos
relacionados (JUNIE; HOMORODEAN, 2008; LALL; SAHNI, 2014). Dessa forma,
uma vez induzido, o produto génico confere resisténcia cruzada a outros membros do
grupo, incluindo lincosamidas e estreptogramina B (LECLERCQ, 2002). A resisténcia
constitutiva ao MLSB pode ser detectada pelo teste de difusao em disco (teste D), onde
os discos de eritromicina e clindamicina sdo colocados proximos um do outro. Nesse
contexto, quando se trata de isolados resistentes a eritromicina, a realizacao do teste D ¢é
fundamental para determinar a viabilidade de utilizar a clindamicina como opg¢ao
terapéutica (LALL; SAHNI, 2014).

Nesse sentido, a clindamicina tem sido usada no tratamento de infecg¢des por
S. aureus suscetiveis a meticilina (MSSA) e por MRSA, especialmente em infec¢des de
pele e tecidos moles (PATEL et al,, 2006). No entanto, a ocorréncia de resisténcia
induzivel a clindamicina levanta uma preocupagdo, porque pode ocorrer falhas
terapéuticas durante o tratamento (MEMARIANI; MEMARIANI; MORAVVE], 2021).

Nesse contexto, Lim et al. (2002) e Drinkovica et al. (2001) destacam que o
uso de antibiodticos da classe macrolideos, lincosamida e estreptogramina B (MLSB)
resulta em um aumento significativo na resisténcia a clindamicina entre as cepas
estafilocdcicas. De acordo com pesquisas anteriores, cepas com resisténcia induzivel a
clindamicina tendem a ser resistentes a varios agentes antibacterianos (SASIREKHA et
al., 2014; ADHIKARI et al., 2017).

Quanto ao padrao de multirresisténcia observado em 21 isolados testados,
verificou-se que 42,85% (9/21) deles apresentaram resisténcia a cinco diferentes classes
de antibidticos simultaneamente, enquanto 23,80% (5/21) mostraram resisténcia a trés
classes de antibioticos. Adicionalmente, um dos isolados demonstrou resisténcia a sete

classes de antibioticos (Tabela 11).
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Tabela 11. Caracteristicas de multirresisténcia de isolados de S. aureus.

Classe de antibidticos Antimicrobianos Isolados resistentes (%)
Beta lactamicos, macrolideos, PEN, ERI, CLI 23,80%
lincosamida (5/21)
Beta lactamicos, tetraciclinas, PEN, TET, ERI, 4,76%
macrolideos, lincosamida CLI (1/21)
Beta lactamicos, tetraciclinas, PEN, TET, 42,85 %
aminoglicosideos, GEN, ERI, CLI (9/21)
macrolideos, lincosamida

Beta lactamicos, tetraciclinas, PEN, TET, 4,76%
aminoglicosideos, macrolideos, GEN, ERI, CLI, (1/21)
linconsamida, oxazolidina, LNZ, SUT

Antimetabolico

(antogonista da via do acido f6lico)

* PEN (penicilina); TET (tetraciclina); ERI (eritromicina); CLI (clindamicina); GEN (gentamicina); LNZ
(linezolida); SUT (sulfazotrim).

As bactérias multirresistentes sdo consideradas um desafio global emergente
e representam um grave problema de saude publica. Arslan (2022) destaca que essa
resisténcia € resultado de diversos mecanismos, mas o uso excessivo e inadequado de
antibidticos € a principal causa que acelera este problema (ARSLAN, 2022).

A aquisi¢d@o do mecanismo de resisténcia adquirido pelo S. aureus pode ser
classificado em duas categorias: a muta¢do de um gene bacteriano no cromossomo ou a
obtenc¢do de um gene de resisténcia a partir de outras bactérias por meio de transferéncia
genética horizontal, que pode ocorrer via conjugacdo, transdug¢do ou transformacao
(BROWN-JAQUE et al., 2018).

As penicilinas que pertencem a classe dos antibioticos beta-lactamicos,
apresentam atividade bactericida devido a inibi¢ao da sintese da parece celular bacteriana
(ERMAL; BORGGRAEVE, 2022).

A penicilina G, também conhecida como benzilpenicilina, ¢ o antibidtico
mais amplamente utilizado, seguido das tetraciclinas para o tratamento de infec¢des
estafilococicas em seres humanos e animais em diversos paises (IVANOVIC et al., 2023;

TRZCINSKI et al., 2000). A resisténcia a penicilina tem sido consistentemente associada
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a grande maioria das cepas de S. aureus. Nesse contexto, os resultados deste estudo estao
em concordancia com os de pesquisas anteriores (BONKO et al., 2021; CEBECI;
GUNDOGAN, 2021; KALAYU et al., 2020).

Por outro lado, o grupo das tetraciclinas constitui antibidticos estruturalmente
relacionados, sendo prescritos para o tratamento de infec¢des bacterianas, abrangendo
tanto bactérias gram-positivas quanto gram-negativas (FEYSSA et al, 2023). A
resisténcia as tetraciclinas esta associada a diversos mecanismos, destacando-se o efluxo
de antibioticos, a atividade de proteinas que protegem o ribossomo e a inativagdo
enzimatica desses compostos (GAUR; BAL, 2022).

O padrao de resisténcia as tetraciclinas de S. aureus encontrado no presente
estudo esta de acordo com alguns estudos anteriores que relataram taxas inferiores a 50%
dos isolados de S. aureus resistentes as tetraciclinas (GEBREMEDHIN et al., 2022;
YAKUBU et al., 2020). Conforme apontado por Yakubu ef al. (2020), a variagdo nos
resultados de resisténcia pode ser influenciada, em parte, pela frequéncia de uso do
medicamento nas diferentes regides analisadas.

Neste estudo, foram observadas cepas de S. aureus resistentes a gentamicina
(15,79%), o que pode ter um impacto em sua aplicacdo clinica. A gentamicina ¢ um
antibiotico da classe dos aminoglicosideos, com atividade bactericida, capaz de
interromper o processo de sintese de proteinas, resultando em morte bacteriana
(ADASZYNSKA-SKWIRZYNSKA; SZCZERBINSKA; ZYCH, 2020). No entanto, a
intensidade de sua acdo depende da concentracdo: concentracdes mais elevadas
aumentam a acdo bactericida, enquanto concentragdes mais baixas levam a uma agdo
bacteriostatica. A aquisi¢do de resisténcia aos aminoglicosideos pode ocorrer de duas
maneiras: resisténcia mediada pela enzima modificadora de aminoglicosideos ou
resisténcia adaptativa (KELMANI CHANDRAKANTH; RAJU; PATIL, 2008).

A presenca de microrganismos resistentes a antimicrobianos nos alimentos
pode representar ndo apenas um perigo bioldgico, mas também um potencial risco
quimico que pode gerar riscos para saude publica, devido a possibilidade de residuos
dessas substancias nos alimentos. O uso indiscriminado dos antibidticos em animais ¢ um
dos principais fatores que contribui para o aumento da detec¢do de resisténcia
antimicrobiana em cepas isoladas de produtos alimenticios (LEJEUNE; GARCIA;
LATRONICO, 2023).

Também ¢ importante destacar a possibilidade dos manipuladores de

alimentos serem um potencial reservatorio e meio de transmissdo de cepas de S. aureus
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virulentas e resistentes a antimicrobianos, incluindo MRSA, uma vez que esses
manipuladores podem ser fontes de contaminacao na produgdo de alimentos (UDO; AL-
MUFTI; ALBERT, 2009). Principalmente na fabricagdo de queijos artesanais, as cepas
que sdo transferidas para os alimentos através dos manipuladores podem apresentar

resisténcia aos antibioticos (ANDRE ef al., 2008).

2.3.4 Deteccao de genes de exoproteinas de isolados de S. aureus

Dos 21 isolados de S. aureus previamente selecionados com base no perfil de
resisténcia, submetidos ao método de PCR para detecgao dos genes de SEs classicas (sea,
seb, sec, sed e see), nenhum deles apresentou tais genes (Tabela 12). Este resultado
sugere que nao hé risco potencial a saide dos consumidores relacionado as SEs classicas

(SEA, SEB, SEC, SED ¢ SEE).

Tabela 12. Genes que codificam as enterotoxinas classicas, toxina 1 da sindrome do
choque toxico e Leucocina Panton-Valentine, tipagem por grupos agr e Spa type em

cepas de S. aureus isoladas de amostras de queijo artesanal.

Cadigo Genes de viruléncia*

do sea seb sec sed see tst luksS- Grupo Spa

isolado lukF agr type
04 - - - - - - - I t189
06 - - - - - - + I t189
07 - - - - - - + v t518
10 - - - - - - + I t2734
14 - - - - - - + II t2734
18 - - - - - - + I t002
19 - - - - - - - I t002
20 - - - - - - - I t002
21 - - - - - - - I t17308
22 - - - - - - - I t1451
24 - - - - - - + II t002
25 - - - - - - - I t11712
34 - - - - - - + I t105
35 - - - - - - - I t1451
37 - - - - - - - I t1451
38 - - - - - - - n.d n.d
39 - - - - - - - I t1451
51 - - - - - - - I t1451
56 - - - - - - - II t105

P2F - - - - - - - 11 t127

P41 - - - - - - + I t521

*(n.d.: ndo detectado; - auséncia do gene; + presenca do gene).
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Em contrapartida, pesquisas realizadas no Brasil demonstraram a presenga de
genes produtores de enterotoxinas em amostras de queijos. Da Silva Candido et al.
(2020), encontraram genes relacionados as SEs classicas (seb) e ndo cléssicas (seg,
seh, sei e sej) em isolados de queijos Minas Frescal. Junior ef al. (2023) verificaram o
potencial toxigénico de 177 cepas de S. aureus isoladas de queijo Minas Frescal, destas
33,33% foram positivos para o gene sea € 48,1% para o gene que codifica a toxina 1 do
choque toxico (TSST-1). Resultados semelhantes foram encontrados por Medeiros et al.
(2013) que detectaram linhagens de S. aureus portadores dos genes sea, seb, sec, sed e
também da toxina TSST-1, durante o processo de fabricagao de queijos Minas “in natura”
em pequenas queijarias no Estado de Sao Paulo, Brasil. No estudo de Ferreira et al. (2016)
entre as SEs, sec foi encontrado em 3,4% das amostras de queijo. Ao contrario deste
estudo, no qual nenhum gene das enterotoxinas classicas foi detectado.

Todos os isolados amplificaram o gene nuc, responsavel pela codificagdo da
enzima termonuclease (Figura 3). Esse gene ¢é responsavel pela sintese das
termonucleases, que possibilitam as bactérias resistir ao calor e produzir toxinas
resistentes a altas temperaturas. Dessa forma, o processamento a uma temperatura entre

115,5 a 118,5 °C ndo comprometeria a estabilidade da toxina (SUTEJO et al., 2019).

Figura 3. Amplificagdo por PCR do gene nuc nos isolados de S.aureus.

Controle

Ladder ATCC 0 | | 05 _
50 pb 13565 negativo

Ladder marcador genético de 50 pb. ATCC 13565 controle positivo da reagdo de PCR, o controle
negativo foi realizado com agua estéril, sem o DNA dos isolados. O gene nuc foi amplificado com um
comprimento de banda de 279 pb.
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Quanto a amplificagcdo dos genes tst e dos genes [ukS-/ukF , nenhum isolado
demonstrou a presenca do gene fst. No entanto, foi possivel detectar os genes lukS-lukF
em 8 (38,9%) dos isolados (Tabela 12). Neste estudo, os oito isolados positivos para o
gene lukS-lukF codificante da PVL, pertenciam a seis tipos distintos de spa (t189, t518,
t2734, 1002, t105, t521) e aos grupos agr I, [1 e IV.

S. aureus € um patogeno relevante, que compreende cepas com diferentes
niveis de viruléncia e capacidade patogénica. Distinguir entre as cepas virulentas e ndo
virulentas ¢ primordial para avaliar as potenciais consequéncias da presenca desse
microrganismo na seguranca dos alimentos e na saude publica (WU et al,, 2019). A
espécie S. aureus possui muitos marcadores de viruléncia, incluindo as SEs, toxinas
esfoliativas, toxina 1 da sindrome do choque toxico (TSST-1), hemolisinas e leucocina
Panton-Valentine (PVL) (GRUMANN; NUBEL; BROKER, 2014). Dentre esses
marcadores de viruléncia, a PVL ¢ uma leucotoxina composta por dois componentes
(LukS-PV e LukF-PV), adquiridos por transducdo (via bacteriéfagos), que esta presente
em algumas cepas de S. aureus e desempenha um papel importante na destruigdo de
leucocitos e na necrose tecidual (SHALLCROSS et al., 2013). Foi relatado em um estudo
que o risco de mortalidade associado ao S. aureus portador da PVL ¢ maior em
comparagdo com o S. aureus que ndo produz PVL (GILLET et al., 2002).

No Brasil, Pineda et al. (2023) identificaram cinco isolados de S. aureus
positivos para o gene lukF-PV, que codifica a PVL, em amostras de queijo artesanal
Canastra Minas coletadas de cinco produtores diferentes. As cepas pertenciam a quatro
tipos de spa: t008, t127, t359 e t992. Além disso, a presenga de genes de enterotoxinas
foi detectada em quatro isolados. A presenca de cepas com potencial virulento e
toxigénico representa um perigo para a satide publica e destaca a importancia das boas
praticas de fabricagdo e manipulagdo durante a produgdo de queijos artesanais para
reduzir a presenga de cepas patogénicas de S. aureus.

No estudo conduzido por Wu et al. (2019) no varejo de alimentos na China,
1.581 isolados de S. aureus foram analisados, revelando que 4,6% (72) deles testaram
positivo para o gene codificante da PVL. As taxas de positividade variaram
consideravelmente entre os diferentes tipos de alimentos, com uma taxa de 4,3% em carne
crua, 4,7% em alimentos ultracongelados e alimentos prontos para consumo, € uma taxa
mais alta de 11,9% em cogumelos comestiveis. Entretanto, ¢ importante destacar que os

isolados de leite pasteurizado analisados ndo continham os genes codificantes para PVL.
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Na Argélia, Chenouf et al. (2020) identificaram apenas um isolado positivo
para os genes que codificam PVL em amostras de leite ndo pasteurizado. Além disso,
outro estudo revelou a presenca de nove isolados de S. aureus, multirressistentes a
antibioticos e portadores dos genes (lukS-lukF) em amostras de leite cru na Argélia
(CHAALAL et al., 2018). Roshan et al. (2022) identificaram os genes codificantes para
PVL em 46,7% (20/42) isolados de MRSA de leite bovino.

Na Alemanha, Kraushaar e Fetsch (2014) relataram pela primeira vez a
presenca de seis isolados de MRSA positivo para genes codificantes da PVL em carne de
Javali, sugerindo possivel contaminagdo por manipuladores de alimentos e destacando a
necessidade de rigorosas medidas de boas praticas e higiene pessoal durante o0 manuseio
de alimentos. Fall ef al. (2012) realizaram uma pesquisa envolvendo suinos e agricultores
em Dakar, Senegal. Eles identificaram 73 casos de MRSA entre 464 porcos e 52
agricultores. Dentre esses, 43 MRSA positivos para os genes codificantes da PVL, eram
provenientes de 10 tipos diferentes de spa.

Song et al. (2015) identificaram a presenca de genes codificadores de PVL
em carnes frescas, leite cru, produtos de feijdo e alimentos congelados. Além disso, Puah
et al. (2016) também relataram a presenca S. aureus portadores dos genes (/ukS-lukF )
codificantes para PVL em alimentos prontos para o consumo. Pesquisas anteriores
indicaram que cepas de S. aureus suscetiveis a meticilina (MSSA) positivas para os genes
portadores da PVL possuiam origens genéticas diversas, sugerindo que o bacteriéfago
que transporta os genes codificantes da PVL podem ser facilmente disseminados (CHINI
et al.,2006). Portanto, esses estudos ressaltam a diversidade de fontes potenciais de
contaminagdo por S. aureus positivos para os genes codificantes da PVL em alimentos

em todo o mundo.

2.3.5 Tipagem agr

A patogenicidade de S. aureus possui uma base molecular multifacetada, que
depende da expressdo de uma ampla variedade de produtos génicos, incluindo proteinas
de superficie e proteinas extracelulares (CHEUNG et al., 2011). A expressao desses genes
¢ controlada por um complexo conjunto de sistemas de regulacao génica. Um dos sistema
de regulacdo de genes de viruléncia mais conhecidos em S. aureus € o locus agr
(regulador do gene acessorio) (CHEUNG et al.,2011; JARRAUD et al., 2002). Este locus

corresponde a um sistema de quorum senmsing, regulando a expressdo de genes
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codificantes de fatores de viruléncia de acordo com a densidade populacional
(SAKOULAS et al., 2003). Adicionalmente, o locus agr pode ser classificado em quatro
grupos genéticos distintos, com base em polimorfismos presentes nos genes agrA, agrB,
agrC e agrD. Essa classificagdo permite agrupar os isolados dessa bactéria em quatro
categorias principais de agr (I, I, III e IV) (DUFOUR et al., 2002; SAKOULAS et al.,
2003), sendo que cada tipo especifico de agr pode estar associado a doencas
estafilocdcicas especificas ou a linhagens genéticas especificas (JARRAUD et al., 2002).

Nesta pesquisa, as 21 cepas de S. aureus que apresentaram perfil de
resisténcia foram submetidas ao método de tipagem por grupos agr. Apds a analise,
observou-se a classificacdo para agr I em 61,90% (13/21), agr 11 em 23,81% (5/21), agr
[T em 4,76% (1//21), e agr IV em 4,76% (1/21). Um isolado (4,76%) ndo foi classificado
nos grupos agr ja conhecidos.

Jarraud et al. (2002) relatam que cepas que apresentam os grupos agr I e agr
IT causam, preferencialmente, doengas mediadas por enterotoxinas, como a intoxicagao
alimentar; enquanto o grupo agr III estd associado a sindrome do choque téxico. A
maioria dos isolados produtores de esfoliatina responsaveis pela sindrome da pele
escaldada estafilococica sao membros do grupo agr IV.

Curiosamente, os grupos agr mais prevalentes nos isolados foram o agr 1 e
II. Cabe ressaltar que as amostras de queijo nao apresentaram a presenga de enterotoxinas,
e os isolados ndo continham os genes responsaveis por produzir essas toxinas, exceto
pelos genes portadores da PVL, este foi identificado nos isolados pertencentes aos grupos
L ITelV.

Pesquisas anteriores também relataram que o grupo agr I € prevalente entre
isolados de mastite subclinica, e que os grupos agr I e Il demonstra uma maior associagao
com isolados resistentes a antimicrobianos (MOISE-BRODER et al., 2004; BUZZOLA
etal, 2007, BRAHMA et al., 2022). Em conformidade com esses resultados, KHEMIRI
et al. (2018) relataram a predominancia do grupo agr I em isolados com resisténcia a
antibioticos, incluindo MRSA. Resultados semelhantes foram observados por Fabres-
Klein et al. (2015), que identificaram uma distribui¢do prevalente entre isolados de S.
aureus de mastite bovina, os grupos agr 1(22,2%) e 11(62,9%). Adicionalmente, Bardiau
et al. (2016) observaram que as cepas S. aureus isoladas de bovinos com mastite,
pertencentes ao grupo agr I, demonstram alta taxa de invasao. Dessa forma, destaca-se a

relevancia destes dois grupos na dinamica de persisténcia e resisténcia de S. aureus,
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corroborando com os resultados obtidos neste estudo, uma vez que todos os isolados
apresentaram resisténcia a pelo menos uma classe de antibioticos.

Assim sendo, sugere-se que os grupos agr I e Il parecem estar mais associados
com a resisténcia antimicrobiana, o que corrobora com os resultados obtidos no presente
estudo, evidenciando a relevancia dos grupos agr I e Il na dindmica de resisténcia e
sobrevivéncia do S. aureus. Entretanto, ¢ importante destacar que essas associagdes

precisam ser confirmadas por meio de estudos adicionais.

2.3.6 Tipagem spa

A tipagem spa ¢ um método de amplificagdo por PCR, seguida de
sequenciamento do gene spa de S. aureus.

A tipagem spa ¢ baseada na analise das repetigdes variaveis presentes no gene
spa. Essas repeti¢des, conhecidas como unidades de repeticao de sequéncia (SRU; do
inglés, short repeat units), formam uma regido hipervariavel no gene spa. Elas sdo
compostas por sequéncias curtas de 24 nucleotideos e variam em niimero e ordem entre
diferentes cepas bacterianas. Essa analise permite a diferenciacdo e identificagao das
distintas linhagens de S. aureus. O gene spa codifica a proteina A, uma proteina de
superficie de S. aureus que atua como fator de viruléncia, por estar associada a
mecanismos de evasdo imunoldgica. (HARMSEN et al., 2003; MORENTE et al., 2015).

Neste trabalho, foram identificados 10 tipos spa diferentes, sendo o mais
frequente o t1451 em 5 isolados (23,81%). Em seguida, o t002 foi identificado em 4
1solados (19,05%), o t189, t2734, t105 cada um em dois isolados (9,52%), e o t518,
t17308, t11712, t127, t521 foram identificados cada um em 1 isolado (4,76%). Nao foi

possivel identificar o spa em um isolado (4,76%) (Tabela 13).
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Tabela 13. Frequéncia dos Spa types encontrados.

Spa type Frequéncia Porcentagem
t1451 5 23,81
t002 4 19,05
t189 2 9,52
t2734 2 9,52
t105 2 9,52
t518 1 4,76
t17308 1 4,76
t11712 1 4,76
t127 1 4,76
t521 1 4,76
Nao tipado 1 4,76

*spa = gene que codifica a proteina A de Staphylococcus.

Em uma pesquisa que analisou 38 isolados de S. aureus de vacas com mastite
subclinica, também foi identificado um isolado que ndo apresentou amplificagdo para o
gene spa (BHATI et al., 2016).

O tipo de spa t1451 destacou-se como o mais prevalente neste estudo. Este
tipo especifico de spa ja foi associado a MRSA isolados de manipuladores de alimentos
da industria de suinos, indicando que o contato ocupacional com animais vivos apresenta
um elevado risco de colonizagdo por MRSA (ABDULLAHI et al., 2023; QUERO et al.,
2023). Adicionalmente Bonnet et al.(2018) relatou a presenga do tipo spa t1451 em
1solados associados a infec¢des graves em hospitais. Outro estudo evidenciou a presenga
do tipo spa t1451 em isolados MSSA provenientes de humanos e animais

Adicionalmente, o tipo t002, o segundo mais encontrado nesta pesquisa, ja
foi isolado em casos de infec¢oes clinicas (WATTINGER et al., 2012). Em concordancia
com esses dados, Andrade-Figueiredo e Leal-Balbino (2016) relataram a presenga dos
tipos t002 e t1451 ao investigar as caracteristicas clinicas e moleculares de isolados de S.
aureus causadores de infecgdes em pacientes internados em hospitais da cidade de Recife,
Brasil.

No Brasil, Silva et al. (2013) observaram que o tipo t127 foi o mais prevalente
(44,6%), em isolados de S. aureus suscetiveis a meticilina no leite de vacas com mastite.

Enquanto Rodrigues ef al. (2017), observaram o tipo t127 em apenas 22,72% em isolados


https://www-sciencedirect.ez46.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0958694619302420#bib4
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de S. aureus de uma fabrica de processamento de queijo. Em contraste, neste estudo
apenas um isolado apresentou o tipo t127. Este tipo de spa ja foi implicado em surtos de
intoxica¢ao alimentar (FETSCH et al., 2014).

Ja no estudo conduzido por Candido et al. (2020), os tipos de spa mais
encontrados em queijos foram o t021 (21,05%) e t127 (13,16%), sendo este ultimo ja
associado a surtos. Em consonancia com esse estudo, Li ef al. (2023) identificaram que o
tipo de spa mais frequentemente detectado foi o t127 (16%), isolado principalmente em
surtos de origem alimentar na China.

Esses estudos evidenciam a dinamica da diversidade genética do S. aureus

em diferentes regides e contextos epidemiologicos.

2.4 Conclusao

Os resultados deste estudo revelaram a presenga de S. aureus nas amostras de
queijo artesanal tipo colonial Diamante. Embora as enterotoxinas e seus genes
codificantes nao tenham sido detectados nas amostras e nos isolados, respectivamente, 0s
genes codificantes da PVL foi encontrado em 38,9% dos isolados, indicando possiveis
riscos a saude dos consumidores. Além disso, foram detectadas cepas de S. aureus
resistentes a antibidticos e com multirresisténcia, representando um perigo potencial para
a satde. Foram identificados os tipos agr I e 11, associados a resisténcia antimicrobiana.
A tipagem spa revelou 10 tipos diferentes. O tipo spa mais prevalente foi o t1451, ja
associado a casos de infecgdes por cepas resistentes a antibioticos. Diante disso, torna-se
fundamental realizar mais pesquisas a fim de avaliar os riscos que a presenga dessas cepas
neste tipo de alimento representa de fato para a saude humana. Além disso, ¢ essencial
implementar um monitoramento rigoroso dos animais envolvidos na produgdo de
alimentos. Adicionamente, sao necessarias melhorias na obten¢ao do leite, no controle de
qualidade e nos padrdes de higiene adotados na produgdo de queijos artesanais. Tais
medidas sdo imprescindiveis para evitar a contaminagdo e disseminacdo de cepas de S.
aureus resistentes, reduzindo, assim, os riscos relacionados aos agentes patogénicos com
resisténcia antimicrobiana transmitidos através da cadeia alimentar, representando

ameagas substanciais a saude humana.
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CAPITULO 3 — AVALIACAO DO PERFIL METATAXONOMICO DA CADEIA
DE PRODUCAO DO QUEIJO COLONIAL ARTESANAL DIAMANTE

Resumo: Os géneros bacterianos encontrados nos queijos artesanais sdo
predominantemente compostos por bactérias do acido lactico (BAL). No entanto, a
seguranca microbioldgica ainda ¢ uma preocupacdo para os consumidores. Nesse
contexto, este estudo teve como objetivo utilizar a metataxonomia por meio do
sequenciamento de nova geragcdo (NGS) para detectar a presenga de Staphylococcus sp. e
potenciais patdgenos em amostras de queijos produzidos com leite cru. Foram analisadas
quatro amostras de queijo tipo colonial artesanal coletadas durante a estacdo do inverno,
provenientes de quatro laticinios na regido Diamante, localizada em Santa Catarina,
Brasil. Os resultados destacaram uma alta prevaléncia de BAL nas quatro amostras de
queijo, com destaque para as espécies de Lactococcus sp., porém também foi identificado
a presenga do DNA de possiveis patogenos. O NGS permitiu compreender a dindmica da
populagdo microbiana em queijos artesanais e pode auxiliar no desenvolvimento de
estratégias para a gestio do risco microbioldgico na producao de queijos artesanais, assim
como em medidas preventivas de controle, visando garantir maior seguranca

microbioldgica.

Palavras chaves: Perfil de diversidade microbiana; sequenciamentol6S rRNA;

avaliagcdo microbioldgica, queijo artesanal brasileiro.

3.1 Introducio

O queijo artesanal do tipo colonial ¢ elaborado a partir de leite cru e destaca-
se como o principal queijo produzido pelas familias rurais de agricultores na regido Sul
do Brasil (CARVALHO; LINDNER; FARINA, 2016). Contudo, a questio da seguranca
microbioldgica do leite cru utilizado na produc¢do de queijos continua sendo um tema
discutido. Considerado a singularidade desses produtos, torna-se fundamental concentrar
esfor¢os em pesquisas para realizar sua caracterizagao (POSSAS et al., 2021; BONILLA-
LUQUE et al., 2023). Diante desse contexto, ¢ importante explorar abordagens de
andlises que permitam uma caracterizacdo mais precisa da microbiota presente nos

queijos.
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A andlise de diferentes bactérias ou grupos bacterianos tem sido usada como
estratégia para avaliar a qualidade microbioldgica dos queijos, fornecendo informagdes
sobre a segurancga, a presenga de patdogenos, a fonte potencial de contaminagdo, assim
como as condigdes higi€nicas durante as etapas do processamento (HERVERT et al.,
2016).

Nesse contexto, a identificagdo molecular ¢ o estudo de bactérias em
alimentos processados podem ser desafiadores, ou sofrer limitagdes quando utilizados
métodos convencionais (ABREU ez al., 2021). Ferramentas de detec¢ao de patogenos nos
alimentos evoluiram rapidamente para testes rapidos, usando aplicagdo gendmica e
metagenomica (RIVERA et al., 2018).

A abordagem do sequenciamento de nova geragdo (NGS; do inglés New
generation sequenging) na area de microbiologia de alimentos ocorre predominantemente
de duas formas: determinagdo do genoma de um unico isolado cultivado, geralmente
referido como “sequenciamento do genoma completo”; metagendmica, onde o NGS ¢
aplicado a uma amostra de alimento, gerando sequéncias multiplas dos microrganismos
na amostra (JAGADEESAN et al., 2019). Apesar de o NGS fornecer informagdes
abrangentes sobre a microbiota total, ¢ importante destacar que esta ferramenta ndo
fornece o numero de bactérias vivas em uma amostra de alimento, pois envolve
quantificagdo de DNA (KALLASTU et al., 2023). No entanto, o NGS continua a emergir
como uma ferramenta importante para a identificagdo taxonomica de bactérias
(KALLASTU et al., 2023). Sua capacidade unica de caracterizar completamente a
microbiota presente nos alimentos destaca o potencial desse método na compreensao da
composi¢do bacteriana em amostras de alimentos, incluindo a identificagdo de taxons
microbianos, mesmo aqueles nao cultivaveis e presentes em pequeno numero (MAYO et
al., 2014).

O objetivo desta parte da pesquisa de doutorado fo1 identificar e caracterizar
a diversidade microbiana do queijo Diamante usando NGS do gene rrnal6S bacteriano,
chamado metagenoma taxondmico ou metabarcoding, com o proposito de melhor

compreender a presenga de potenciais patdgenos e Staphylococcus sp.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Obtencao da amostra
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Para a identificagdo dos microrganismos que compdem a comunidade
bacteriana dos queijos artesanais, foram analisadas quatro amostras de queijos,
provenientes de quatro produtores de queijo artesanal tipo colonial Diamante (A-D),
localizados na regido do Diamante, Major Gercino, Santa Catarina. As amostras foram
coletadas com 1 dia de fabricagdo e, em seguida, foram transferidas para o laboratdrio em
temperatura de refrigerag@o para serem sequenciadas.

A fabricag¢do dos queijos foi feita a partir de leite cru, como ja citada no

capitulo anterior.

3.2.2 Analise molecular usando abordagem metataxonémica

O DNA gendmico total dos queijos foi extraido diretamente das amostras,
utilizando o método de extragdo por coluna de silica. O DNA foi eluido em agua livre de
DNase e RNase, em concentragdes de 1:10 e 1:100 (totalizando trés diluigdes utilizadas
para etapas posteriores - original, 1:10 e 1:100). O DNA total extraido das amostras de
queijo foi utilizado como modelo para analise metataxondmica rRNA168S, realizada pela
Neoprospecta Microbiome Technologies (Floriandpolis, Brasil), utilizando a plataforma
[Nlumina NextSeq (Illumina Inc., San Diego, CA, USA). A preparacao da biblioteca de
DNA foi realizada utilizando o NGS Protocolo da Neoprospecta (CHRISTOFF et al.,
2017). A regido hipervariavel V3-V4 do gene rrnal6S foi amplificada com os primers
31F (5"CCTACGGGRSGCAGCAG3") e 806R (5 GGACTACHVGGGTWTCTAAT3")
(CAPORASO et al., 2011; WANG; QIAN, 2009).

Duas PCRs foram realizadas. A primeira, com marcador rRNA 168S, foi
realizada em triplicata com as seguintes condi¢des: 95°C por 5 min, 25 ciclos de 95°C
por 45 s, 55°C por 30 s e 72°C por 45 segundos e extensao final de 72°C por 2 minutos.
A segunda, foi realizada para ligagdo dos adaptadores Illumina. Todas as reacdes de PCR
foram realizadas em triplicata usando Platinum Taq Polymerase (Invitrogen, USA) e em
cada rodada, um controle negativo de reacao foi incluido (CNR).

As amostras (reagdes finais de PCR) foram purificadas utilizando
microesferas (beads) magnéticas, juntadas em pools (bibliotecas) e visualizadas em gel
de agarose 3% (p/v). As bibliotecas foram quantificadas por sistema fluorimétrico Qubit
e por qPCR, a partir de curva padrdo utilizando o kit Collibri Library Quantification
(Invitrogen, USA). Os amplicons provenientes da qPCR também foram visualizados em

gel de agarose a 3% (p/v), para verificar os tamanhos dos fragmentos e se ndo ocorreram
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dimeros. As amostras foram entdo preparadas para o sequenciamento utilizando o kit

NextSeq kit P1 600 ciclos, com reacdes de extremidade emparelhada de 2 x 305 pb.

3.3 Resultados e discussao

Para estudar a diversidade bacteriana, foram analisadas quatro amostras de
queijo, provenientes de diferentes produtores (Denominados de A a D). Essas amostras
foram sequenciadas no tempo um (1) de maturagdo, e¢ a identificagao da diversidade
bacteriana foi realizada até o nivel de espécies.

No total, foram identificados 3 filos, 12 familias, 6 ordens, 33 géneros e 68
espécies, dentre as quais foram consideradas nos graficos da diversidade nas amostras
(Proporcdo em numero de leituras sequenciadas) aquelas com >1% em abundéancia em
relacdo ao numero total de sequéncias lidas. Abaixo de 1%, a confiabilidade é menor na
identificacdo, além de outras razdes intrinsecas a analise metagendmica e a questdo de
autodegradagdo de DNA. Os resultados estdo demonstrados nos graficos a seguir.

De maneira geral, o perfil taxondmico das amostras de queijos demonstrou
que, em termos de filo, os principais encontrados foram Firmicutes e Proteobacteria.
Firmicutes foi o tdxon dominante no nivel filo em todas as amostras das quatro queijarias
(A-D) analisadas, apresentando uma abundancia relativa de 55,2%, 76,6%, 78,5% e

91,1%, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Prevaléncia do filo (>1% em abundancia em relacdo ao niimero total de

sequéncias obtidas) nas amostras de queijos analisadas.

Proteobacteria
Firmicutes

100

80

60 +

Filo (%)

40 -

20~

Produtor A Produtor B Produtor C Produtor D

Firmicutes compreende bactérias gram-positivas, geralmente presentes no
leite (QUIGLEY et al., 2013), e pode ser identificado na microbiota da casca dos queijos,
sendo composto principalmente por bactérias como Lactobacillus sp., Lactococcus sp.,
Enterococcus sp., entre outros (IRLINGER et al., 2015).

Além disso, essa prevaléncia pode ser justificada, uma vez que a producao de
queijo fundamenta-se na introdug¢do e sele¢do de bactérias lacticas iniciais € nao
iniciadoras comuns (NSLAB), como Lactococcus, Streptococcus e Lactobacillus, todos
pertencentes ao filo Firmicutes, que desempenham um papel significativo na producao de
queijo e outros produtos lacteos (DONNELLY, 2013). Um dos géneros mais
proeminentes neste estudo foi Lactococcus. Estudos anteriores também identificaram o
filo Firmicutes em queijos (DUGAT-BONY et al., 2016; CEUGNIEZ et al., 2017,
MURUGESAN et al., 2018; JOSIFOVSKA et al., 2024).

O filo Proteobacteria foi o segundo mais prevalente neste estudo com
prevaléncia de 44,7%, 23,4%, 21,5% e 8,7%, respectivamente. Por outro lado,
Proteobacteria inclui as classes Gammaproteobacteria e Bacilli, que compreendem
bactérias que podem representar desafios significativos de deterioracdo e que podem
comprometer a seguranca dos alimentos nas industrias de Laticinios (KAMIMURA et al.,

2020). Esses resultados corroboram com outros estudos que também indicaram
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que Firmicutes e Proteobacteria eram os filos predominantes em queijos artesanais
(FALARDEAU et al., 2019; ZHENG et al., 2021).

Streptococcaceae foi a familia de bactérias mais prevalente nas amostras de
queijos das quatro queijarias (A-D), apresentando percentuais de 31,8%, 62,3%, 68,8% e
81,1%, respectivamente (Figura 5). Esta familia faz parte da ordem Lactobacillales,
representada principalmente por bactérias lacticas (BAL) (REUBEN et al., 2023). Além
disso, a familia Lactobacillaceae, também pertencente a ordem Lactobacillales, foi

identificada com maior prevaléncia (16, 56%) na amostra da queijaria A (Figura 5).

Figura 5 Prevaléncia das Familias (>1% em abundancia em relacdo ao ntimero total de

sequéncias obtidas) nas amostras de queijos analisadas.
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Por outro lado foi detectada a abundancia de familias de bactérias nao
lacticas, tais como: Enterobacteriaceae, Staphylococcaceae e Yersiniaceae.

A segunda familia mais prevalente nas amostras de queijos foi a
Enterobacteriaceae, que pertence a ordem Enterobacterales, apresentando prevaléncia de
10,3%, 11,2%, 7,44% e 2,4%, respectivamente (Figura 5). Esta familia contém patogenos
oportunistas que podem ser encontrados no leite cru e seus derivados lacteos
(ODENTHAL; AKINEDEN; USLEBER, 2016; KAMIMURA ef al., 2020; FIRMO et
al., 2023).
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No nivel das espécies, no geral, foi possivel observar uma maior prevaléncia
de Lactococcus sp. em todas as amostras dos produtores A, B, C e D, apresentando
percentuais de 31,8%, 62,2%, 68,5% e 63,2%, respectivamente (Figura 6). Outras
espécies de BAL encontradas na amostra do produtor D, incluiram: Lactococcus

chungangensis e Lactococcus lactis.

Figura 6. Prevaléncia das espécies (>1% em abundancia em relagdo ao numero total de
sequéncias obtidas) nas amostras de queijos analisadas.
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De acordo com Quigley et al. (2011), os géneros mais prevalentes de BAL no
leite incluem: Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus e Lactococcus,
com destaque para o Lactococcus lactis sp., frequentemente utilizado como cultura
iniciadora na producao de queijos (ZHENG et al., 2021).

Zdenkova et al. (2016) reportam que as BAL sdo comumente empregadas
como agentes de biocontrole em alimentos fermentados, demonstrando a capacidade de
inibir a biota patogénica. Portanto, o controle do crescimento de bactérias patogénicas,
incluindo S. aureus, pelas BAL, tem sido associado a producdo de compostos como
acidos organicos e bacteriocinas, bem como a alteracdes no potencial redox e efeitos
combinados de estressores ambientais (ZDENKOVA et al., 2016). Esses resultados se
alinham com os encontrados neste estudo, uma vez que a presenca de S. aureus nas

amostras analisadas por sequenciamento do gene rrnal6S foi inferior a 1% das espécies
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identificadas. Esses achados sugerem que as cepas de BAL presentes podem ter exercido
certo biocontrole sobre o S. aureus nas amostras dos queijos.

Cepas de Lactococcus sp., geralmente apresentam a capacidade de gerar dcido
de forma réapida, contribuindo assim para a obtencao de sabores e texturas distintos
(LEROY; VUYST, 2004). Nesse contexto, Lactococcus sp., desempenha um papel na
conversao de aminodcidos em compostos que contribuem para o sabor, como alcoois,
cetonas e aldeidos. Adicionalmente, eles também estdo envolvidos no metabolismo de
lipideos, o que contribui para a complexidade sensorial dos produtos (SMIT; SMIT;
ENGELS, 2005).

As Figuras 6 ¢ 7 apresentam as prevaléncias das espécies acima de 1% (mais

prevalentes), considerando as amostras dos produtores A e B, respectivamente.

Figura 7. Prevaléncia das espécies (>1% em abundancia em relagdo ao numero total de

sequéncias obtidas) identificadas no queijo artesanal na analise metataxondmica do

produtor A.
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Os dados obtidos na amostra do produtor A, revelam a prevaléncia das
espécies de Lactococcus sp. (31,8%), Rahnella aquatilis (27,1%), Leuconostoc
mesenteroides (16,3%) e Enterococcus spp. (4,5%).

As espécies de Leuconostoc sp. sio BAL, que desempenham papel na
forma¢do do aroma e da textura de determinados produtos lacteos (HEMME;
FOUCAUD-SCHEUNEMANN, 2004). Particularmente essas espécies, podem produzir
CO» , responsavel pela formagao de “olhos” em muitos queijos artesanais, elaborados a

partir de leite cru (CARDAMONE et al., 2011).
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Particularmente, L. mesenteroides, identificado em trés amostras de queijos
(A, B, C) ¢ amplamente utilizado na produ¢do de alimentos fermentados, atuando como
excelentes iniciadores, produ¢do de alimentos funcionais, suplementos nutricionais e
bacteriocinas (SU et al, 2023). Além disso, destacam-se como produtores de
exopolissacarideos (EPS), substincias intimamente relacionadas a satde humana,
evidenciando notaveis atividades anti-inflamatoérias, antibacterianas e imunomoduladoras
(YANG et al., 2020; LUAN et al., 2022).

No estudo conduzido por SU et al. (2023), 178 cepas de L. mesenteroides
isoladas de diversas fontes, revelaram-se produtoras de bacteriocinas de classe ii C, com
destaque para a enterocina e a enterococina. Notavelmente, 85% dos isolados
demonstraram a capacidade de produzir ambas essas bacteriocinas. Essas caracteristicas,
aliadas aos beneficios probioticos e atividades funcionais previamente mencionados,
consolidam o potencial desta cepa na promog¢ao da satde humana.

Neste estudo, a presenca de enterococos sp. foi identificada em todas as
amostras de queijos analisadas. Essa espécie ¢ caracterizada como BAL e sua presenca
geralmente estd associada a utilizagdo de leite ndo pasteurizado na producdo de queijos
artesanais (SONEI; EDALATIAN DOVOM; YAVARMANESH, 2024).

Existem mais de 21 espécies de enterococos, sendo as mais predominantes o
Enterococcus faecium, o Enterococcus faecalis e, em menor propor¢ao, o Enterococcus
durans. Essas bactérias, frequentemente presentes no trato digestivo de humanos e
animais devido a sua resisténcia a sais e acidos biliares, sdo isoladas de diversos
alimentos, como leite, queijo e carne (BHARDWAIJ et al., 2010). Além disso, as
enterocinas, que sao bacteriocinas produzidas por cepas de enterococos, apresentam uma
grande diversidade, sendo que cada cepa pode gerar diferentes tipos de enterocinas com
base em seu conteudo genético e ambiente de crescimento (SONEI; EDALATIAN
DOVOM; YAVARMANESH, 2024).

Essas bacteriocinas podem desempenhar um papel importante no controle do
crescimento de patdgenos alimentares, motivando pesquisas sobre o potencial dos
Enterococos sp. como agentes protetores (FOULQUIE MORENO et al., 2006).

Contudo, certas cepas de enterococos sdo patogénicas, podendo desencadear
doencas, especialmente em ambientes nosocomiais, causando graves infecgdes,
bacteremia, endocardite e infec¢des do trato urindrio (KAYSER, 2003). Além disso, essas
cepas podem abrigar genes de resisténcia a antibidticos e de viruléncia (SONEI,

EDALATIAN DOVOM; YAVARMANESH, 2024). Portanto, no que diz respeito a
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questdes de seguranca, as espécies de Enterococcus ainda nao possuem o status GRAS
(geralmente reconhecidas como seguras pelo FDA), nem foram recomendadas para a lista
QPS (do inglés Qualified presumption of safety da EFSA) (BACCOURI et al., 2019;
RICCI et al., 2017).

No estudo realizado por Ozkan, Demirci e Akin (2021), foi demonstrado que
a maior atividade inibitoria de cepas de Enterococcus faecium ocorreu contra S. aureus,
isolados de amostras de queijo. Em contrapartida, outros estudos conduzidos por Sonei
et al. (2024) e Zommiti et al. (2018) avaliaram a capacidade inibitoria dos enterococos
contra bactérias potencialmente patogénicas, € nenhum dos isolados de enterococos
testados apresentou efeito antagdnico ao S. aureus ATCC 25923.

Dentre os microrganismos indesejaveis, na analise da amostra do queijo do
produtor A, notou-se a presenca destacada de Rahnella aquatilis (27,19%), uma bactéria
Gram-negativa, pertecente a ordem Enterobacterales. Essa cepa foi inicialmente isolada
de agua doce em 1976, e sua presenca tem sido associada a casos raros de infeccgdes
humanas (GAITAN; BRONZE, 2010). No estudo realizado por O’Hara et al.(1998) foi
relatado que a maioria dos isolados de R. aquatilis apresenta resisténcia predominante as
aminopenicilinas, carboxipenicilinas e cefalosporinas de primeira geracdo, essa
resisténcia decorre da producdo natural de beta-lactamase pela maioria dos isolados.
Além disso, foi destacado que eles exibem resisténcia inata a maioria dos macrolideos,
oxacilina, glicopeptideos e rifampicina, assemelhando-se a outras Enterobacterales, e

mais recentemente, foi detectada a resisténcia a fosfomicina.
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Figura 8. Prevaléncia das espécies (>1% em abundancia em relacdo ao niimero total de

sequéncias obtidas) identificadas no queijo artesanal na analise metataxondmica do

produtor B.
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Outras espécies indesejaveis da ordem FEnterobacterales, tais como:
Raoultella ornithinolytica, Lelliottia amnigena, Pantoea ananatis, Pantoea conspicua,
Pantoea agglomerans, Citrobacter freundii e Hafnia alvei foram detectadas com menor
prevaléncia nas amostras de queijos analisadas. Dentre essas, Citrobacter freundii,
Pantoea agglomerans, Pantoea ananatis € Hafnia alvei sdo considerados patogenos
oportunistas (JENKINS et al., 2017; BUYUKCAM et al., 2018).

Esta familia desempenha papel importante em relagdo aos aspectos de
deterioragdo e seguranca. Além disso, algumas espécies, como os coliformes sdo
indicadores de qualidade e higiene (METZ; SHEEHAN; FENG, 2020). Certas cepas de
bactérias pertencentes a esta ordem taxondmica sao patogénicas, como por exemplo
algumas estirpes de Salmonella e Escherichia coli MUMY, 2014; RIBEIRO et al.,2019).
Além disso, muitas cepas podem manifestar resisténcia a antibioticos (TEPELI;
DEMIREL ZORBA, 2018). A resisténcia a antibidticos, comumente codificada por
plasmideos, ¢ uma caracteristica comum em enterobactérias, aumentando o risco de
disseminagdo de seus genes de resisténcia (ANJUM et al., 2019). Esses microrganismos
afetam diversos produtos lacteos, como leites em pd, queijos e iogurtes, sendo implicados

em alguns surtos (SINGH; ANAND, 2022).
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A seguir as Figuras 9 e 10 apresentam as prevaléncias das espécies acima de

1% (mais prevalentes), considerando as amostras dos produtores C e D.

Figura 9. Prevaléncia das espécies (>1% em abundancia em relagdo ao numero total de
sequéncias obtidas) identificadas no queijo artesanal na andlise metataxondémica do

produtor C.
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Foi observada a presenca de Staphylococcus sciuri nas amostras de queijos
provenientes dos produtores B e C. Nemeghaire et al. (2014) destacam que as espécies
de S. sciuri tem potencial patogénico. Embora as infec¢des causadas por essas espécies
sejam pouco frequentes, os autores ressaltaram a capacidade dessa espécie de carregar
multiplos genes de viruléncia e resisténcia. Portanto, sua presenc¢a pode indicar um risco

a saude, porém mais estudos sdo necessarios para avaliar este risco.
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Figura 10. Prevaléncia das espécies (>1% em abundancia em relacdo ao nimero total de
sequéncias obtidas) identificadas no queijo artesanal na analise metataxondmica do

produtor D.
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L. chungangensis foi identificado na amostra de queijo do produtor D,
representando 14,5% (Figura 7). Estudos anteriores destacaram que essa cepa pode ser
utilizada na fabricagdo de produtos lacteos, evidenciando atividades funcionais, como
alcool desidrogenase (ADH) e aldeido desidrogenase (ALDH), além de outras atividades
enzimaticas, como amilase, proteinase e lipase (KONKIT et al., 2014; KONKIT; CHOI;
KIM, 2016).

A atividade do ADH contribuida pelos lactococos no queijo, especialmente
em niveis mais elevados em L. chungangensis, tem o potencial de intensificar o
metabolismo do alcool no intestino, reduzindo assim a exposi¢do dos 6rgdos internos a
essa substancia (KONKIT; CHOI; KIM, 2015). Além disso, o queijo pode ser fonte de
ALDH, que pode diminuir os niveis de aldeidos no corpo humano, indicando que
apresenta potencial para se tornar uma nova op¢ao como alimento funcional (KONKIT;
CHOI; KIM, 2016). Esses resultados apontam para uma perspectiva favoravel quanto ao
papel de L. chungangensis para melhorar as propriedades funcionais dos queijos.

Em sintese, a andlise metataxondmica destacou a prevaléncia de uma
microbiota caracterizada pela presenca de BAL, entre as quais Lactococcus sp.
representou a espécie mais predominante. Essa abordagem configura-se como uma
ferramenta importante para a identificacdo de diversas espécies bacterianas, incluindo

aquelas participantes nos processos de fermentacao, deterioragdo e eventuais patogenos.
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Portanto, pode ser usada para compreender a ecologia microbiana e contribuir para a

qualidade e seguranca dos queijos artesanais.

3.4 Conclusao

A abordagem metataxondmica evidenciou a presenga de diversas espécies
bacterianas nas amostras dos queijos, com destaque para as BAL, especialmente
Lactococcus sp. O estudo ressaltou a reduzida presenca de Staphylococcus sp. (<1% em
abundancia em relagdo ao numero total de sequéncias obtidas nas amostras), indicando
uma possivel atuagdo das BAL como culturas de biocontrole, capazes de inibir
microrganismos potencialmente patogénicos nos queijos artesanais. No entanto, dada a
identificacdo de DNA de espécies potencialmente patogénicas e que oferece riscos a
saude dos consumidores, incentiva-se o continuo trabalho de melhoria da qualidade na
cadeia de produc¢do e um controle rigoroso para melhorar a seguranca dos alimentos. Em
sintese, o estudo metataxondmico proporcionou uma avaliagdo das espécies bacterianas
(presentes ou passadas pela matriz) ndo cultivaveis pelos métodos tradicionais de
contagem e isolamento microbiano. Por fim para uma compreensdo mais abrangente da
diversidade microbiana nos queijos artesanais e das interagdes entre 0s microrganismos
autoctones e a inibi¢ao de espécies patogénicas, sugere-se a realizacdo de pesquisas mais

aprofundadas a fim de esclarecer essas dinamicas.

5.0 CONCLUSAO GERAL

A anélise das amostras de queijo artesanal tipo colonial Diamante revelou a
presenca de cepas de S. aureus resistentes a antibidticos, indicando um potencial risco a
saude publica. Apesar de ndo terem sido detectadas enterotoxinas classicas e seus genes
produtores, a identificacdo dos genes (/ukF-lukS) codificantes da PVL nos isolados sugere
possiveis riscos a saude dos consumidores. Destacou-se a presenca de isolados
pertencentes aos quatro grupos de agr, sendo o agr I e Il os mais prevalentes, ja
associados a resisténcia antimicrobiana. Quanto aos spa-types, observou-se uma
diversidade de 10 tipos diferentes, sendo o t1451 o mais comum entre os isolados de S.

aureus.
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A abordagem metataxonomica evidenciou uma presenca diversificada de
espécies bacterianas nas amostras dos queijos, com destaque para as BAL, especialmente
Lactococcus sp. Apesar da identificacdo reduzida de Staphylococcus sp., a presenca de
espécies com potencial risco a sauide demanda a implementagao de medidas de controle
mais rigorosas.

Com o intuito de obter uma compreensdo mais abrangente da diversidade
microbiana nos queijos artesanais e das interagdes entre 0s microrganismos autoctones e
a inibi¢do de espécies patogénicas, sugere-se a continuagcdo das pesquisas. Essas
investigacdes podem proporcionar insights valiosos para o aprimoramento das praticas
de producdo e controle, contribuindo assim para a seguranca e qualidade dos queijos
artesanais.

Em sintese, os resultados desta tese de doutorado destacam a importancia de
aprimorar o controle das boas praticas na producdo dos queijos para mitigar riscos a saude
publica, decorrentes da disseminagdo de cepas resistentes de S. aureus. Assim, sugere-se
realizar mais pesquisas para analise de riscos e a adogao rigorosa de boas praticas visando

garantir a seguranga microbioldgica desses produtos tdo apreciados.
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ABSTRACT

More than 30 types of artisanal cheeses are known in
Brazil; however, microorganisms, such as Staphylocoe-
cus spp., can contaminate raw milk cheeses through
different sources, from milking to processing. Staphylo-
corral food poisoning results from the consumption of
food in which coagulase-positive staphylococe], mostly
Staphylocorcus aurens, have developed and produced
enterotoxing. In addition, an emerging public heslth
concern is the increasing antimicrobial resistance of
some Staphylococcus strains. Furthermore, the ability
of Staphylococeus spp. in sharing antibiotic resistance-
related penes with other hacteria incresses this prob-
lem. In light of these observations, this review aims to
discuss the presence of, enterotoxins of, and antibiotic-
resistant of Staphylococcus spp. in Brazilien artisanal
cheese produced with raw milk.

Key words: virulence profile, artisan cheese, food
safety, staphylococeal enterotoxin

INTRODUCTION

Brazil stands out for being the fourth largest cheese
producer in the world, producing spproximately S04
thousand tonmes of cheese per year, with this mumber in
contimuous growth (ABIQ, 2021). More than 30 types
of artisanal cheeses are known in Brazil Brasilian ar-
tizanal cheeses are those made by traditionsl methods
that have territorial, regional, or cultural attachment
amd value and that respect the elaboration protocols
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established for each variety, penerally produced from
raw milk (Brazil, 2018a).

The current trend toward the consurnption of natural,
less processed, and clean label] products is related to the
potential consumption of raw milk in countries where
this regulatory possibility exists (e.g., United States, It-
aly). Although, in Italy, for example, it is recommended
to boil raw milk before consumption. This is supported
by & biased public perception that raw milk is associ-
ated with nutritional benefits which are supposedly lost
after thermal processing, In the same way, cheeses pro-
duced with raw milk gain relevant importance in this
context. Due to the need to regulate the production
of artisanal cheese made from raw milk, the Brazilian
Ministry of Apgriculture, Livestock, and Food Supply
(MAPA) published the Normative Instruction No. 30
dated August 7, 20013 (Brazl, 2013). This regulation
allows the production of artisanal cheese made from
raw milk with less than 60 d of ripening if it meets some
requirements, such as technical-scientific studies prowv-
ing that the reduction in ripening time does not affect
product quality and safety (Brazil, 2013). In addition,
Decres Mo, 9,013 dated March 20, 2017, which provides
regulation for the industrisl and ssnitery inspection
of animal-besed products, excludes the obligation to
pasteurize milk meant for production of cheese when
exposed to & ripening process at & temperature above
5°C during & period of 60 d or less, if safety is proven
through analytical tests (Brasil, 2017).

The concern of the regulatory agencies with the
minimum ripening time derives from the potential for
the development of pathogenic bacteris in raw milk
products. Pathopens can contaminate raw milk cheese
through different sources, such as the raw milk ftself,
but also the dairy environment (from milking to pro-
cessing) and people having close contact with milk and
cheeses during production and distribution (Rols et al.,
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