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RESUMO

Os padrdes microbiolégicos dos alimentos sdo indicativos da qualidade e seguranca sanitaria
desses produtos que podem causar danos a saide do consumidor quando fora dos parametros
adequados. Staphylococcus spp. estdo fortemente associados as doencgas transmitidas por
alimentos por causarem intoxicacao, por acdo de suas enterotoxinas termoestdveis. O leite e seus
derivados s@o um dos principais alimentos relacionados a intoxicacao estafilocdcica pelo fato de
Staphylococcus spp. serem um dos principais causadores de mastite bovina. Diante disso, se faz
necessdrio pesquisar alternativas capazes de inibir o crescimento de Staphylococcus spp. em
produtos lacteos, bem como a producao de suas enterotoxinas. As bactérias dcido laticas (BAL),
componentes da microbiota natural do leite cru, sdo conhecidas por apresentar potencial
antimicrobiano diante de diversos micro-organismos patogénicos, inclusive Staphylococcus
aureus. Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo produzir 81 queijos em laboratério,
sob condicdes de esterilidade, adicionados de combinagdes entre S. aureus, produtores de SEC
(FRI361) e TSST-1 (N315) e Lactobacillus rhamnosus (D1) isolada de queijo Minas artesanal da
Serra da Canastra e Weisella paramesenteroides (GIR16L4%), isolada de leite cru, e estudar a
viabilidade de S. aureus e a sua capacidade produtora de toxinas na presenga de BAL. Os queijos
foram armazenados a 7°C e estocados por 14 dias. O delineamento experimental foi elaborado
segundo esquema fatorial 9x3, sendo nove combina¢des de micro-organismos e trés tempos de
estocagem dos queijos, em trés repeticdes. As andlises microbioldgicas (contagem de S. aureus e
BAL), fisico-quimicas (umidade pelo método gravimétrico, compostos nitrogenados pelo método
de Kjeldahl, acidez tituldvel e pH) e moleculares (expressao dos genes das toxinas SEC e TSST-
1 por gPCR) foram realizadas em trés periodos de tempo (1, 7 e 14 dias). Ao longo dos 14 dias,
observou-se que a presenga de BAL ndo alterou o crescimento de S. aureus. Entretanto, foi
detectada, por qPCR, uma diminuicdo na expressao das toxinas avaliadas, sugerindo que as BAL
utilizadas podem inibir a expressdo de toxinas produzidas por S. aureus em queijos. A modulagdo
da expressdo de sec e tsst-1 por N315 ocorreu desde o primeiro dia de andlise, jd a expressdo de
sec por FRI361 reduziu a partir do sétimo dia de andlise, sugerindo uma modulac¢do cepa-
dependente. Esses resultados nos levam a crer numa interacdo entre as BAL e S. aureus presentes
na microbiota enddgena do leite, capaz de inibir a expressdo de toxinas estafilocdcicas, reduzindo
assim, a possibilidade de um individuo desenvolver o quadro de intoxicacdo estafilocdcica.

Palavras chave: S. aureus, bactéria dcido latica, antagonismo em queijo, enterotoxinas
estafilocdcicas, qPCR
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ABSTRACT

Microbiological food standards are indicative of health quality and safety. Products that can cause
harm to the consumer's health when they are applied. Staphylococcus spp. are strongly associated
with foodstuffs transmitted through intoxication, caused by the action of their thermostable
enterotoxins. Milk and its derivatives are one of the main foods related to staphylococcal
intoxication due to the fact that Staphylococcus spp. are one of the main causes of bovine mastitis.
Therefore, it is necessary to investigate alternatives capable of inhibiting the growth of
Staphylococcus spp. in dairy products, as well as a production of its enterotoxins. Like lactic acid
bacteria (BAL), components of the natural microbiota of raw milk, they are known to present
antimicrobial potential against several pathogenic microorganisms, including Staphylococcus
aureus. Thus, the present work had the objective of producing 81 cheeses in the laboratory under
sterile conditions, adding combinations of S. aureus, producers of SEC (FRI361) and TSST-1
(N315) and Lactobacillus rhamnosus (D1) isolated from cheese Serra da Canastra and Weissella
paramesenteroides (GIR16L4 *), isolated from raw milk, and to study the viability of S. aureus
and its toxin-producing capacity in the presence of BAL. The cheeses were stored at 7 ° C and
stored for 14 days. The experiment was delimited in a factorial scheme according to a 9x3 factorial
scheme, with nine combinations of microorganisms and three storage times of the cheeses in three
replicates. The experimental design was elaborated according to the factorial scheme 9x3, being
nine combinations of microorganisms and three times of storage of the cheeses, in three replicates.
Microbiological analyzes (counting of S. aureus and BAL), physical-chemical (moisture by the
gravimetric method, nitrogen compounds by the Kjeldahl method, titratable acidity and pH) and
molecules (qQPCR) were performed in three time periods (1, 7 and 14 days). Over the 14 days it
was observed that the presence of BAL did not alter the growth of S. aureus. However, BAL is
able to include an expression of toxins produced by S. aureus in cheeses. A modulation of the
expression of secte and tsst-1 by N315 from the first day of analysis, an expression of FRI361 seg
reduced from the analysis period, suggesting a strain-dependent modulation. These results are a
company specialized in microbiota, capable of inhibiting an expression of staphylococcal and
reduced toxins, as well as a possibility of an individual developed in staphylococcal intoxication.

Key words: S. aureus, lactic acid bacteria, lactic antagonism in cheese, staphylococcal
enterotoxins, qgPCR
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1. INTRODUCAO

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) sdo consideradas um grande problema para a
saide publica. Os alimentos sdo susceptiveis a contaminag¢des provocadas por diferentes
agentes etioldgicos, podendo levar ao desenvolvimento de doencas por acdo dos préprios
micro-organismos ou de suas toxinas (Stamford er al., 2006). Em alguns casos, as
intoxicacdes alimentares ocorrem em forma de surtos alimentares, ou seja, sdo caracterizadas
por dois ou mais casos de uma doenca, com mesmo quadro clinico, resultante da ingestao de
um alimento em comum.

Nos Estados Unidos (EUA), mais de nove milhdes de pessoas sdo acometidas por DTA a
cada ano (Painter et al., 2013). Entre os micro-organismos de interesse em alimentos,
destacam-se os enteropatogénicos, correspondentes aqueles cuja patologia se expressa no
trato gastrointestinal (Franco e Landgraf, 2004). As doencas alimentares podem ocorrer de
trés formas: pela ingestao do alimento contaminado pela toxina pré-formada no mesmo, o que
caracteriza a intoxicagdo alimentar (exemplo: Bacillus cereus — toxina emética; Clostridium
botulinum e Staphylococcus aureus); pela ingestdo do alimento contaminado pelo patégeno
que ird produzir a toxina no intestino, caracterizando dessa forma a toxinfec¢do alimentar
(exemplo: B. cereus — toxina diarréica; Campylobacter jejuni; Clostridium perfringens; E.
coli enterohemorrédgica e enterotoxigénica e Vibrio cholerae); ou ainda, pela ingestdo do
alimento contaminado pelo patégeno que invade os tecidos causando a doenca, conhecido
como infeccdo alimentar (exemplo: E. coli enteroinvasiva; Salmonella spp.; Shigella spp. e
Listeria monocytogenes) (Jay, 2005).

Dentre os agentes patog€nicos mais comuns, responsaveis por surtos de intoxicagdo
alimentar, destaca-se Staphylococcus aureus (Le Loir et al., 2003; Stamford et al., 2006,
Santana et al., 2010). Esse micro-organismo é também um dos principais agentes da mastite
bovina, contaminando o leite na sua obtencdo. Os estafilococos sdo frequentemente
associados a casos de intoxicacdo alimentar em todo o mundo devido a habilidade de algumas
cepas produzirem varios tipos de enterotoxinas (Jay, 2005; Charlier et al., 2009). Diante desse
panorama, medidas devem ser tomadas visando a reducdo da contaminag@o dos alimentos por
estafilococos e sua consequente produgdo de enterotoxinas. Estudos na drea demonstram a
eficicia de bactérias dcido-lacticas (BAL), e substincias produzidas por elas, como agentes
antimicrobianos. A principal caracteristica das BAL € a habilidade em fermentar agucares a
dcidos organicos (latico, acético e propidnico) e acidificar o meio reduzindo o pH abaixo de
3,5, tornando o meio desafiador para a sobrevivéncia de outros micro-organismos, incluindo
S. aureus (Ross et al., 2000; Dabiza e El-Deib, 2007; Le Marc et al., 2009; Al-Delaimy e
Hamamdeh, 2013; Hor e Liong, 2014).

Diante desse panorama surgem questionamentos como: por que as pessoas comem queijos
contaminados e ndo desenvolvem intoxicagdo estafiocdcica? Serd possivel inibir o
desenvolvimento de S. aureus e producdo de suas toxinas? Sendo assim, o presente trabalho
torna-se uma ferramenta importante de estudo sobre o anatagonismo entre S. aureus e BAL
em queijos, e seus desdobramentos na expressao de toxinas estafilocdcicas.

13



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Verificar se a presenga de Lactobacillus rhamnosus (D1) e Weisella paramesenteroides
(GIR16L*) afetam a viabilidade de Staphylococcus aureus em queijos frescos, elaborados
experimentalmente, bem como a expressao de toxinas estafilocécicas SEC e TSST-1.

2.2 Objetivos especificos

Enumerar as bactérias lacticas (BAL) e S. aureus utilizados nos queijos frescos produzidos
em laboratdrio, durante 14 dias de estocagem refrigerada a 7°C.

Verificar se ocorre antagonismo entre as culturas de BAL e 0 S. aureus inoculados em queijos
frescos estocados sob refrigeracao.

Avaliar molecularmente a expressdo das toxinas estafilocécicas SEC e TSST-1 na presencga
das BAL utilizadas.

14



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Doencas transmitidas por alimentos

A produgdo mundial de alimentos é desafiadora, ndo s6 pela preocupacdo em aumentar a
oferta, mas também em produzir alimentos nutricionalmente balanceados e de boa
qualidade microbioldgica e fisico-quimica. Os consumidores estdo atentos, ndo sé com
as caracteristicas nutricionais dos alimentos, mas principalmente com os aspectos
sanitarios.

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saide (OMS), as doencas transmitidas por alimentos
(DTA) sao resultantes da ingestao de alimentos contaminados por micro-organismos e/ou
seus metabdlitos que podem causar desde gastroenterites até comprometimento
sist€émico, como insuficiéncia renal, podendo levar a morte. Essa contaminagdo pode
ocorrer em qualquer etapa de processamento do alimento, desde a obtencdo da matéria
prima até o consumo do produto final. Os agentes etioldgicos envolvidos podem ser
bactérias, virus, parasitas, micotoxinas, prions, além de agrotéxicos, produtos quimicos e
metais pesados (Brasil, 2016).

As DTA podem ser de trés tipos: infec¢c@o alimentar, intoxicagdo alimentar e toxinfeccao
alimentar. As infeccdes alimentares ocorrem quando ha multiplicacdo e invasio celular
do micro-organismo no trato intestinal do individuo que ingeriu o alimento contaminado.
Os principais agentes etiologicos associados sdo: Salmonella spp, Shigella spp., Listeria
monocytogenes e E. coli enteroinvasiva. A sintomatologia clinica mais comum dessas
doengas € a gastroenterite, podendo ocorrer anorexia, nduseas, vOomitos e/ou diarreia,
geralmente acompanhado de febre. J4 a intoxicag@o alimentar ocorre com a ingestdo de
alimentos contaminados por micro-organismos capazes de produzir toxinas que vao
espoliar o trato gastrointestinal do hospedeiro, causando quadros de dor abdominal,
vOmitos e /ou diarreia e ndusea, geralmente ndo acompanhados de febre. Os principais
causadores sdo: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus (forma emética) e Clostridium
botulinum (Forsythe, 2013). As toxinfecgdes sao caracterizadas pela ingestdo do alimento
contaminado pelo micro-organismo que vai produzir a toxina causadora da doenga no
intestino do hospedeiro. Os sintomas associados as toxinfeccdes sdo: nduseas, dores
abdominais, diarreia, vomito e geralmente auséncia de febre. Os micro-organismos mais
associados s3o: Bacillus cereus (forma diarréica), Clostridium perfringens,
Campylobacter jejuni, E. coli enterhemorragica e Vibrio cholerae. Nos trés tipos de
doenca alimentar, outros 6rgdos e sistemas também podem ser afetados, como rins,
figado, sistema nervoso central, sistema imune, dentre outros. O desenvolvimento do
quadro clinico depende do agente etioldgico envolvido e da resposta do sistema imune
do paciente, podendo variar desde um leve desconforto intestinal até quadros de
desidratacdo grave, diarreia sanguinolenta e insuficiéncia renal aguda (Jay, 2005).

Os casos de DTA podem ocorrer de forma isolada, ou em forma de surtos, que se
caracterizam por episddios em que duas pessoas ou mais apresentam sinais/sintomas
iguais apds ingerirem alimentos e/ou dgua da mesma origem (Brasil, 2017). A OMS
estima que mais de um ter¢o da populagdo mundial adoeca, anualmente, devido a surtos
de DTA, mas apenas uma pequena parcela € notificada. Como os sintomas de doengas
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alimentares, em geral, sdo brandos e duram poucos dias, a maioria das pessoas nao
procura auxilio médico. Entretanto, o risco é maior para pacientes imunodeprimidos,
criancas e idosos, que ndo possuem um sistema imunolégico fortalecido o suficiente para
combater uma infec¢@o branda.

Nos paises desenvolvidos, as doencas de origem alimentar sdo responsaveis por mais de
70% dos casos de diarréia em criancas abaixo dos cinco anos (Forsythe, 2013). Entre
1998 e 2008 foram reportados nos EUA 1229 casos de surtos alimentares, causados
principalmente por Bacillus cereus, Clostridium perfrigens e Staphylococcus aureus
(Bennett er al., 2013). Entre 1998 e 2015, ocorreram 19.119 surtos, contabilizando
373.531 doengas registradas, 14.681 hospitalizagdes e 337 mortes. Entretanto, esse
nimero pode ser muito maior, uma vez que nem todos 0s casos ocorrem em surtos e sao
notificados, calculando-se cerca de 9,4 milhdes de pessoas doentes, anualmente (CDC,
2017). Em 2014, os principais patdgenos associados a surtos e doengas alimentares
foram: Salmonlla spp., S. aureus e Campylobacter spp. (na ordem decrescente de
incidéncia) (CDC, 2017). Segundo Allos et al. (2004), nos EUA gastam-se anualmente
cerca de 6,9 bilhdes de ddlares em tratamentos de DTA.

No Brasil, o inicio da vigilancia de surtos de DTA se deu em 1999 e sdo considerados um
evento de Satide Publica, devendo receber notificacdo compulséria imediata, segundo
Portaria n°204, de 17 de fevereiro de 2016 (Brasil, 2016). No periodo de 2007 a 2016
foram notificados 6.848 casos de surtos, 121.283 doentes, 17.571 hospitalizagdes e 111
6bitos. Em 2017, até o presente momento, 133 surtos e 2014 doentes foram notificados
(Brasil, 2017). Segundo os dados da Secretaria de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2016), a
regido brasileira mais notificada em surtos € o Sudeste, responsdvel por 43,6% dos casos,
seguida por Sul (24,6%), Nordeste (19,8%), Norte (7,1%) e Centro-Oeste (6,2%). Dentre
os locais envolvidos em surtos, as residéncias estdo em primeiro lugar (38,8%), seguidas
por restaurante/padarias (16,1%), e demais, como eventos, escolas, hospitais e etc. Entre
os alimentos associados, 66,9% ndo sdo identificados, seguidos por alimentos mistos
(8,9%), agua (6,1%), ovos e derivados (3,5%), leite e derivados (2,7%), doces e
sobremesas (2,1%), cereais e farinaceos (1,7%), carne suina (1,5%), carne de ave (1,4%),
pescados e frutos do mar (0,8%), hortalicas (0,8%), bebidas ndo alcodlicas e frutas
(0,6%), especiarias e molhos (0,3%), gelados comestiveis (0,1%). Os principais
organismos envolvidos sdo E. coli, Salmonella spp e S. aureus, em ordem decrescente de
ocorréncia.

No Japdo, 29 trabalhadores adoecerem, e oito foram hospitalizados, apds ingerirem
alimentacdo preparada pela cafeteria da companhia. Os sintomas foram classicos de
intoxicacdo estafilocdcica, e apds realizacdo de andlises foram identificadas 20 a 40 ng
de SEA e contagem de 3,0 x10° UFC/g de S. aureus, em amostras de ovos mexidos (Miwa
et al, 2001). Carmo et al. (2002) relataram dois surtos que ocorreram em Minas Gerais,
atingindo 378 pessoas, apds ingerirem queijo Minas e leite cru. Nas amostras de alimentos
analisadas foram encontradas altas contagens de S. aureus (2x108 UFC/g) e enterotoxinas
SEA, SEB, SEC e SED. Carmo et al. (2004) notificaram um surto que ocorreu no verao
de 1998 em Minas Gerais, apds uma cerimonia religiosa, atingindo 4000 pessoas, sendo
que 2000 foram hospitalizadas por apresentarem vomito, ndusea e diarreia. Amostras dos
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alimentos envolvidos (arroz, feijao, frango e carne) e swab de mao dos manipuladores
foram analisadas, sendo encontrada enterotoxina SEA e amostras de Staphylococcus
contendo genes codificadores de producdo de SEA, SEB e SEG.

Ikeda et al. (2005) relataram um surto que ocorreu em Osaka, Japdo, em 2000. Apds a
ingestdo de leite reconstituido, mais de 10.000 pessoas apresentaram sintomas de
intoxicacdo estafilocdcica. Autoridades locais chegaram a conclusdo de que a causa da
intoxicacdo foi a presenga de enterotoxinas SEA e SEH, depois de andlises imunolégicas
e moleculares. Segundo Jgrgensen et al. (2005), oito pessoas desenvolveram intoxica¢ao
estafilocdcica, no Japdo, apds ingerirem puré de batata preparado com leite cru. Amostras
do puré e do leite do tanque foram analisadas, identificando-se gene seh, por PCR e a
enterotoxina SEH, por ELISA.

Um surto de intoxicacdo estafilocdcica foi relatado na India (Nema et al., 2007),
envolvendo mais de 100 pessoas, entre criancas e adultos, apds a ingestdo de um
salgadinho tipico da regido, feito com batata e frito em 6leo vegetal. Em amostras do
alimento e de vomito dos envolvidos, foi possivel detectar a presenga de genes seb e sed,
bem como de enterotoxinas SEB e SED.

Em 2009, na Franca, foram notificados seis surtos de intoxicacdo estafilocdcica, apds
ingestdo de queijo fresco feito com leite ndo pasteurizado. Amostras de queijo foram
analisadas, encontrando-se ndo s6 o gene see, como também a enterotoxina E (Ostyn et
al.,2010).

Na Alemanha, 13 pessoas foram acometidas por intoxicagdo estafilocécica, sendo sete
hospitalizadas, apds a ingestdo de sorvete em uma cerimoOnia religiosa. Amostras de
vomito, fezes e alimento foram analisadas, encontrando-se estafilococos coagulase
positivo e SEA (Fetsch et al., 2014).

A investigacdo de surtos, envolvendo seus agentes etiolégicos e a epidemiologia da
doenca, ¢ uma ferramenta importante para a adocdo de medidas preventivas evitando-se
novos casos. Os 6rgdos de vigilancia epidemioldgica atuam frequentemente ndo s6 na
investigacdo, como na elaboracdo de protocolos que devem reger a produgdo e
comercializag¢do de alimentos.

3.2 Staphylococcus aureus e intoxicacao estafilococica

Entre os micro-organismos de interesse em alimentos, destacam-se os enteropatogénicos,
correspondentes aqueles cuja patologia se expressa no trato gastrintestinal (Franco e
Landgraf, 2004). Dentre os agentes patogénicos mais comuns, responsaveis por surtos de
intoxicagao alimentar, destaca-se Staphylococcus aureus (Stamford et al., 2006).

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos em formas de cachos de uva que se
coram como Gram positivo, com didmetro variando entre 0,5 e 1,5um, anaerdbios
facultativos, iméveis e ndo formadores de esporos (Lancette e Tatini, 2001). Elas s@o
encontradas facilmente em pélos, pele, boca, nariz, glandulas mamadrias e trato
respiratério superior do homem e animais, além de ar, poeira, dgua e superficies
ambientais. Eles sdo micro-organismos mesoéfilos, que crescem numa faixa de
temperatura entre 7 e 48°C (temperatura 6tima em 37°C), crescem em atividade de dgua
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(aw) a partir de 0,86 a 0,99, tendo sido encontrado crescimento em condi¢des de 0,83,
sendo o Unico micro-organismo nao-halofilico capaz de crescer em condi¢des tdo baixas
de aw. A faixa de pH para seu crescimentovaria entre 4,0 e 9,8, sendo o ideal entre 6,0 e
7,0 (Jay, 2005; Hennekinne et al., 2012).

S. aureus sdo produtores de vdrias enzimas como coagulase, termonuclease e hemolisina
(Lancette e Tatini, 2001; Franco e Landgraf, 2004; Forsythe, 2013). Mais de 30 espécies
de Staphylococcus spp. sdo descritas, podendo ser distribuidas em dois grupos, segundo
sua capacidade de produzir coagulase. Dentre as espécies de estafilococos coagulase-
postiva, destacam-se: S. aureus, S. hyicus e S. intermedius, sendo a primeira a mais
encontrada. Ja os estafilococos coagulase-negativo sdo representados pelas espécies: S.
epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus, S. chromogens, S. xylosus, dentre outras
(Jay, 2005). Durante muito tempo acreditou-se que a capacidade de produzir coagulase
estava diretamente relacionada ao potencial de produzir toxinas. Alguns estudos
investigaram a presenca de gene produtor de enterotoxina em amostras de S. aureus
coagulase-negativo, mas ndo obtiveram sucesso (Rosec et al., 1997; Becker et al., 2001).
Entretanto, pesquisas posteriores encontraram genes potencialmente produtores de
enterotoxinas em amostras de estafilococos coagulase-negativo (Cunha et al., 2006;
Cunha et al., 2007; Zell et al., 2008; Guimaraes et al., 2013; Podkowik et al., 2013).

As espécies de Staphylococcus sao frequentemente isoladas de uma grande variedade de
alimentos como carne, queijo e leite; além de fontes como solo, areia e d4gua (Heikens et
al., 2005). Segundo Jay (2005), os principais alimentos envolvidos em surtos de
intoxicagdo estafilocdcica sdo o leite, creme, queijo, carne cozida, frango, presunto, batata
e saladas de batata e atum, carne e derivados, saladas e produtos de confeitaria, sendo que
muitos desses itens sdo contaminados durante o preparo em casa ou em restaurantes e
armazenados em condi¢des inadequadas de temperatura (Lancette e Tatini, 2001). De
acordo com Hennekinne et al (2012), os alimentos associados as intoxicagdes
estafilocécicas podem variar de acordo com o pais, estando possivelmente relacionado
aos habitos alimentares dos mesmos. Nos EUA, por exemplo, o alimento mais envolvido
com surtos de intoxicagdo estafilocdcica € a carne e seus derivados, ja na Franga, o alto
consumo de leite ndo pasteurizado coloca esse alimento como o principal responsdvel (Le
Loir et al., 2003). O leite e seus derivados estdo fortemente relacionados a esse tipo de
intoxicacdo, também pelo fato de que S. aureus é um dos principais agentes da mastite
bovina, podendo contaminar o leite na sua obtencdo, comprometendo a qualidade
sanitdria no decorrer do seu processamento.

A primeira associacdo de Staphylococcus com doencas transmitidas por alimentos
ocorreu em 1884, quando o micro-organismo foi isolado em queijos envolvidos em surto
alimentar (Bennett, 2005). Em 1907, foi encontrado em bifes envolvidos em um surto
alimentar, no qual as pessoas apresentaram sintomatologia caracteristica de intoxica¢ao
estafilocdcica. Em 1914, leite proveniente de vacas com mastite estafilocdcica causou
intoxicac¢do em pessoas que o ingeriram. Em 1930, Staphylococcus spp. foram isolados
de amostras de pao de 16, apds 11 pessoas ingerirem e apresentarem sinais de intoxica¢ao
estafilocécica. Os micro-organismos foram administrados via intravenosa em coelho e
oralmente em humanos voluntdrios, o coelho morreu apds manifestacdo de diarreia
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aquosa, e os humanos apresentaram sintomas como niusea e vomito, ap6s 3h de ingestao.
Entretanto, foi durante a Segunda Guerra Mundial, que ocorreu o primeiro grande surto
de intoxicacdo estafilocdcica. Cerca de 2000 soldados alemaes adoeceram apds ingerirem
salsicha contaminada por Staphylococcus spp. (Hennekinne et al., 2012).

Segundo Hennekinne er al. (2012), para que um quadro de intoxicagdo estafilocdcica se
instale e se desenvolva sdo necessarios cinco fatores: 1) uma fonte contendo estafilococos
produtor de enterotoxina; 2) transferéncia desses estafilococos para o alimento, quando a
matéria prima nio € a fonte; 3) composicdo do alimento apresentando condicdes fisico-
quimicas favoraveis ao desenvolvimento de estafilococos e produgdo de enterotoxinas;
4) temperatura favordvel e tempo suficiente para crescimento bacteriano e toxigénese; 5)
ingestdo do alimento contaminado com quantidades suficientes para causar a intoxicagao.

A maioria dos casos de intoxicacdo estafilocécica, bem como qualquer DTA, nao é
notificada aos 6rgdos de Vigilancia Sanitéria, o que leva a uma subnotificagdo da doenca.
Por se tratar de uma moléstia de curso rapido (24-48h) e autolimitante os individuos
acometidos, geralmente, ndo necessitam de atendimento médico (Borges et al., 2008). O
periodo de incubagdo varia de 30 minutos a 8 horas (Le Loir ef al., 2003), principalmente
no intervalo de 1 a 6 horas (Jay, 2005) e completa recuperacdo de 1 a 3 dias, com baixa
taxa de mortalidade (Su e Wong, 1997). Os principais sintomas sdo: ndusea, caimbras
abdominais (bastante agudas), diarreia, dor de cabecga, sudorese, prostracdo e algumas
vezes, queda na temperatura corporal (Le Loir et al., 2003; Jay, 2005; Santana et al.,
2006). A acdo emética € a mais comum e, segundo Dinges et al., (2000), os receptores
para as enterotoxinas estdo localizados nas visceras abdominais, principalmente no
intestino. Dessa forma, o estimulo é transferido pelo nervo vago ao centro do vomito
ocasionando a retroperistalsia do intestino e estdbmago culminando em episédios de
vOmito. A acdo diarreica é menos comum, e seu mecanismo ainda ndo é bem esclarecido;
porém, acredita-se que esteja envolvido com inflamacdo e irritagdo da mucosa
gastrointestinal (Franco e Landgraf, 2004). O tratamento usual consiste em repouso e
manutencao do equilibrio hidroeletrolitico, e eventual uso de analgésicos em quadros de
intensas dores abdominais e de cabega (Jay, 2005).

A quantidade de S. aureus necessdria para o inicio da sintese de enterotoxinas &
controversa. Segundo Adesiyun et al. (1998), amostras enterotoxigénicas de S. aureus
devem atingir contagens de 10° UFC/g do produto para haver libera¢io de enterotoxina
em quantidade suficiente para causar alteracdes a saide do consumidor. Segundo
Almeida e Franco (2003), sdo necessarios 10° UFC/g de Staphylococcus/g para produzir
quantidades de toxinas suficientes para causar intoxicacdo. Entretanto, Carmo et al.
(2002) observaram produgdo de enterotoxinas estafiloccicas com contagens a partir de
10° UFC/g. J4 a quantidade minima de enterotoxina necesséria para causar doenga em
humanos € aproximadamente 20ng. Este valor foi estabelecido apds um surto de
gastrenterite estafilocdcica veiculado por leite achocolatado nos EUA (Jay, 2005).
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3.3 Fatores de viruléncia de Staphylococcus spp.

Staphylococcus aureus se caracteriza como um patdgeno oportunista que estd presente,
naturalmente, em pele e mucosa sem causar danos ao hospedeiro. Quando essas barreiras
fisiol6gicas sdo rompidas, ocorre a invasdo do micro-organismo, podendo causar desde
infeccdes simples até graves e, em alguns casos fatais, dentre elas: infec¢des cutineas,
pneumonia, endocardite, osteomielite e ainda intoxica¢des alimentares quando presentes
em alimentos (Gorwitz et al., 2006; Loveday et al., 2006; Cruz, 2008). As doencas
provocadas por S. aureus podem ser ocasionadas por invasdo direta dos tecidos,
bacteremia primdria ou, ainda, por metabdlitos que ele produz. O micro-organismo
primeiro se adere a pele ou mucosa, rompe as barreiras do epitélio e promove a invasio
nos tecidos. Apds esse processo, ele necessita de estratégias que permitam a sua
sobrevivéncia e proliferacdo no organismo do hospedeiro. Essas estratégias estdo
relacionadas com opsonizagdo do complemento, neutralizagdo da fagocitose e inibicdo
das respostas imunes humoral e celular (Iwatsuki et al., 2006; Santos et al., 2007; Santos,
2009).

O grau de patogenicidade e de colonizacdo de S. aureus esté relacionado com seus fatores
de viruléncia, os quais tém papel fundamental na adesao celular, captacdo de nutrientes e
na sua evasdo da resposta imunoldgica do hospedeiro (Santos et al., 2007). Segundo
Velazquez-Meza (2005), esses fatores de viruléncia podem ser classificados em trés
categorias: capacidade de aderéncia e potencial de invasdo as células do hospedeiro, a
matriz extracelular e a superficie de cateteres e préteses; producdo de substincias que
afetam o sistema de defesa do hospedeiro; resisténcia a antimicrobianos.

Os estafilococos ndo expressam constantemente seus fatores de viruléncia. Isso s6 ocorre
quando o micro-organismo se vé ameacado pela presenca de substincias capazes de
neutraliza-lo. Dessa forma, a expressao dos genes de viruléncia de S. aureus, é controlada
por um sistema de regulacdo composto por dois operons divergentes, denominado agr
(acessory gene regulator). A ativagdo desse sistema pode se dar pela existéncia de um
outro mecanismo chamado quorum-sensing, que é caracterizado pela percep¢do de altas
densidades populacionais do préprio micro-organismo, desencadeando a¢des inibitdrias,
como a producgdo de fatores de viruléncia (Bronner et al., 2003; Almeida, 2009; Andrey,
2011; Painter et al., 2014).

3.3.1 Capacidade de aderéncia e invasao

A capacidade de aderéncia e invasdo de S. aureus se d4 pela producio de moléculas como
o fibrinogénio, colagenase, coagulase, hialuronidase, lipase, o toxina, 3, Y € 6 hemolisinas
e formacdo de biofilmes. A coagulase transforma fibrinogénio em fibrina, formando
codgulos e dificultando a fagocitose do patdgeno. A hialuronidase degrada a matriz
extracelular do hospedeiro, facilitando a invasao dos tecidos. J4 a lipase, ao hidrolisar
lipideos garante a sobrevivéncia dos estafilococos em regides sebaceas (Murray et al.,
1999). As exotoxinas a, 3, Y € 9, sdo responsdveis por promover poros na membrana de
células sanguineas, ocasionando uma evasao de substancias essenciais para as células e
consequente morte celular.
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A produgdo de biofilmes € uma habilidade complexa de sobrevivéncia do micro-
organismo em superficies (Santos, 2009). O biofilme consiste na aglomeracdo de células
bacterianas envoltas por uma matriz polissacaridica, produzida pelas bactérias envolvidas
nessa adesdo. A formacgdo de biofilme ocorre geralmente em duas etapas: adesdo da
bactéria a uma superficie, e adesdo intercelular, formando multiplas camadas bacterianas
(Gotz, 2002). Um importante gene tem sido associado a formacao de biofilmes por S.
aureus. Ele é o operon icaADBC que codifica proteinas envolvidas na sintese do
polissacarideo de matriz poli-N-sucinil B-1,6 glucosamina (PNSG). Esse polissacarideo
estd envolvido na ligacdo entre as células bacterianas da matriz de biofilmes (O Neil et
al., 2007; Santos, 2009).

O biofilme pode contribuir para a persisténcia bacteriana em sitios infecciosos ou para
infec¢des cronicas, uma vez que dificulta a agdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro
e dos agentes antimicrobianos. Além disso, a presenga do biofilme em superficies
promove a liberagdo lenta a gradual dos micro-organismos no meio, promovendo uma
contaminacdo do ambiente, como por exemplo, em placas de pasteurizadores em
laticinios (Santos et al., 2007; Santos, 2009; Martin, 2015).

3.3.2 Resisténcia a antimicrobianos

S. aureus é capaz de demonstrar resisténcia a antimicrobianos, dificultando o tratamento
em casos de infeccdes hospitalares. A resisténcia aos antimicrobianos possivelmente tem
sido desenvolvida por mutagdes em seus genes ou pela aquisicdo de genes de resisténcia
de outras bactérias. Em vias de regra, a resisténcia que ocorre por mutagdo provoca uma
alteracdo no sitio de acdo do antimicrobiano, enquanto a resisténcia por aquisicdo de
genes de resisténcia frequentemente ocasiona uma inativacdo ou a destruicdo da droga,
sendo transmitida por plasmideos e transposons (Tavares, 2002). O uso indiscriminado
de antimicrobianos é o principal fator responsdvel pela selecio de micro-organismos
resistentes (Guimaraes et al., 2012). A resisténcia de S. aureus a meticilina (MRSA) é
conhecida como uma das mais prevalentes no mundo, sendo capaz de causar infec¢des
hospitalares graves, podendo levar o individuo a morte. Ela é determinada por um gene
cromossdmico (mecA) do S. aureus, o qual codifica modificacdes no receptor do
betalactamico, estimulando a producdo de uma proteina ligadora de penicilina (PPB2a)
com baixa afinidade pelo antimicrobiano, resultando em resisténcia (Santos et al., 2007).

Pereira et al., (2009) avaliaram 148 amostras de S. aureus provenientes de diversos
alimentos, e encontraram genes enterotoxigénicos sea, seg € sei em 102 amostras. Dentre
as 148 amostras, 102 apresentaram resisténcia a ampicilina e 108 a penicilina. Schuenk
(2009) avaliou 93 amostras de S. aureus provenientes de pacientes internados em dois
hospitais do Rio de Janeiro com infec¢des associadas, ou ndo, a proteses articulares. Ele
encontrou o gene icaA em 100% das amostras. Além disso, 55 (60%) das amostras
avaliadas apresentaram resiténcia a eritromicina, 37(40%) a ciprofloxacina, 28 (30%) ao
cloranfenicol e clindamicina, e 9 (10%) a gentamicina. A presencga desse gene traz uma
preocupacdo pela possibilidade de formagdo de biofilmes em hospitais, gerando uma
fonte continua de contaminacao para os pacientes. Guimardes et al., (2012) avaliaram a
presenca de genes codificadores de resisténcia antimicrobiana (mecA e blaZ) em 60
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isolados de S. aureus provenientes de vacas (30) e bifalas (30) com mastite. Os autores
encontraram gene mecA em um isolado de bubalino e trés isolados de bovinos, e gene
blaZ em seis isolados de bubalino e um isolado de bovino. Eles observaram também que
isolados de vacas apresentaram menor sensibilidade a antimicrobianos no teste de disco-
difusdo quando comparados a isolados de biifalas. Gicvkoglu et al., (2013) avaliaram a
prevaléncia de S. aureus enterotoxigénicos e MRSA. De 35 amostras isoladas de sorvete,
13 apresentaram genes sea, seb € sed, e apenas uma apresentou gene mecA. Dabul (2014)
encontrou linhagens de MRSA, isolados em hospital em Belo Horizonte, resistentes
também a outros antibidticos, como por exemplo, daptomicina e tigeciclina. O que serve
de alerta, pois, reduz a variedade de antibiéticos que podem ser utilizados para eliminar
esse micro-organismo.

3.3.3 Producio de substincias que afetam sistema imunoldgico

S. aureus produz substincias como a proteina A, polissacarideos capsulares,
enterotoxinas estafilocdcicas e a toxina da sindrome do choque toxico (T'SST-1). Essas
substancias afetam o sistema imunoldgico do hospedeiro, que ndo consegue reagir
adequadamente para combater o micro-organismo.

3.3.3.1 Proteina A e polissacarideos

A proteina A é conhecida por interagir com imunoglobulinas humanas e animais e se ligar
preferencialmente a por¢cdo Fc da imunoglobulina G (IgG). Ela interfere na opsonizagdo
e na fagocitose pelos leucdcitos polimorfonucleares, ativando o complemento e
estimulando reagdes de hipersensibilidade dos tipos imediato e tardio (Konemam et al.,
2001; Santos, 2009). O &cido tecdico é um polissacarideo capaz de ativar a via alternativa
do complemento e estimular a producdo de citocinas. O glicanopeptideo € um polimero
de polissacarideo que atua como agente quimiotdtico para leucdécitos polimorfonucleares
e induz a produgdo de interleucina-1 que vai atuar na resposta inflamatdria e imune
(Oliveira et al., 2001; Santos et al., 2007).

3.3.3.2 Enterotoxinas estafilocdcicas e TSST-1

As enterotoxinas estafilocdcicas, grupo de proteinas simples com baixo peso molecular
(27.000 a 34.0000 Da), sdo produzidas durante todas as fases do crescimento bacteriano,
mas principalmente durante a metade para o fim da fase exponencial. Elas sdo resistentes
a acdo de enzimas proteoliticas como a pepsina e tripsina, e relativamente estaveis ao
aquecimento, resistindo aos tratamentos térmicos como a pasteurizagdo e a
ultrapasteurizacgdo do leite (Le Loir ef al., 2003; Soriano et al., 2002). Elas s@o ricas em
lisina, 4cido aspdrtico e glutdmico, apresentando duas cisteinas formando ponte
dissulfeto. A producdo de enterotoxinas sempre foi associada a amostras de estafilococos
que produzem as enzimas coagulase e termonuclease (Jay, 2005). Entretanto, algumas
cepas e/ou espécies que ndo produzem coagulase e/ou termonuclease podem produzir
enterotoxinas.

O numero de enterotoxinas tem aumentado pela detec¢do de novos genes. Os tipos
antigénicos de enterotoxinas estafilocécicas sdo denominados por SE agregado da letra
correspondente a sua descoberta. Segundo Bergdoll (1990), as enterotoxinas mais
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importantes sdo SEA, SEC, SEB, SED e SEE, na ordem decrescente de ocorréncia.
Atualmente, sdo descritas na literatura vinte e quatro enterotoxinas estafilocécicas (EE).
Além das denominadas classicas, SEA, SEB, SEC (1, 2 e 3), SED e SEE, foram descritos
novos tipos: SEG, SEH, SEI, SER, SES e SET. H4 também EE que ndo possuem
atividade emética ou que nao foram testadas para tal caracteristica, as enterotoxinas-like
(SEls), SElJ, SEIK, SEIL, SE/M, SEIN, SEIO, SEIP, SEIQ, SE/U, SEIV e SEIX
(Argudin et al., 2010; Podkowik et al., 2013). Segundo Freitas (2005), as enterotoxinas
sdo similares quanto a sua composi¢do e atividade bioldgica, mas sdo identificadas
separadamente baseadas nas diferengas antigénicas.

Além de todas estas enterotoxinas, existe uma toxina previamente denominada
enterotoxina F, que € conhecidamente responsdvel por causar febre, hipotensdo e
congestdo de varios drgdos, podendo levar a morte pela sindrome do choque téxico
(TSST-1) (Forsythe, 2013). Alguns autores pesquisaram a presenca de TSST-1 em
alimentos concomitantemente a presencga de enterotoxinas estafilocdcicas e perceberam
que geralmente estdo associados. Johnson et al. (1991) encontraram genes produtores de
enterotoxinas A até E e TSST-1 em amostras isoladas de alimentos.

Valle et al. (1991) pesquisaram 342 isolados de pele, mucosas, sangue e leite de cabras,
e descobriram que 82 eram capazes de produzir a toxina TSST -1. Kenny et al. (1993)
avaliaram 262 isolados de secrecdo mamdria de vacas e detectaram a produgdo de
enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED, SEE e toxina TSST-1, por imunodifusdo. Sendo
que as mais encontradas foram SED, TSST-1 e SEC, em 58, 50 e 44 isolados,
respectivamente.

Mehrotra et al. (2000) pesquisaram a presenca de genes sea, seb, sec, sed, see, tsst, mecA,
eta e etb em 107 isolados de swab nasal de humanos. Dentre eles, 26 foram positivos para
tsst, 21 para sea, 8 para sec, 6 para seb e 2 para sed, e os outros genes ndo foram
encontrados. Sospedra et al. (2012) identificaram a presenca de toxina TSST-1 em 1de
53 isolados de swab de manipuladores de alimentos e utensilios utilizados em
restaurantes. Carvalho et al. (2013) avaliaram, por sensibilidade 6tima em placa, a
producdo de TSST-1, SEA, SEB, SEC e SED em 95 isolados de S. aureus proveniente
de leite bovino (31) e alimentos envolvidos em surtos de intoxicacdo (64). Eles
perceberam que SEB e TSST-1 foram as toxinas de maior ocorréncia entre as amostras
analisadas, sendo encontrados em 27 amostras de alimentos e 22 de leite.

Embora néo haja registro na literatura de intoxicagdo estafilocécica causada por TSST-1,
os trabalhos supracitados confirmam a ocorréncia da toxina em alimentos, utensilios de
cozinha e swab de manipuladores de alimentos. Ademais, Schlievert er al. (2000)
induziram a sindrome do choque t6xico em coelhas apds inoculagdo de TSST-1 via oral,
vaginal e intravenosa, além de promoverem quadros de diarreia em macacos que
receberam a toxina via oral. Diante disso, nota-se a importancia de estudos avangados
com o objetivo de compreender melhor a relacio entre essa toxina e sua possivel acdo em
quadros de intoxicagdes quando associada a enterotoxinas, ou até mesmo seu potencial
em causar sindrome do choque téxico quando ingerida oralmente.

23



Os fatores de viruléncia de S. aureus sao de extrema importincia para a sobrevivéncia
desse micro-organismo no meio em que se encontra. Muito se tém pesquisado sobre a
presenca de genes relacionados a esses fatores e as varidveis que podem impedir a
manifestacdo da viruléncia e patogenicidade de S. aureus. Os estudos tém avancado nessa
drea e alguns autores correlacionam o potencial antagonista de bactérias dcido liticas
(BAL) frente a ag@o de S. aureus. Entretanto, ha ainda muito o que se pesquisar nessa
area.

3.4 Métodos de deteccio de enterotoxinas

As enterotoxinas estafilocdcicas, por serem proteinas simples, sdo dificeis de serem
detectadas por métodos quimicos. Portanto, os métodos bioldgicos, imunoldgicos e
moleculares sdo os mais utilizados para a deteccdo (Santana et al., 2010; Santiliano et al.,
2011). Segundo Santiliano et al., (2011), os ensaios imunoldgicos sdo mais sensiveis e
especificos, além disso, sdo a base para deteccdo de enterotoxinas identificadas
sorologicamente. De acordo com Lancette e Tatini (2001), a maior dificuldade encontrada
na identificacdo de enterotoxina estafilocécica em alimentos é a pequena quantidade
presente no alimento envolvido no surto.

Os métodos bioldgicos de detecgao de enterotoxinas geralmente utilizam macacos,
coelhos e cobaias, que recebem aplicagdes intragdstricas de amostras supostamente
contaminadas por enterotoxinas, medindo-se a atividade emética nos animais (Santiliano,
2011). Entre as desvantagens podem ser citadas a incapacidade de diferenciar as toxinas,
dificuldade de manutencdo dos animais (Bergdoll e Robbins, 1973), variacdo na
sensibilidade dos animais, desenvolvimento de resisténcia a repetidas administracdes e
alto custo dos ensaios (Santiliano et al., 2011).

Dentre os métodos imunoldgicos incluem-se ensaio enzimdtico imunoabsorvente
(ELISA), imunodifusao, sensibilidade 6tima em placa (OSP) e aglutinagdo em latex. Os
métodos de imunodifusdo tradicionais, os quais sdo baseados na capacidade de interacio
da enterotoxina (antigeno) com anticorpos policlonais especificos, formando um
precipitado, sdo testes com pouca sensibilidade, pois muitas amostras de estafilococos
produzem enterotoxinas em quantidades inferiores a Ing/mL (Teva et al., 2010). Existem
métodos mais sensiveis e com resultados mais rdpidos para a detec¢@o de enterotoxinas
estafilocdcicas, que permitem niveis de detec¢@o préximos a 0,1-1,5 ng/mL, dos quais os
métodos mais conhecidos sdo aglutinagcdo reversa passiva em latex (RPLA) e ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), havendo no mercado kits para a detec¢do de
enterotoxinas estafilocécicas cldssicas, como o SET-RPLA (Oxoid) e o VIDAS-SET?2
(BioMerieux), este tltimo por meio de Enzyme Linked Fluorescent Imunoassay (ELFA),
um método semelhante ao ELISA, mas com maior sensibilidade devido a presenca do
substrato 4-metil-umbeliferil-fosfato que, apds ser hidrolisado pela fosfatase alcalina, se
transforma em umbeliferona e emite fluorescéncia captada e mensurada por um
equipamento especifico do mesmo fabricante (Leite ef al., 2005).

Os métodos moleculares compreendem a detecg@o das toxinas por Western Blot e reacio
em cadeia de polimerase (PCR) (Santiliano ef al., 2011).
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3.4.1. Western blot

Esse é um método semi-quantitativo altamente especifico, particularmente indicado para
andlise de proteinas insoluveis (Brett ef al,.1999). A técnica baseia-se na combinacdo de
trés métodos: proteinas sdo separadas por tamanho por eletroforese em gel de
poliacrilamida, contendo duodecil sulfato de sédio (SDS), ou por ponto isoelétrico
usando gel de enfoque isoelétrico; transferéncia das moléculas para uma membrana
(geralmente de nitrocelulose), que é, entdo, incubada com anticorpos especificos
marcados por enzimas, radionuclideos, fluorocromos, metais coloidais ou complexo
biotinina-avidina-peroxidase (Santiliano et al., 2011; Teva et al., 2010). Apds a
eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida, ocorre migragcdo das proteinas para a
membrana de nitrocelulose que serve de suporte para reacdo imunolédgica (Lora, 2009).
De acordo com Teva et al. (2010), a reacdo antigeno-anticorpo € concretizada pela
formagdo de imunocomplexos com proteinas definidas e identificadas por seus pesos
moleculares.

3.4.2. Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

A técnica denominada reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) € caracterizada pela
amplificacdo de sequéncias especificas de DNA utilizando oligonucletotideos iniciadores
(primers) (Mattos, 2005). Ela foi concebida em 1983 por Kary Mullis (Freitas, 2005) e,
segundo Singh ef al (2001), além da deteccao de micro-organismos, a PCR € eficiente
também na detec¢do de genes codificadores de fatores de viruléncia, caracterizagdo
interespécies, estudos taxondmicos e de epidemiologia molecular. A técnica de PCR, ao
tornar possivel localizar um pequeno fragmento de DNA em uma complexa mistura de
moléculas mais ou menos fragmentadas e replicd-lo milhdes de vezes, permitindo a sua
posterior identificagc@o, tem contribuido para a identificagdo de espécies componentes em
diferentes produtos alimentares, inclusive no leite e no queijo (Rall ef al., 2008).

Esse método é amplamente utilizado para deteccdo dos genes codificadores de
enterotoxinas. Apesar de ser um teste especifico, ele ndo € capaz de assegurar que ha
expressdo de toxinas no material bioldgico (Sasaki et al., 2005). A maior vantagem desse
método € possuir alta sensibilidade e precisdo, mesmo quando sdo testadas amostras com
baixa concentragdo de micro-organismos (Santiliano ef al., 2011). A PCR tem sido muito
utilizada em diagndsticos microbioldgicos pela sua rapidez, alta seletividade, bom limite
de deteccdo e potencial para otimizacdo (Freitas, 2005). Contudo, o alto custo em
investimentos tecnolégicos, assim como a necessidade de aprovacio oficial e instru¢des
padronizadas, impede que seja utilizado em alguns casos (Malorny et al., 2003). De
acordo com Mattos (2005), a técnica da PCR € dividida em trés fases. A fase inicial ocorre
em altas temperaturas, correspondendo a desnaturacdo da dupla fita do DNA que se
separa em duas fitas simples. Esse aquecimento geralmente ocorre a 95°C por 30 a 60
segundos (Lima, 2001). Na segunda fase, hd o anelamento dos iniciadores que
complementam a regido da fita do DNA pesquisada (Mattos, 2005). Nessa etapa ocorre
um resfriamento a cerca de 50-65°C para que ocorra a ligacdo dos primers as regides
complementares das fitas separadas de DNA (Souza, 2007). Segundo Mattos (2005), a
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terceira fase € caracterizada basicamente pela polimerizagdo por a¢do da enzima DNA
polimerase (Taq DNA polimerase). De acordo com Lima (2001), a reagdo é levada a 72°C
por um minuto para que a Taq polimerase acrescente os nucleotideos em sequéncia aos
primers. Esse ciclo é repetido vérias vezes para a obten¢do de milhdes de cpias, sendo
que para uma amplificacdo eficiente sdo necessdrios de 20 a 40 ciclos (Trindade et al.,
2003).

Os componentes essenciais para a realizacdo da PCR s@o os primers, Taq polimerase,
desoxinucleotideos (dANTP), DNA molde, fons magnésio, solu¢do tampao e aparelho
termociclador. O volume total da reacdo varia de 25 a 100uL (Freitas, 2005). A enzima
Taq polimerase funciona na presencga de fons de Magnésio (Mg2*) e dos quatro dNTP,
sendo que cada ciclo completo dura em torno de cinco minutos e tem como resultado o
dobro da quantidade de DNA (Mattos, 2005).

O DNA extraido geralmente é quantificado em gel de agarose por meio da eletroforese,
corado com brometo de etideo e visualizado no fotodocumentador (Souza, 2007). A
amostra é submetida a eletroforese para que haja separagio das particulas pela corrente
elétrica. A eletroforese pode ser em gel ou capilar. Se for em gel, pode ser em placa de
agarose ou policrilamida. Apds a eletroforese ndo € possivel visualizar as particulas, por
1sso € necessdrio corar a banda com brometo de etideo, nitrato de prata ou gel red. O
brometo de etideo € cancerigeno quando em contato prolongado com a pele; porém, é o
reagente de custo mais acessivel e o mais adequado para corar gel de agarose (Rodrigues,
2008). A eletroforese do gel é realizada em uma cuba preenchida por uma solugao tampao
para que as moléculas se separem por densidade e polaridade (Paixao, 2009). O gel é
corado por difusdo do brometo de etideo e se autoconcentrando nas regides de contato
com o0 DNA, podendo ser visto como bandas laranjas fluorescentes quando exposto a luz
ultravioleta (Carniello et al., 2008). O gel é colocado no fotodocumentador, € tirada uma
fotografia do mesmo e a imagem € enviada para o computador aonde serd editada pelo
software especifico. O sequenciamento genético é dado pelo peso molecular que definird
a migragao das particulas imersas no gel de agarose.

Rall et al. (2008) encontraram genes produtores das enterotoxinas cldssicas em 39 dos 57
isolados avaliados. Silva (2013) avaliou 102 isolados de S. aureus para detec¢do dos
genes sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei e sej e observou presenca de pelo menos um
desses genes em 86 isolados. Hait et al. (2014) avaliaram 85 isolados de S. aureus
provenientes de swab de cozinha de padaria e encontraram genes produtores de
enterotoxinas cldssicas em 81 dos isolados.

Higuchi et al. (1993), desenvolveram uma técnica mais elaborada de PCR, conhecida
como PCR em tempo real ou PCR quantitativa (QPCR), quando adicionaram brometo de
etidio a reacdo e acoplaram cimeras para medir a fluorescéncia desse corante, que
aumentava na presenca de DNA de fita dupla, ou seja, a cada ciclo da reacdo (Morgante
e Blawid, 2016). Com essa técnica é possivel quantificar em tempo real o DNA
amplificado em cada ciclo (Heid ef al., 1996).
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A gPCR apresenta trés fases conhecidas como crescimento exponencial, crescimento
linear e estaciondria. A fase de crescimento exponencial é a mais especifica e precisa,
sendo considerada a melhor para se estudar a reacdo pela elevada eficiéncia registrada,
devido maior quantidade de material genético. Na fase de crescimento linear inicia-se o
processo de degradacdo desse material e a fase estaciondria caracteriza-se pelo alto grau
de degradacdo dos produtos da PCR (Kubista et al., 2006; Oliveira, 2010). O sinal de
fluorescéncia gerado durante a reacdo é diretamente proporcional a quantidade de produto
amplificado durante ao longo dos ciclos.

Os dados obtidos durante a reacdo sdo avaliados por um software e a curva de
amplifica¢do contém os dados necessdrios para interpretagdo dos resultados (Figura 1).

+ Rn

Log [DNA] " ARNn

Threshold

Linha de base Controle sem DNA - Rn

0 40

N® de ciclos
Figura 1: Curva de amplificacdo da qPCR. Fonte: Morgante e Blawid (2016)

A linha de base ou baseline refere-se a fluorescéncia de fundo ou ruido, sendo detectada

nos primeiros ciclos da reagdo. Esse valor ndo é considerado na andlise do resultado,
apenas os valores acima da linha de base sdao avaliados como referentes a amplificacio
da molécula alvo. A fluorescéncia repdrter € aquela emitida pelo fluoréforo utilizado, e a
fluorescéncia passiva é emitida por um fluoréforo adicional, com o objetivo de corrigir
flutuacdes no sinal de fluorescéncia. O valor Rn € referente a fluorescéncia reporter
normalizada pelo corante da fluorescéncia passiva. E calculado pela razdo entre
intensidade de emissdo da fluorescéncia repdrter e da fluorescéncia passiva. O Rn+
corresponde ao valor da reagdo que contém todos os componentes, o0 Rn- é o valor de
uma amostra ndo reagente e o ARn € o valor gerado pela diferenca de Rn+ e Rn-, sendo
o considerado para as quantificacdes. O threshold é o ponto que ultrapassa a fase
exponencial da reacdo, acima da linha de base. O Cr ou cycle threshold corresponde ao
numero de ciclos necessdrios para deteccdo da fluorescéncia (Oliveira, 2010; Morgante e
Blawid, 2016).

A gPCR tem sido amplamente utilizada para avaliar a expressdo génica e consequente
identificacdo de micro-organismos, assim como de seus possiveis metabdlitos, em
alimentos (Even et al., 2009; Duquenne et al., 2010; Nouaille et al., 2014). Para tal
andlise, os sistemas de detec¢do de fluorescéncia associados ao amplicon mais utilizados
sd0 o que emprega fluoréfor intercalante (SYBR™ Green), ou o método por sonda de
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hidrélise (TagMan®) (Morgante e Blawid, 2016). No presente trabalho essa técnica foi
utilizada para detectar a expressao génica dos genes sec e tsst-1, produtores de toxinas
estafilocécicas ao longo do tempo de estocagem dos queijos, na presenca de bactérias
dcido laticas.

3.5 Bactérias acido-laticas

As bactérias dcido-laticas (BAL) sdo micro-organismos que se coram como Gram
positivo, ndo esporuladas, que se apresentam em forma de cocos ou bastonetes, sdo
catalase negativa, fermentadoras, aerdbios, microaeréfilos ou anaerdbios facultativos
(Guedes Neto et al., 2005; Herrera, 2006). Esse grupo compreende 13 géneros:
Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Paralactobacillus,
Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus e Weissella. Essa classificacdo em diferentes géneros se da pela
diferenciacdo da morfologia, modo de fermentacdo da glicose, crescimentos em
diferentes faixas de temperatura e concentracio de sal, tolerancia a bases e acidos, além
da relacdo filogenética entre os diferentes micro-organismos elucidada pelo
sequenciamento do RNA ribossdomico (Holzapfel et al., 2001; Jay, 2005; Mayo et al.,
2008).

Esses micro-organismos estdo diretamente relacionados a fermentacdo do leite e sua
transformacdo em queijo. Considerando-se o metabolismo, as BAL podem ser
consideradas homofermentativas, quando utilizam a via glicolitica (Embden-Meyerhof-
Parnas) tendo como principal produto da fermentacdo o d4cido ldtico; e
heterofermentativas, quando utilizam a via 6fosfogluconato/fosfocetolase, produzindo
ainda di6xido de carbono, etanol, acetato e dcidos graxos volateis (Ross et al., 2002; Jay,
2005).

Bactérias acido-laticas tém um histérico de uso seguro em alimentos e t&ém sido usadas
desde a antiguidade, inicialmente de forma ndo intencional, para transformar matéria
prima em alimentos (Oliveira, 2012). Algumas BAL podem ser consideradas como
micro-organismos probidticos, que podem ser definidos como “organismos vivos que,

quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a sadde do
hospedeiro” (FAO/WHO, 2002).

Os beneficios resultantes do uso de micro-organismos probidticos em derivados lacteos,
principalmente queijos, estdo relacionados & melhoria de caracteristicas sensoriais e de
seguranca microbioldégica do alimento no qual foi adicionada a cultura probidtica (Assis,
2010). As BAL sdo consideradas micro-organismos benéficos que contribuem em
alteracdes bioquimicas envolvidas no processo de maturagdo dos queijos: transformando
lactose em 4cido latico, e liberando enzimas proteoliticas que atuam na conversdo de
aminodcidos em substincias voldteis responsdveis pelas propriedades sensoriais do
produto final. Em queijos fabricados com leite pasteurizado, as BAL podem ser
adicionadas no inicio da fabricagdo, os que utilizam leite cru ja apresentam essas bactérias
em sua matéria prima, como ocorre no caso dos queijos artesanais (Beresford et al., 2001).

A fermentagdo das BAL reduz o pH do meio, inibindo o crescimento de outros micro-
organismos, principalmente os patogénicos. Além dessa acidificacdo, elas produzem
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substincias antagonistas aos micro-organismos indesejdveis, entre elas as bacteriocinas
(Riley e Wertz, 2002).

Diversos autores enfatizaram a importancia da utilizacdo de culturas probidticas em
queijos e seus efeitos antibacterianos e antifingicos (Ross et al., 2000; Dabiza e El-Deib,
2007; Abdalla et al., 2008). Assis (2010) testou o efeito de Lactobacillus rhamnosus e
Lactococcus lactis na viabilidade e producdo de enterotoxina B por Staphylococcus
aureus observando a diminuicdo do potencial toxigénico de S. aureus. Oliveira (2012)
avaliou queijos artesanais da Serra da Canastra quanto a presenca de Staphylococcus spp.
e de genes potencialmente produtores de toxinas estafilocdcicas e seu comportamento
frente a presenca de Lactobacillus spp., tendo como resultado a inibi¢do do crescimento
de amostras de Staphylococcus spp. e auséncia de gene produtor de enterotoxina.

Costa (2010) e Andrade (2012) constataram elevado potencial antagonista in vitro de
bactérias acido laticas isoladas de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra contra
bactérias de referéncia, entre elas Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes € Escherichia coli, principalmente pelos micro-organismos do género
Lactobacillus spp. Além de controlar o crescimento de microbiota indesejavel, as BAL
podem ainda exercer efeitos benéficos a satide do hospedeiro quando apresentam
caracteristicas probidticas, como citado anteriormente. Dessa forma, torna-se importante
o estudo das bactérias dcido-laticas bem como seus mecanismos de inibi¢do de micro-
organismos patogé€nicos.

3.5.1 Mecanismos de inibicdo promovidos por bactérias acido-laticas

As BAL sdo capazes de produzir diversas substincias que apresentam efeito
antimicrobiano. Dentre essas substincias destacam-se os dcidos orgénicos (latico, acético
e propionico), peréxido de hidrogénio, diéxido de carbono, diacetil e bacteriocinas
(Schulz et al., 2003; Ouwehand e Vesterlund, 2004, Vasquez et al., 2009).

3.5.1.1 Peréxido de Hidrogénio e Diéxido de Carbono

O peréxido de hidrogénio (H20z) é um dos metabdlitos liberados pelas bactérias dcido-
laticas. A presencga do oxigénio livre da molécula pode resultar na oxidagcdo da membrana
lipidica da bactéria patogénica, causando um aumento da permeabilidade da membrana e
consequente desequilibrio eletrolitico, levando a morte do micro-organismo (Byczkowski
e Gessner,1988; Piard e Desmazeaud, 1991).

Além disso, a produgdo de peréxido de hidrogénio consome oxigénio, baixando a
oxigenacao do meio, criando um ambiente anaerdbio, prejudicando assim a multiplicagio
de alguns micro-organismos aerébios (Ouwehand e Vesterlund, 2004).

O oxigénio desprendido do peréxido pode atuar de duas formas. Uma delas € se ligando
ao tiocianato, resultando em hipotiocianato, que tem ac@o antimicrobiana. Esse processo
de oxidacdo é catalisado pela lactoperoxidase. E a outra maneira é esse oxigénio
desprendido oxidar uma enzima do micro-organismo susceptivel, que seja essencial para
o metabolismo do mesmo, assumindo uma postura bactericida, caso essa enzima nao seja
vital para o funcionamento do metabolismo da bactéria, é considerado bacteriostatico

(Jay, 2005; Forsythe, 2013).
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O diéxido de carbono (CO,) é formado principalmente por bactérias heterofermentativas.
Ele apresenta efeito antimicrobiano por duas possibilidades. Uma delas € a sua oxidagdo
que forma um meio anaerébio, impedindo o crescimento de micro-organismos aerébios.
A outra via de inibi¢do ainda ndo € elucidada, mas parece ter relacdo com a inibi¢cdo da
descarboxilacdo enzimdtica que promove um actimulo de CO; na camada lipidica,
causando uma disfunc¢io na permeabilidade da membrana (Jay, 2005).

Devido a essa atividade antimicrobiana, o CO; tem sido utilizado frequentemente como
componente de embalagens de alimentos com atmosfera modificada. Bactérias Gram
negativo tém se mostrado mais sensiveis a acdo do CO, do que bactérias Gram positivo
(Ouwehand e Vesterlund, 2004).

3.5.1.2 Diacetil

O diacetil (2,3-butanodiona) é proveniente da fermentacdo do citrato por bactérias dos
géneros Lactobacillus, Pediococcus e Streptococcus, sendo um importante composto
responsdvel pelo incremento do sabor no alimento. Ele é o principal constituinte
aromdtico da manteiga. Além disso, ele pode atuar também como antimicrobiano,
inibindo o desenvolvimento de patégenos. Em 1927, Lemoigne descreveu a atividade
antimicrobiana do diacetil contra Bacillus sp. Jay (2005) observou que seu efeito
antimicrobiano é mais efetivo em pH<7, e pode ser inibido na presenca de glicose, acetato
e Tween 80. O diacetil apresenta maior efeito antimicrobiano sobre bactérias Gram-
negativo e fungos, e menor eficdcia em bactérias Gram-positivo (Piard e Desmazeaud,
1991; Ouwehand e Vesterlund, 2004).

3.5.1.3 Acidos organicos

As bactérias 4cido-laticas quando fermentam carboidrato podem produzir 4cido latico,
dcido acético e 4cido propidnico (Jay, 2005). Segundo Guchte et al. (2002), a producio
de 4cidos orgénicos pela fermentacdo da glicose diminui o pH do alimento, e inibe o
desenvolvimento de bactérias patogé€nicas ou deteriorantes, que na maioria das vezes niao
sdo capazes de crescer em baixos valores de pH, mantendo a boa qualidade dos alimentos
fermentados. O 4cido acético tem um poder maior de inibi¢do para fungos e bactérias,
enquanto que o 4cido propidnico apresenta um forte efeito antimicrobiano principalmente
para fungos. Esses dois 4cidos apresentam maior eficdcia antimicrobiana do que o dcido
l4tico. Isso pode ser explicado, em partes, pelo alto pka dos dcidos acético e propidnico
em relagdo ao acido latico. Em um pH 4, apenas 11% do 4cido latico ndo sdo dissociados,
enquanto que 85% do 4cido acético e 92% do acido propidnico ndo sdo dissociados.
Quando esses trés &cidos estdo associados € provdvel que o 4cido ldtico atue
principalmente na reducdo do pH do meio enquanto que os outros dois 4cidos atuam
efetivamente como antimicrobianos (Ouwehand e Vesterlund, 2004). De fato, associacao
entre 4cido acético e 4cido latico tem sido observada na redug¢do do crescimento de
Salmonella enterica sorovar Typhimurium.

Existem algumas suposi¢des do comportamento desses dcidos. Uma delas é o fato de
serem lipossoldveis e, por isso, se difundem através da membrana da célula. Outra
possibilidade € a dissociacdo dos dcidos dentro da célula ao encontrar um pH préximo do
neutro no citoplasma. Ha ainda a possibilidade de liberacdo de prétons no citoplasma
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promover a acidificacdo, inibindo o crescimento. Entretanto, alguns autores relatam que
ndo € a translocacdo de protons, mas sim a acumulag@o de anions, a principal causa da
reduc¢do do crescimento bacteriano (Ouwehand e Vesterlund, 2004; Forsythe, 2013). Em
linhas gerais, os dcidos organicos estardo sempre interferindo na forca protomotiva e nos
mecanismos de transporte ativo da membrana citoplasmatica bacteriana (Forsythe, 2013).

3.5.1.4 Bacteriocinas
3.5.1.4.1 Conceito e propriedades quimicas

As bacteriocinas foram identificadas pela primeira vez pelo cientista Gratia em 1925,
sendo produzidas por Escherichia coli e denominadas colicina. Somente em 1928 foi
identificada a primeira bacteriocina produzida por uma bactéria do grupo das BAL, a
nisina, produzida por Lactococcus lactis (Cotter et al., 2005).

As bacteriocinas s@o pequenos peptideos catidnicos, termoestdveis sintetizados no
ribossomo das bactérias. Quando liberadas no meio extracelular apresentam agdo
bactericida ou bacteriostdtica sobre bactérias Gram positivo, dentre elas importantes
patégenos de veiculagdo alimentar, como Listeria monocytogenes, Clostridium
botulinum, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus (Alexandre et al., 2002; Guedes Neto
et al., 2005; Martins et al., 2006). A producdo delas ocorre de forma natural durante a
fase logaritmica do crescimento microbiano ou ao final desta, possuindo relacio direta
com a biomassa produzida. As bacteriocinas apresentam agdo bactericida ou
bacteriostdtica sobre micro-organismos, sendo seu espectro de ac¢do dependente da
espécie alvo. A célula produtora sintetiza uma molécula que a torna imune contra sua
propria bacteriocina (Vasquez et al., 2009; Acuia et al., 2012).

Recentemente, os estudos com bacteriocinas aumentaram pelo fato de apresentarem
caracteristicas antagonistas sobre micro-organismos patogénicos e por serem produzidas
por bactérias dcido-laticas, que apresentam beneficios ao consumidor e podem facilmente
serem adicionadas aos alimentos (Oliveira et al., 2012).

Segundo Holzapfel e colaboradores (1995), para que uma bacteriocina possa ser utilizada
aproveitando-se todo seu potencial, a mesma deverd cumprir alguns quesitos importantes,
como ser termoestdvel, ndo apresentar risco a saide do consumidor (Generally
Recognized As Safe — GRAS), apresentar amplo espectro de inibi¢do sobre os principais
patégenos de alimentos ou ser altamente especifica sobre algum deles e ter efeito benéfico
sobre o produto aumentando sua seguranca.

Geralmente as bacteriocinas atuam de maneira mais eficaz contra bactérias Gram
positivo, pois a membrana externa de bactérias Gram negativo funciona como uma
barreira permedvel para a célula, dificultando e/ou impedindo que essas moléculas
alcancem a membrana citoplasmatica microbiana (Oliveira et al. 2012). Entretanto,
Parada et al. (2007) descrevem alguns estudos que mencionaram atividade
bacteriocinogénica contra bactérias Gram-negativo, como plantaricin 35d produzida por
Lactobacillus plantarum e ativo contra Aeromonas hydrophila, e inibicdo de Escherichia

coli por uma bacteriocina produzida por Lactobacillus paracasei subsp. paracasei.
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O grupo das bacteriocinas é composto por uma diversidade de proteinas classificadas
quanto ao tamanho, alvo microbiano, modo de a¢do e mecanismos de imunidade, sendo
dividido em bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivo e bacteriocinas
produzidas por bactérias Gram negativo (Gordon et al., 2007; Heng et al., 2007).

3.5.1.4.2 Produgdo de bacteriocinas

A producio de bacteriocinas nao esta totalmente elucidada, entretanto um dos possiveis
fatores estd relacionado com a competicdo entre micro-organismos pelas mesmas fontes
de nutrientes, permitindo que a célula produtora se estabeleca em detrimento do outro
micro-organismo (Jeronymo, 2013). Um dos mecanismos de producdo das bacteriocinas
pode ter relacdo com quorum sense, no qual as células presentes no ambiente produzem
moléculas sinais (autoindutoras) em fun¢do da densidade populacional, regulando a
expressdo de genes reguladores de fatores de viruléncia (Sola et al., 2012). Quando a
concentracdo celular do micro-organismo produtor excede um limiar, a expressao dos
genes desse micro-organismo e induzida a produzir e liberar o composto antimicrobiano
no meio extracelular, podendo atuar no micro-organismo alvo (Eijsink et al., 2002;
Turovskiy et al., 2007).

Os genes codificadores das bacteriocinas sdo muitas vezes organizados em operons
compostos por genes, que podem ser localizados no cromossomo, em plasmideos ou
transposons (Jeronymo, 2013). A sintese de bacteriocinas envolve quatro diferentes
genes: o responsédvel pela produgdo do pré-peptidio ou pré-bacteriocina; o responsivel
pela produgdo da proteina que confere imunidade a célula produtora; o responsdvel pela
producdo das proteinas do transporte ABC que externalizam a bacteriocina e, por fim, o
gene que codifica uma proteina acesséria, ndo pertencente ao transporte ABC, mas
necessdria para a excrecao da bacteriocina. A especifica fung@o dessa proteina acesséria
ndo € conhecida (Nes et al., 1996; Rosa e Franco, 2002).

Elas sdo sintetizadas, geralmente, como pré-peptideos inativos que apresentam uma
sequéncia guia N-terminal, e s@o transportados a superficie celular durante a fase de
crescimento exponencial. Esses pré-peptidios apresentam uma sequéncia de 18 a 27
aminodcidos, contendo duas glicinas na regido N-terminal. Essa sequéncia de
aminodcidos € importante para evitar que a bacteriocina seja biologicamente ativa dentro
da célula produtora, além de servir como sinal de reconhecimento para o sistema de
transporte que envolve as proteinas do transporte ABC. O transportador ABC responsével
por essa etapa contém uma porcao proteolitica N-terminal, responsdvel por clivar o
peptideo, além de uma por¢do C-terminal que hidrolisa o ATP, fornecendo energia (Nes
et al., 1996; Nascimento et al., 2008). O sistema responsavel por regular a producio das
bacteriocinas é composto por: peptideo indutor (ferormdnio ou fato de ativacao), histidina
quinase transmembrana (receptor do ferormdnio) e regulador de resposta, conforme

demonstrado na figura 2 (Nes et al., 1996).

32



N\ e
i3
=" prebacteriocin
—aa IF
Bacteriocin operons
Transpaort operons

R

SO Gene actvation &

RR = Rasponse Requialor  ——wm = presignal peptide
= Hisbdine Kinase m = signalpeplide
= Phosphate ==C—7 = prebacteriocin
ABC-trans = ABC transporter system == = bacteriocin
IF = Induction factor

Figura 2: Mecanismo de regulacéo da biossintese de bacteriocinas. Fonte: Nes et al., 1996
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O peptideo indutor € sintetizado no ribossomo em baixos niveis como pré-peptideo,
posteriormente, € clivado e secretado no meio externo pelo transportador ABC. Quando
atinge certa concentragdo, ativa a histidina quinase transmembrana, que conduz a uma
autofosforilagdo do residuo de histidina, transferindo para proteina reguladora de resposta
um fosfato. Este regulador fosforilado ativa a transcricdo da bacteriocina, além dos
elementos que compdem o sistema regulador, iniciando um feedback positivo (Nes et al.,
1996; Nascimento et al., 2008).

A producdo das bacteriocinas depende de fatores relacionados as condi¢des de incubacio
como a temperatura, o pH e o tempo. A composi¢do do meio de crescimento também
interfere diretamente nessa producdo. Geralmente os meios mais ricos em nutriente, que
contém boa fonte de nitrogénio, ou 0 aumento de nutrientes, sdo 6timos para uma maior
producdo de bacteriocinas (Oliveira et al., 2012).

A atividade das bacteriocinas nos alimentos ndo € uniforme e nem constante, pois
depende da composicdo quimica e das condigdes fisicas dos alimentos. Mudancas na
carga eletrostdtica, a sua ligacdo aos componentes do alimento, agdo do pH, inativacdo
por proteases e mudangas na parede ou na membrana celular dos micro-organismos sdo
fatores que interferem nessa atividade (Schulz et al., 2003; Nascimento et al., 2008).

3.5.1.4.3 Mecanismo de acdo das bacteriocinas

O mecanismo de acdo das bacteriocinas pode ocorrer de diferentes formas, variando
principalmente de acordo com a espécie bacteriana e suas condi¢des de crescimento do
que uma caracteristica relacionada a sua prépria molécula. A a¢do pode promover um
efeito letal bactericida, sem lise ou com lise celular, ou ainda inibir a multiplicacio
microbiana, com efeito bacteriostatico (Schulz et al., 2003).
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A maioria das bacteriocinas de BAL apresenta um mecanismo de agdo comum, se ligando
a receptores na membrana celular da bactéria alvo. Em seguida, ocorre insercdo das
bacteriocinas na membrana causando dissipacdo da forca préton-motriz e agregacio de
mondmeros, com modificacdes no potencial de membrana e no gradiente de concentracio
de H+. Esses efeitos levam a formagdo de poros na membrana citoplasmética provocando
a saida de compostos pequenos ou altera a for¢a préton-motora necessdria para a
producdo de energia, sintese de proteinas, sintese e rotacdo dos flagelos, transporte de
proteinas etc (Bruno e Montville, 1993; Martins et al., 2006; Delboni, 2009).

A Ttnica bacteriocina que a legislacdo brasileira permite o uso comercial como agente
natural de conservagdo de alimentos € a nisina (Brasil, 1996a). A a¢@o da nisina sobre
células de micro-organismos Gram-positivo geralmente ocorre em duas etapas. A
primeira envolve a adsor¢@o nao-especifica da nisina sobre a parede celular do micro-
organismo. Essa etapa é reversivel e depende do pH (3,0-6,5), da composicdo
fosfolipidica da membrana citoplasmética do micro-organismo, da presenga de cdtions
divalentes e trivalentes (Mg*?, Ca*™® e Gd**) e da concentragdo utilizada. Em uma segunda
etapa, a nisina torna-se insensivel as proteases e as células sofrem mudancas irreversiveis.
Os poros se formam pela atracdo da nisina aos fosfolipidios na membrana. Ao mesmo
tempo, ocorre também despolarizagdo da membrana que causaria um rdpido efluxo de
moléculas essenciais (ions K+, aminodcidos e ATP), levando a uma série de alteragdes
que resultariam na lise celular (Moreno et al., 1999).

A eficiéncia inibitéria das bacteriocinas estd relacionada ao grau de contaminacio do
alimento. A atividade da bacteriocina € restrita, ndo impedindo o desenvolvimento do
micro-organismo, caso a contaminacdo inicial seja muito elevada (Sarika et al., 2010;
Oliveira et al., 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Amostras de bactérias utilizadas

Os micro-organismos utilizados foram duas amostras padrdo de S. aureus, uma produtora
de SEC (FRI361) e outra de TSST-1 (N315), e duas amostras de BAL, uma isolada de
queijo Minas artesanal da Serra da Canastra, Lactobacillus rhamnosus (D1) e, outra de
leite cru, Weissella paramesenteroides (GIR16L4%*), as quais foram identificadas
molecularmente (PCR ARDRA 16S-23S rRNA) por Costa ef al. (2013) e Silva (2016),
respectivamente. A FRI361, produtora de SEC, foi escolhida pela alta incidéncia dessa
enterotoxina em alimentos envolvidos em surtos de intoxicacgdo estafilocécica (Mehrotra
et al., 2000; Carvalho et al., 2013; Silva, 2013). A N315, produtora de TSST-1, foi
escolhida pela necessidade de estudos sobre essa toxina, uma vez que ja foi descrita sua
acdo emética em experimento com macacos (Schlievert et al., 2000), além da alta
ocorréncia dessa toxina em associagdo com enterotoxinas em alimentos.

4.2. Curva de crescimento

As amostras de micro-organismos foram submetidas a uma curva de crescimento, em
triplicata e duas repeticdes, para padronizac¢do do inéculo apresentando uma concentracao
de 108UFC/mL. As culturas de estafilococos foram descongeladas, ativadas previamente
em caldo BHI e incubadas a 37°C/24h, posteriormente inoculadas 100uL em 10 mL de
caldo BHI. Esse in6culo foi incubado a 37°C/18h, sendo que aliquotas de 100uL foram
retiradas e estriadas em placas de Petri contendo dgar Baird Parker (Difco) nos tempos
Oh, 04h, O8h, 10h, 12h, 14h,16h e 18h. As placas foram incubadas a 37°C e as contagens
realizadas 48h apds os respectivos tempos de incubag@o. As culturas de BAL foram
submetidas a0 mesmo processo, entretanto foi utilizado caldo MRS, e placas de Petri com
meio MRS agar.

4.3. Antagonismo in vitro

Os micro-organismos foram submetidos ao antagonismo in vifro com o objetivo de
identificar o potencial inibitério das BAL diante dos S. aureus utilizados. A técnica
utilizada foi uma adaptacdo da metodologia relatada por Tagg et al. (1976), realizada em
triplicata em duas repeticdes. Quando as BAL foram utilizadas como bactérias produtoras
os estafilococos foram utilizados como bactérias reveladoras e vice-versa.

As amostras de BAL foram descongeladas e ativadas em caldo MRS (Difco, Detroit,
Estados Unidos) e incubadas a 37°C/24h, sob aerobiose. Apds dois cultivos consecutivos,
SuL de cada amostra foram depositados no centro de uma placa de Petri contendo dgar
MRS (Difco) e, posteriormente, incubadas a 37°C/48h, sob aerobiose. O objetivo dessa
etapa foi formar o spot, que representa o crescimento da BAL produtora de possiveis
substancias de cardter antagonista. Em seguida, as bactérias produtoras foram inativadas
pela adicdo de cloroférmio as tampas das placas de Petri, sendo posteriormente mantidas
sob a luz ultravioleta por 30 minutos.

As amostras reveladoras foram cultivadas duas vezes consecutivas, e incubadas em caldo
BHI (Difco). Dez pL do cultivo das reveladoras foram adicionados em tubos contendo
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3,5mL de agar semisdlido (0,75% de Bacto dgar, Difco, em caldo BHI, Difco) e vertidos
nas placas de Petri incubadas a 37°C/24h, sob aerobiose. Posteriormente, aferiu-se o halo
de inibi¢do proveniente de substincias antagonistas oriundas dos spots das bactérias
produtoras contra as bactérias reveladoras por um paquimetro digital (Mitutoyo
Digimatic Caliper). Quando os estafilococos foram utilizados como bactérias produtoras
e as BAL reveladoras, realizou-se procedimento semelhante utilizando-se meio
respectivo para cada classe de micro-organismo.

4.4. Simulacio de ambiente acido em queijo

As culturas de S. aureus foram submetidas posteriormente a uma curva de sensibilidade
em presenca de 4cido latico, em triplicata e duas repeticdes. As amostras foram
descongeladas e ativadas em caldo BHI a 37°C/24h, posteriormente inoculados 1mL de
amostra em 100mL de caldo BHI acrescido de 4cido latico, nas concentragdes 0,1%, 0,2%
e 0,3%. Os in6culos foram incubados a 37°C/18h, sendo que aliquotas de 100uL foram
retiradas e estriadas em placas de Petri contendo dgar Baird Parker (Difco) nos tempos
Oh, 04h, 08h e 18h. As placas foram incubadas a 37°C e as contagens realizadas 48h apds
os respectivos tempos de incubacio.

4.5 Elaboracao dos queijos

Um total de 81 queijos foram produzidos em laboratdrio, sob condicdes de esterilidade,
utilizando-se trés lotes distintos de leite em p6 desnatado, reconstituido a 15% em dgua
destilada estéril, conforme fluxograma apresentado na Figura 3, constituindo-se trés
repeticoes do experimento. Todo o utensilio utilizado, assim como a 4gua utilizada na
reconstituicdo do leite em po, foi esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos. A
escolha do leite em pé desnatado, se deu pelo fato de que a gordura presente em um leite
integral poderia sofrer lipdlise, consequente liberacao de dcidos graxos voléteis e inibi¢cao
dos micro-organismos adicionados ao queijo.

O leite em p¢ foi analisado quanto a presenca de inibidores segundo o método do cloreto
2,3,4 cloreto de trifeniltetrazolium (TTC) (Neal e Calbert, 1955), contagens de S. aureus
(Lancette e Tatini, 2001), BAL (MacFaddin, 1980), presenca Salmonella spp. (Andrews
et al., 2001) e nlimero mais provavel (NMP) de coliformes (Kornacki e Johnson, 2001).
Em relagdo a presenca de enterotoxinas estafilocdcicas no leite em pd, foi realizada
reacdo de PCR utilizando-se 10 pmol de cada primer sec e tsst, 25ng de DNA, nas
seguintes condi¢Oes: 95°C/2min, 35 ciclos de 95°C/30seg, 55°C/1min, 72°C/1min e
extensao final 72°C/5min.

Oito tratamentos foram realizados, variando-se as combinacdes entre duas amostras de S.
aureus e duas amostras de BAL, além de um tratamento controle, sem a adi¢do de micro-
organismos (tabela 1). Os indculos de S. aureus e das BAL foram padronizados a uma
concentra¢do de 10® UFC/mL, sendo preparados apés ativagdes das bactérias em caldos
BHI (DIFCO, Detroit, Estados Unidos) e MRS (DIFCO, Detroit, Estados Unidos)
respectivamente. Essa concentrag@o foi escolhida levando-se em consideragdo as perdas
que poderiam ocorrer do indculo no soro, de forma que mesmo com essas perdas, a
concentra¢do ndo ficasse abaixo de 10° UFC/mL, que conforme literatura descrita
anteriormente € a quantidade minima necessaria para producdo de enterotoxinas. Os
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indculos de S. aureus foram preparados segundo protocolo utilizado pela Fundacio
Ezequiel Dias (FUNED), padronizado por Cunha Neto (2004).

A primeira ativagdo foi realizada retirando-se 2mL do inéculo do freezer e incubando-o
a 37°C por 24h, e ap6és 2mL aliquotado e transferido para 10mL de caldo BHI acrescido
de 1% de extrato de levedura e incubado a 37°C por 18h a 150rpm.

Uma quantia de 150 g de leite em p6 foi pesada e reconstituida em 850mL de dgua
destilada estéril, aquecida a 40°C, para se obter 1 litro de leite reconstituido a 15%. Essa
concentracdo foi escolhida por ser a que aprecentou maior estabilidade de codgulo
durante a producdo dos queijos, apds testes realizados em laboratério. O leite
reconstituido permaneceu em repouso a 37°C por 20 minutos para completa dissolugdo
do mesmo. Apds esse periodo foi adicionado 10mL do indéculo, referente a cada
tratamento, e aguardou-se 15 minutos para que os micro-organismos adicionamos se
adaptassem ao ambiente. Foi adicionado entdo, 1mL de coalho e 0,5mL de solucao de
CaCl, 50%. Esperou-se 40 min para formagao do coalho, seguido de corte da massa em
lem?. Sendo realizada a mexedora lenta por 5 min e mexedora rapida por mais 5 min,
com o objetivo de eliminar o0 mdximo possivel de soro. Apds a dessoragem 0s queijos
foram enformados e salgados com 1 g de sal para cada peca de queijo, que foram
armazenados em geladeira B.O.D. previamente higienizada com solucido de cloro a
200ppm, a 7°C por 14 dias.

Tabela 1. Combinacio dos inéculos de S. aureus e bactérias acido-laticas utilizados na
elaboracgdo dos queijos

Tratamento Inéculo Contagem
(UFC/mL)
01 Sem adig¢do de bactérias -
361 S. aureus (FRI361) 108
315 S. aureus (N315) 108
361WP S. aureus (FRI361) + W. paramesenteroides 108
361LR S. aureus (FRI361) + L. rhamnosus 108
315WP S. aureus (N315) + W. paramesenteroides 108
315LR S. aureus (N315) + L. rhamnosus 108
361WPLR S. aureus (FRI361) + W. paramesenteroides + L. 108
rhamnosus
31SWPLR S. aureus + W. paramesenteroides+ L. rhamnosus 108
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Diluicao de 150g de leite em p6 em 850mL de 4dgua destilada estéril, aquecida a 40°C

l

Leite reconstituido em repouso a 37°C/20min

l

Adicdo de 10mL do in6culo e repouso por 15min

l

Adicdo de 1mL de coalho e 0,5 mL de CaCl, 50%

l

Formagao do coalho (40min)

l

Corte da massa (1cm?)

l

Mexedura lenta por Smin

l

Mexedura rdpida Smin

l

Dessoragem

l

Enformagem e salga (peso médio 150g)

Figura 3: Fluxograma de elaboragdo dos queijos.
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4.6 Analises fisico-quimicas e microbiolédgicas

No dia da producdo dos queijos foram analisadas microbiologicamente amostras dos
inéculos utilizados, bem como do soro drenado dos queijos de todos os tratamentos.
Aliquotas de 1mL foram pipetadas tanto do inéculo, quanto do soro, e diluidas em 9mL
de solugdo salina (0,85%) peptonada (0,1%), correspondendo a dilui¢do 10!, e em
seguida realizada dilui¢do seriada até 107 para os in6culos e 107 para o soro. O
plaqueamento utilizado foi spread plate em placas de Petri contendo dgar Baird Parker
para contagem de S. aureus (Lancette e Tatini, 2001) e em placas contendo 4gar MRS
para a contagem de BAL (McFaddin, 1980).

Os queijos foram analisados nos tempos 01, 07 e 14 dias apds o processamento. As
andlises fisico-quimicas realizadas foram: determinacdo dos teores percentuais de
umidade pelo método gravimétrico (FIL-IDF, 1982) e compostos nitrogenados pelo
método de Kjeldahl (FIL- IDF, 1983) apenas para os queijos controle, além de acidez
titulavel (Merck, 1993) e pH com fita para todos os tratamentos. Todas as anélises foram
realizadas em triplicata.

Para as andlises microbioldgicas, os queijos foram pesados (10g), obtendo-se partes da
casca e interior dos mesmos, triturados e diluidos em 90mL de solugao salina peptonada
(0,1%), correspondendo a dilui¢do 10™". Em seguida, foi realizada a dilui¢@o seriada até
10 e o plaqueamento por spread plate em placas de Petri contendo dgar Baird Parker
(Difco) para contagem de S. aureus (Lancette e Tatini, 2001) e em placas contendo agar
MRS (Difco) para a contagem de BAL (McFaddin, 1980).

4.7 Analises moleculares

4.7.1 Extracao de RNA e gPCR

Os queijos foram analisados nos tempos 01, 07 e 14 dias apds o processamento. Eles
foram pesados (3g), obtendo-se partes da casca e do interior, triturados e diluidos em
27mL de solugdo de citrato de s6dio 2% e submetidos a extracio de RNA segundo
metodologia de Ulve et al. (2008). Os RNA extraidos foram quantificados em
NanoDrop® (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Inc.,Waltham, United States), levando
em consideracdo as razdes de absorbancia de 280/260 e 260/230nm, posteriormente
diluidos em 4gua livre de RNAse para 250ng. As amostras de RNA foram avaliadas
qualitativamente em gel de agarose 1% por eletroforese. As amostras de RNA (1ug)
foram tratadas com turbo DNAse (Ambion, Austin, United States) e em seguida
submetidas a transcri¢do reversa usando kit high-capacity cDNA reverse transcrption
(Applied Biosystems, Foster City, United States), seguindo recomendagdes do fabricante.

As amostras de cDNA foram amplificadas por PCR em tempo real utilizando-se SYBR
Green PCR Master Mix 2x kit (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) de
acordo com recomendacgdes do fabricante. Primers especificos para os genes sec e fsst,
bem como gene de referéncia rRNA 16S foram utilizados nas reagdes (tabela 2), usando
o ABI Prism 7900 HT sequence detection system. Os resultados foram avaliados com o
Sequence Detection software Version 2.4 (Applied Biosystems). Para padronizacdo das
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reacdes, curvas foram preparadas utilizando-se um pool das amostras com as seguintes
dilui¢des do cDNA: 1; 2; 4 e 8 ng (SEC), 1; 10; 100; 1000; 10000ng (TSST-1 e 165).

As condicdes das reacdes seguiram o protocolo universal contendo os seguintes passos:
etapa inicial 50°C/2min; 95°C/10min, seguidos de 40 ciclos de 95°C/15s e 60°C/1min. A
curva de dissociagdo foi obtida usando os passos 95°C/15s, 60°C/15s e 95°C/15s. Placas
MicroAmp Optical 96-cell Reaction seladas com o seltante MicroAmp Optical Adhesive
Film (Life Technologies Corp.) foram usadas nas reagdes.

Tabela 2. Primers utilizados nas rea¢des de qPCR para identifica¢do da expressdo das toxinas

Gene Sequéncia de primer Primer Eficiéncia Amplicon Referéncia
alvo (uml 1Y) (%) (pb)
F:
TTCACTATTTGTAAA
AGTGTCAGACCCACT Jarraud et
R: 2,0 100,25 180 al., 2002
TACTAATGAATTTTT
TTATCGTAAGCCCTT
F:
AATAAAACGGTTGA
SEC TTCTAAAAGTGTGAA 15 96.70 20 Klots et al.,
R: 2003
ATCAAAATCGGATTA
ACATTATCCATTC
F:CNACGCGAAGAAC
CTTANC
16S R: 0,3 93,07 98
CGACAGCCATGCAN
CACCT

TSST-1

Huse et al.,
2008

Andlises moleculares posteriores foram realizadas com as amostras de queijos referentes
ao tratamento 01 (controle) com a finalidade de confirmer a auséncia de S. aureus nos
queijos controle. Para isso foram utilizados primers especificos para estafilococos
coagulase positivo (coa) e para S. aureus (femA) (tabela 3). Amostras dos queijos
provenientes dos tratamentos 361 e 315 foram utilizadas como controle positivo, uma vez
que esses tratamentos foram inoculados apenas com S. aureus em sua elaboragdo. Os
cDNA foram amplificados por PCR utilizando-se 20 pmol de cada primer coa e femA,
25ng de cDNA, nas seguintes condi¢des: 95°C/2min, 35 ciclos de 94°C/2min, 56°C/2min
(coA) ou 57°C/2min (femA), 68°C/1min e extensao final 72°C/7min.

Posteriormente, os cDNA foram amplificados por qPCR para averiguar se houve
expressdo das toxinas estudadas (SEC e TSST-1) uma vez que elas podem ser expressas
por amostras de estafilococos coagulase negativo. As condi¢des utilizadas na reagdo
seguiram o protocolo universal contendo os seguintes passos: etapa inicial 50°C/2min;
95°C/10min, seguidos de 40 ciclos de 95°C/15s e 60°C/1min. A curva de dissociacdo foi
obtida usando os passos 95°C/15s, 60°C/15s e 95°C/15s. Placas MicroAmp Optical 96-
cell Reaction seladas com o seltante MicroAmp Optical Adhesive Film (Life
Technologies Corp.) foram usadas nas reagdes.
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Tabela 3: Primers utilizados na reacdo de PCR para identificacdo de genes especificos para S.
aureus

Gene alvo Sequéncia de primer Aplicon Referéncia
(pb)
Coa F: CCG CTT CAA CTT CAG CCT AC 204 Cremonesi et al.,
R: TTA GGT GCT ACA GGG GCA 2005
AT
femA F: AAAAAAGCACATAACAAGCG 132 Mehrotra et al.,
R: GATAAAGAAGAAACCAGCAG 2000

4.8 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi elaborado segundo esquema fatorial 9x3, sendo nove
combinacdes de micro-organismos (tabela 1) e trés tempos de estocagem dos queijos, em
trés repeticdes. As médias dos tratamentos foram submetidas a andlise de varidncia com
o teste Duncan, para comparagdo das contagens de BAL e teste SNK para comparacio
das contagens de S. aureus, considerando nivel de significancia de 5%.

Para avaliacdo dos parametros fisico-quimicos, foi utilizado o Teste de Friedman com
5% de nivel de significancia.

Para comparar resultados das andlises moleculares foi utilizado Two-wayAnova para
avaliar os tratamentos entre si, dentro de cada tempo, e One-wayAnova para avaliar cada
tratamento ao longo do tempo, ambos com 5% de nivel de significincia, e pds Teste de
Tukey usado para miltiplas comparagdes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curva de crescimento

A andlise da curva de crescimento demonstrou que a partir de 4h de incubagédo a 37°C
o0s micro-organismos avaliados foram capazes de atingir a concentragdo desejada de 108
UFC/mL (figura 5).

FRI361 N315
104 10+
a9 <
£ E
£ s 2 s
= =
o o
L o)
7 = 74
L
6 T T T 1 6 T T T 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Tempo (horas) Tempo (horas)
D1 GIR16L4*
10+ 10
a ¥ a2 ¥
E E
£ s 2 s
=] =2
{=1] [=2]
2 ]
74 7
q <
6 T . T 1 6 T T T J
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 5: Curva de crescimento dos indculos utilizados na produgdo dos queijos, em log UFC/mL

5.2 Antagonismo in vitro

No antagonismo realizado entre S. aureus como produtora e BAL como reveladoras nio
foi observada inibi¢do, uma vez que ndo houve formacao de halos de inibicdo passiveis
de serem aferidos com paquimetro. Entretanto, quando avaliado BAL produtora e S.
aureus reveladora observou-se halo de inibicdo (p<0,05) (figura 4). O teste estatistico
utilizado foi Two-way anova com pds teste de tukey, com 95% de significancia. O L.
rhamnosus (D1) promoveu uma maior inibi¢cdo no crescimento de S. aureus N315, uma
vez que seu halo de inibicdo apresentou aumento significativo em relagdo aos outros
micro-organismos testados (p<0,05). Ja a W. paramesenteroides (GIR16L4*) apresentou
maior efeito inibitério para S. aureus FRI361, que formou um halo de inibi¢do maior do
que em relagdo aos outros micro-organismos (p<0,05).
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Figura 4. Antagonismo in vitro entre BAL produtoras e S. aureus reveladoras expresso pela
medida do halo de inibi¢do. (*) indica diferenca significativa pelo teste de Tukey, com 5% de
significancia

5.3 Simulacao de ambiente acido em queijo

As culturas de S. aureus mesmo em presenca de 4cido latico (0,1%, 0,2% e 0,3%) foram
capazes de se multiplicar em caldo BHI incubadas a 37°C por 18h (figura 6).
Comportamento semelhante foi observado nos queijos quando notou-se o crescimento de
S. aureus mesmo em presenca de BAL, ao longo dos 14 dias. Esses resultados contrariam
diversos autores que verificaram a inibi¢do do crescimento de S. aureus em decorréncia
da acidez promovida por BAL (Alomar et al., 2008; Charlier et al., 2008; Al-Delaimy e
Hamamdeh, 2013; Hor e Liong, 2014; Nouaille et al., 2014), levantando a hipétese de
que um possivel mecanismo de inibi¢do dessas BAL frente os Staphylococcus utilizados
foi a a¢do de bacteriocinas.
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Figura 6: Crescimento de S. aureus em presenga de dcido latico (0,1%, 0,2% e 0,3%) em log
UFC/mL
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5.4 Analises fisico-quimicas

Os queijos apresentaram 72,47%, 71,16% e 73,79% de umidade, e 16,29%, 15,12% e
15,56% de proteina, nos dias 01, 07 e 14, respectivamente, estando de acordo com os
parametros estabelecidos pela legislagdo brasileira para um queijo de muito alta umidade
(BRASIL, 1996b). Os resultados médios das andlises de acidez tituldvel e de pH de todos
os tratamentos podem ser vistos nas tabelas 4 e 5, respectivamente.

Tabela 4 Médias de acidez tituldvel (% de acido lactico) em queijos elaborados com BAL e S.
aureus e estocados a 7°C por 01, 07 e 14 dias

QUELJOS DIA 01 DIA 07 DIA 14
01 0,03433Aa 0,029433Ba 0,037767BCa
361 0,02093BCDa 0,0355Ba 0,021633Ca
315 0,01753DEa 0,030033Ba 0,019767Ca
361WP 0,0212CDEc 0,052ABb 0,206733Aba
361LR 0,02247BCa 0,041767Ba 0,0703Ba
315WP 0,01963CDEa 0,048767ABa 0,068667BCa
315LR 0,01447Ec 0,0377Bb 0,063067Ba
361WPLR 0,02797Bb 0,094867Aa 0,153567Aa
31SWPLR 0,02693ABc 0,056833ABb 0,143433Aa

Meédias seguidas por letras maidsculas na coluna, e mintsculas na linha, indicam diferenca
significativa pelo teste de Friedman considerando 5% de significancia (3 repeti¢oes)

Tabela 5. Médias de pH em queijos elaborados com BAL e S. aureus, estocados a 7°C 01, 07 e 14

dias
QUEILJOS DIA 01 DIA 07 DIA 14
01 TA TA 77
361 7Aa 7ABa 6,5Aa
315 TAa TAa 6,5Aa
361WP 6,5BCa 6BCa 6,3Aa
361LR 7Aa 6BCab 5,5Bb
315wp 6,6Aba 5,8CDa 5,5Ba
315LR 7Aa 6,5CDab 5,5BCb
361WPLR 5,7Ca 5,5Dab 5Cb
315WPLR 6,0Ca 5,5Dab 5Cb

Médias seguidas por letras maidsculas na coluna, e mindsculas na linha, indicam diferencga
significativa pelo teste de Friedman considerando 5% de significincia (3 repeti¢des). Legenda: 01
(controle), 361 (S. aureus FRI361), 315 (S. aureus N315), 361WP (S. aureus FRI361 + W.
paramesenteroides), 361LR (S. aureus FRI361 + L. rhamnosus), 315WP (S. aureus N315+ W.
paramesenteroides), 315LR (S. aureus N315 + L. rhamnosus), 36 1WPLR (S. aureus FRI361 + W.
paramesenteroides + L. rhamnosus), 315WPLR (S. aureus N315 + W. paramesenteroides + L.

rhamnosus)
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Ao longo dos 14 dias, nota-se um aumento da acidez (tabela 3) nos queijos dos tratamentos
361WP, 315LR, 361WPLR e 315WPLR (p<0,05), que pode ser justificado pela produgdo de
4cidos pelas bactérias dcido-lacticas utilizadas no estudo. Em relagdo ao pH (tabela 4) percebe-se
uma reducdo, do mesmo, ao longo dos 14 dias nos tratamentos 361LR, 315LR, 361WPLR e
315WPLR (p<0,05).

5.5 Contagens de micro-organismos

Os indculos utilizados na producdo dos queijos apresentaram contagens (tabela 6) satisfatorias
dentro do preconizado previamente para a realizacio desse experimento.

Tabela 6: Médias de contagens de S. aureus e BAL nos indculos utilizados na producio dos queijos, em
log UFC/ml

INOCULOS S. aureus BAL
FRI361 8,6 -
N315 8,1 -—
D1 - 8.4
GIR161L.4* - 8.3

Os soros coletados durante a fabricagdo dos queijos foram analisados e apresentaram contagens
altas (tabela 7) para os micro-organismos utilizados.

Tabela 7: Médias de contagens de S. aureus e BAL nos soros coletados de cada tratamento durante a
producdo dos queijos, em log UFC/mL

TRATAMENTOS S. aureus BAL
01 Nd* Nd*

361 7,1 Nd*

315 7,1 Nd*
361WP 7,4 7,1
361LR 7,0 6,0
315wWP 7,5 7,2
315LR 7,0 6,1
361WPLR 7,3 7,2
315WPLR 7,2 7,3

*Nd: ndo detectavel.

Embora os queijos tenham sido produzidos adotando-se todos os critérios de esterilidade, houve
contagem de BAL nos queijos pertencentes aos tratamentos 01 (controle), 361 e 315, em que nao
houve a inoculagdo de BAL, e contagem de S. aureus nos queijos do tratamento 01 (controle).
Isso pode ser explicado por uma possivel contaminag¢do pds-processamento e/ou durante a fase
de armazenamento dos queijos. Ademais, Bogdanovicova et al. (2017) avaliaram a sobrevivéncia
e crescimento de S. aureus em leite em po, apds sua reconstitui¢do. O leite em po foi inoculado
com 10% a 10° UFC/g de S. aureus enterotoxigénicos € o leite reconstituido foi armazenado por
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48h a 4°C, 15°C e 25°C. O crescimento de S. aureus, bem como a produgdo de enterotoxinas
SEA, SEB e SEC foram regularmente detectados, sendo que quanto maior a temperatura e
in6culos utilizados, mais rapida foi detectada contagem e producdo de toxinas. As contagens de
BAL nos queijos pertencentes a esses tratamentos, nos dias 1 e 7 foram inferiores as contagens
encontradas nos queijos dos demais tratamentos em que houve a inoculacio de BAL na sua
producdo (p<0,05). Porém, no dia 14 ndo houve diferenca das contagens de BAL nos queijos
entre os tratamentos realizados (p>0,05).

Ao longo da estocagem, os queijos pertencentes ao tratamento 01 apresentaram um aumento da
contagem de BAL do dia 1 para o dia 14 (p<0,05) (tabela 8). Comportamento semelhante foi
observado nos queijos submetidos ao tratamento 361, em que as contagens de BAL encontradas
no dia 14 foram superiores as contagens dos dias 1 e 7 (p<0,05). Para os queijos dos demais
tratamentos ndo foi observada diferenca na contagem de BAL entre os dias de estocagem
(p>0,05). A elevacdo da contagem de BAL ao longo da estocagem em queijos que nido foram
inoculados com BAL no seu processamento pode ser explicada pelos mesmos motivos de
contaminacdo supramencionados. Seridan et al (2012) também encontraram resultados
semelhantes em seu trabalho. Queijos pertencentes ao tratamento 01 apresentaram contagens de
S. aureus inferiores aos outros tratamentos nos dias 1 e 7 (p<0,05) (tabela 8). Esse resultado era
esperado tendo em vista que os queijos pertencentes ao tratamento 01 foram os tnicos nio
inoculados com S. aureus no estudo. Todavia, no dia 14, queijos do tratamento 01 nio
apresentaram contagens diferentes dos demais tratamentos (p>0,05).

Ao avaliar o periodo de estocagem, nao houve diferenca da contagem de S. aureus entre
tratamentos ao longo dos 14 dias analisados (p>0,05), a excecdo do tratamento 01, em que houve
aumento da contagem de S. aureus do dia 7 para o dia 14 (p<0,05). Entretanto, o fato de a acidez
dos queijos ter aumentado ao logo do tempo de estocagem parece ndo ter sido suficiente para
reduzir o crescimento de S. aureus. No presente trabalho, o crescimento de S. aureus nao foi
afetado pela presenca das BAL utilizadas, demonstrando que s3o amostras que resistem a
ambientes dcidos ou que ndo se afetam pela presenca de possiveis bacteriocinas. Esse dado é
preocupante do ponto de vista de saide ptblica, pois as contagens encontradas de S. aureus (tabela
9) sdo suficientes para produzir toxinas capazes de ocasionar intoxicacdes estafilocdcicas (Jay,

2005).
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Tabela 8. Médias das contagens L. rhamnosus e W. paramesenteroides (log UFC/g) em queijos elaborados
com BAL e S. aureus, nos tempos 01, 07 e 14 dias e estocagem a 7°C

Bactérias acido laticas

Tratamento . oy Dia 07 Dia 14
01 <500Bb __ 6,03Bab __ 7.43Aa

361 5,49Bb 580Bb  6.87Aa

315 <5,00Ba 5838Ba  7.03Aa
361WP 6.87Aa 785Aa  7.63Aa
361LR 6.84Aa 771Aa  7.46Aa
315WP 7,40Aa 7.63Aa  7.45Aa
315LR 6,99Aa 771Aa  7.35Aa
361WPLR  731Aa 7.86Aa  7.89Aa
315SWPLR  7,28Aa 787Aa  7.72Aa

Meédias seguidas por letras maitisculas na coluna, e mintsculas na linha, indicam diferenca
significativa pelo teste de Duncan considerando 5% de significancia (3 repeti¢des). Legenda: 01 (controle),
361 (S. aureus FRI361), 315 (S. aureus N315), 36 1WP (S. aureus FRI361 + W. paramesenteroides), 361LR
(S. aureus FRI361 + L. rhamnosus), 31SWP (S. aureus N315+ W. paramesenteroides), 315LR (S. aureus
N315 + L. rhamnosus), 36 1WPLR (S. aureus FRI361 + W. paramesenteroides + L. rhamnosus), 31SWPLR
(S. aureus N315 + W. paramesenteroides + L. rhamnosus)

Tabela 9. Médias das contagens de S. aureus (FRI361 e N315) (log UFC/g) em queijos elaborados com
BAL e S. aureus, nos tempos 01, 07 e 14 e estocagem a 7°C

Staphylococcus aureus

Tratamento /o 01 Dia 07 Dia 14
01 <5.00Bb 573Bb __ 7.69Aa

361 7,08Aa 7.61Aa  7.56Aa

315 7.07Aa 758Aa  7.62Aa
361WP 7.32Aa 787Aa  7.73Aa
361LR 7.22Aa 782Aa  7.42Aa
315WP 7.49Aa 772Aa  7.59Aa
315LR 7.53Aa 7.46Aa  7.20Aa
361WPLR 8,03Aa 776Aa  7.66Aa
315WPLR  8,18Aa 7.61Aa  7.36Aa

Meédias seguidas por letras maidsculas na coluna, e mindsculas na linha, indicam diferenca significativa
pelo teste SNK considerando 5% de significancia (3 repeticdes). Legenda: 01 (controle), 361 (S. aureus
FRI361), 315 (S. aureus N315), 361WP (S. aureus FRI361 + W. paramesenteroides), 361LR (S. aureus
FRI361 + L. rhamnosus), 315WP (S. aureus N315+ W. paramesenteroides), 315LR (S. aureus N315 + L.
rhamnosus), 36 1WPLR (S. aureus FRI361 + W. paramesenteroides + L. rhamnosus), 315WPLR (S. aureus
N315 + W. paramesenteroides + L. rhamnosus)

Quando se avalia o poder inibitério de BAL contra S. aureus, verificam-se resultados na literatura
que mostram uma inibicdo eficaz. Na Espanha, Arqués et al. (2005) produziram queijos com leite
cru, inoculados com S. aureus e BAL (L. lactis subsp cremoris, L. lactis subsp lactis e
Enterococcus faecalis), e ao longo de 60 dias de maturagdo perceberam uma inibi¢do do
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crescimento de S. aureus. Na Franga, alguns autores t€ém pesquisado essa interagdo entre S. aureus
e BAL. Alomar et al (2008) avaliaram o efeito de Lacotococcus gravieae, L. lactis e Enterococcus
faecalis sobre S. aureus em leite microfiltrado e viram que apds 6h de incubacio houve inibi¢io
do crescimento de S. aureus, devido provavelmente a presenca de dcidos produzidos pelas BAL.
Charlier et al. (2008) avaliaram o antagonismo entre Lactococcus lactis e dois isolados de S.
aureus (um produtor de SEA, e outro portador do gene agr), em leite, constatando que houve
uma inibi¢@o no crescimento das duas amostras de S. aureus. Segundo os autores, isso se deve a
acidificacdo promovida pelo L. lactis, pois ndo foram encontradas bacteriocinas no meio
analisado. Le Marc et al. (2009) observaram o efeito inibitdrio de culturas starter de BAL sobre
S. aureus. Delbes-Paus et al. (2010) inocularam Lactococcus garvieae € S. aureus em caldo BHI,
leite cru, leite pasteurizado e leite microfiltrado, com e sem catalase. Eles observaram a inibicio
do crescimento de S. aureus e sugeriram que a possivel causa foi a presenca de H>O», pois em
amostras que continham a catalase a inibicdo de S. aureus foi menor, devido a degradacio de
H202.

Nos EUA, Dimitrieva-Moats e Unlb (2012) avaliariam a eficécia de bacteriocinas produzidas por
BAL, em meio a base de leite, em reduzir o crescimento de S. aureus e Listeria monocytogenes,
e concluiram que foram eficazes na redug¢do da multiplicacdo dos patégenos avaliados. Na
Jordania, Al-Delaimy e Hamamdeh (2013) avaliaram a sobrevivéncia e a inibicdo de
Staphylococcus aureus em iogurte, pela acao de culturas starter (Sterptococcus thermophillus e
Lactobacillus delbrukii subsp. bulgaricus) e Bifdobacterium lactis, e observaram que houve
inibi¢do completa de S. aureus a partir de seis dias de incubag@o. Apesar de ndo terem pesquisado
o fator inibitdrio, os autores imaginam que a inibi¢cdo ocorreu pela presenca de dcidos orginicos
produzidos pelas BAL. Segundo Sikorska e Smoragiewicz (2013) Lactobacillus sp. e
Bifidobacterium sp., sdo capazes de inibir o crescimento de S. aureus, in vitro e in vivo. Eles
relataram que a administrag@o oral de Bifidobacterium breve inibiu o crescimento sist€émico de
MRSA em ratos, e a administracio vaginal de Lactobacillus paracasei preveniu doenga urindria
em ratos colonizados por S. aureus. Na Malésia, Yong et al. (2015) isolaram Lactobacillus
plantarum, L. fermentum, L. brevis, L. casei, L. paracasei, L. bulgaricu, L. gravieae e Weissella
confusa de alimentos e avaliaram o efeito antimicrobiano de seus sobrenadantes celulares sobre
S. aureus. Os autores concluiram que L. plantarum apresentaram melhor efeito antimicrobiano,
porém estudos adicionais sdo necessdrios para caracterizar e identificar os compostos bioativos
responsaveis por esse mecanismo.

5.6 Expressao génica das toxinas

Quando se avalia a expressdo do gene tsst pela amostra N315 (figura 7) observa-se que os queijos
produzidos no tratamento 315 apresentaram redug@o da expressdo do dia 01 para os dias 07 e 14
de estocagem (p<0,05). Esse tratamento consiste em adicdo apenas de S. aureus (N315) na sua
producdo, e sugere alta expressdo inicial de toxinas seguida de uma queda dessa expressdo, o que
pode ser explicado por uma tendéncia natural do micro-organismo em diminuir a expressao de
fatores de viruléncia apds estabilizar seu crescimento em determinando meio, na auséncia de
interferentes que poderiam estimular essa agao.

Nos tratamentos 315WP, 315LR e 315WPLR nao houve diferenca significativa na expressao do
gene tsst ao longo dos 14 dias. Entretanto, essa expressdo foi inferior a do queijo 315 no primeiro
dia de estocagem (p<0,05). Isso pode ser explicado pela sensibilidade da amostra de S. aureus
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diante da acfo inibitéria das BAL utilizadas, uma vez que, quando sozinha (tratamento 315), a
expressdo de toxina é alta, mas quando associada a BAL (tratamentos 315WP, 315LR e
315WPLR) sua expressdo inicial ja é baixa, o que pode ser um indicativo de que a amostra N315
apresenta alta sensibilidade frente a acdo inibitéria das amostras de W. paramesenteroides e L.
rhamnosus utilizadas.
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Figura 7: Nivel de expressdo da toxina TSST-1, pela cepa N315, ao longo de 14 dias , em queijos
elaborados com S. aureus, L. rhamnosus € W. paramesenteroides estocados a 7°C. Médias seguidas por
letras maidsculas entre os tempos e pos letras minusculas entre os tratamentos, indicam diferenga
significativa pelo teste de Tukey, com 5% de significncia. Legenda: 01 (controle), 361 (S. aureus FRI361),
315 (S. aureus N315), 36 1WP (S. aureus FRI361 + W. paramesenteroides), 36 1LR (S. aureus FRI361 + L.
rhamnosus), 315WP (S. aureus N315+ W. paramesenteroides), 315LR (S. aureus N315 + L. rhamnosus),
361WPLR (S. aureus FRI361 + W. paramesenteroides + L. rhamnosus), 315WPLR (S. aureus N315 + W.
paramesenteroides + L. rhamnosus)

A amostra N315 € capaz de expressar além do gene zsst, o gene sec. Com esses resultados (figura
8) nota-se que ao longo dos 14 dias de estocagem o tratamento 315 apresentou diminui¢do na
expressdo do gene sec do dia 01 para os dias 07 e 14 (p<0,05). Comportamento esse, semelhante
ao observado na expressdo do gene tsst pela mesma amostra. Nos demais tratamentos, observou-
se diferenca apenas no tratamento 315WPLR, entre os dias 1 e 07 e 1 e 14 (p<0,05). Quando
avaliada a expressao dentro de cada tempo, observa-se que nos dias 01 e 07, os queijos
pertencentes ao tratamento 315 apresentaram maior expressao de sec em relacdo aos demais
tratamentos (p<0,05). No dia 14 essa diferenca nio foi observada. A avaliacdo da expressdo de
gene sec e tsst por N315 demonstra resultados semelhantes, o que pode indicar um
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comportamento caracteristico da cepa de ser sensivel a ag@o inibitéria de L. rhamnosus e W.
paramesenteroides.
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Figura 8: Nivel de expressdo de toxina SEC, pela cepa N315, ao longo de 14 dias, em queijos elaborados
com S. aureus, L. rhamnosus e W. paramesenteroide, estocados a 7°C. Médias seguidas por letras
maidsculas entre os tempos e pos letras mindsculas entre os tratamentos, indicam diferenga significativa
pelo teste de Tukey, com 5% de significincia. Legenda: 01 (controle), 361 (S. aureus FRI361), 315 (S.
aureus N315), 361WP (S. aureus FRI361 + W. paramesenteroides), 361LR (S. aureus FRI361 + L.
rhamnosus), 315WP (S. aureus N315+ W. paramesenteroides), 315LR (S. aureus N315 + L. rhamnosus),
361WPLR (S. aureus FRI361 + W. paramesenteroides + L. rhamnosus), 315SWPLR (S. aureus N315 + W.
paramesenteroides + L. rhamnosus)

Quando analisada a expressdo do gene sec pela amostra FRI361 (figura 9), observa-se que o
tratamento 361 ndo apresentou diferenca ao longo dos 14 dias de andlise (p>0,05). Por outro lado,
o tratamento 361 WP apresentou reducdo na expressdo de sec entre os trés tempos de andlise
(p<0,05). Ja os tratamentos 361LR e 361 WPLR apresentaram diminui¢do na expressao de sec
entre os dias 01 e 07 e 01 e 14 (p<0,05); porém sem diferenca entre os tempos 07 e 14 de andlise
(p>0,05).

Em relag@o ao tempo 01, os tratamentos diferiram entre si (p<0,05), a excecdo da expressdo de
sec entre os tratamentos 361LR e 361WPLR. Nesse tempo € interessante observar que o
tratamento 361 apresentou menor expressdo de sec se comparado aos demais tratamentos. Esse
comportamento € o oposto ao o observado nos queijos que foram inoculados com a amostra N315.
Isso pode ter ocorrido pelo fato de a amostra FRI361 ser menos sensivel a presenca de BAL que
a N315. Pois, o que se observa é um aumento da expressdo de sec pela amostra FRI361 na
presenca de BAL. Esse aumento pode ser explicado pela possivel ativagdo de mecanismos que
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regulam o comportamento de FRI361 diante da competi¢do com outro micro-organismo em um
mesmo ambiente. O comportamento dos S. aureus utilizados (FRI361 e N315) difere quanto a
expressao das suas respectivas toxinas diante da presenca de BAL Isso pode ser sugestivo de que
hd um comportamento individual de cada amostra, caracterizando uma modulacio amostra
dependente. Derzelle et al. (2009) avaliaram por qPCR a cinética do mRNA de 28 amostras de S.
aureus enterotoxigénicos, sendo 21 isolados de alimentos envolvidos em surtos alimentares e sete
cepas de referéncia. Eles perceberam que todos os isolados foram capazes de expressar
enterotoxinas, entretanto apresentando comportamentos distintos como: indugdo dréstica de
expressdo no final da fase de crescimento exponencial; inalteracio de mRNA’s durante o
crescimento bacteriano; ligeira diminuicdo nos niveis de transcricdo e aumentos nos niveis de
mRNA s no momento pds-exponencial. Os resultados obtidos nesse trabalho podem sugerir uma
possivel causa para o comportamento cepa-dependente frente a inibicdo de BAL, também
observado no presente trabalho. No dia 07 observa-se que o tratamento 361 apresenta expressao
do gene sec inferior aos tratamentos 361WP e 361LR (p<0,05). O tratamento 361 WP apresenta
ainda expressdo de sec superior a expressao observada no tratamento 361 WPLR (p<0,05). No dia
14 percebe-se que os tratamentos 361 e 361 WPLR apresentam menor expressao do gene sec em
relacdo aos tratamentos 361WP e 361LR (p<0,05). A partir dos resultados obtidos, pode-se
deduzir que o tratamento 361 WPLR foi mais efetivo para reduzir a expressdo da toxina do que os
tratamentos.
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Figura 9: Nivel de expressdao SEC, pela cepa FRI361, ao longo de 14 dias , em queijos elaborados
com S. aureus, L. rhamnosus e W. paramesenteroides, estocados a 7°C. Médias seguidas por letras
maidsculas entre os tempos e pos letras mindsculas entre os tratamentos, indicam diferenga significativa
pelo teste de Tukey, com 5% de significincia. Legenda: 01 (controle), 361 (S. aureus FRI361), 315 (S.
aureus N315), 361WP (S. aureus FRI361 + W. paramesenteroides), 361LR (S. aureus FRI361 + L.
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rhamnosus), 315WP (S. aureus N315+ W. paramesenteroides), 315LR (S. aureus N315 + L. rhamnosus),
361WPLR (S. aureus FRI361 + W. paramesenteroides + L. rhamnosus), 315WPLR (S. aureus N315 + W.
paramesenteroides + L. rhamnosus)

As BAL sdo capazes de produzir substincias com efeito antimicrobiano, como 4cidos orgéanicos
e bacteriocinas, além de proteases que apresentam importancia tecnoldgica na industria de lacteos
(Zhang et al, 2014). Dessa forma, é possivel pensar que as proteases podem ter uma acio
proteolitica sobre toxinas produzidas por S. aureus, sendo essa uma possivel justificativa para a
queda da presencga das toxinas estafilocdcicas ao longo da estocagem dos queijos.

Na Franga, resultados semelhantes foram encontrados por Even et al. (2009) que avaliaram a
expressdo de fatores de viruléncia de S. aureus na presenca de Lactococcus lactis. Eles
observaram por reagdo de transcriptase reversa seguida de reagdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR), que houve uma inibi¢do da expressdo de genes reguladores de fatores de viruléncia, como
por exemplo, gene agr e sarA. Duquenne et al. (2010) inocularam S. aureus e Lactococcus lactis
subsp lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris em queijos e avaliaram a expressio génica das
enterotoxinas A e D por 72h ap6s a elaboracdo dos queijos.

Nouaille et al. (2014) investigaram a interacdo entre Lactococcus lactis subsp. lactis e S. aureus
e a capacidade da BAL em regular o sistema agr do S. aureus. Os autores, por meio de RT-PCR,
observaram a reducdo da expressdo do gene agr e relacionaram com a reducdo do pH e com
mecanismos de ag¢do do potencial redox, que envolve a eliminacdo de O; pela acio de NADH
oxidase, ou ainda pela alteracdo da cadeia de transporte de elétrons. No Ird, Mohammadi e
Hanifian (2014) elaboraram queijos ultrafiltrados com e sem adi¢do de cultura starter
(Lactococcus lactis subsp. lactis e cremoris, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus thermophilus) e avaliaram a produg@o de enterotoxina SEA por kit comercial
contendo anticorpo monoclonal. Os autores observaram que houve reducio na produgio da toxina
nos queijos, contendo cultura starter, ao longo do tempo e atribuem a algum mecanismo inibitério
proveniente dos micro-organismos presentes na cultura starter.

Outros autores tém utilizado a qPCR para avaliacio da expressao de enterotoxinas estafilocdcicas
sob diversas condicdes. Na Espanha, Rodriguez et al., (2016) desenvolveram um eficiente método
de qPCR capaz de detector a express@o de enterotoxina estafilocécica em produtos carneos. Na
Suica, Sihto et al. (2016) avaliaram a expressdo de enterotoxina D sob estresse causado pela
presenca de glicose e 4dcido latico. Os autores perceberam que tanto a glicose quanto o pH
afetaram o crescimento de S. aureus, sendo que na presenca da glicose a expressdo de sed caiu na
fase estaciondria, enquanto que na presencga de 4cido latico ndo houve efeito significativo dessa
queda. Em Campinas, Chaves et al., (2018) avaliaram isolados, provenientes de utensilios de
cozinha e alimentos, por qPCR com objetivo de detector expressdo de enterotoxinas
estafilocdcicas. Eles observaram que 20% das amostras testadas (6 de 50) expressaram
enterotoxinas, sendo a SED a mais encontrada (50%).

Embora, os trabalhos citados anteriormente tenham utilizado a qPCR como técnica de detecgao
de expressdo de enterotoxinas estafilocdcicas, muitos pesquisadores utilizam outras técnicas para
identificacdo de enterotoxinas estafilocdcicas em alimentos ou meios de cultura. Isso ocorre pelo
fato das técnicas moleculares apresentarem um alto custo de execucdo e pela necessidade de mao
de obra qualificada para realizagdo da mesma. Sendo assim, na Suica, Marta et al. (2011)
avaliaram a produc¢do de SED, por ELISA, em trés tipos de presunto: cozido, defumado e curado
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a seco; incubados a temperatura ambiente por sete dias. Eles observaram uma continua expressao
da toxina nos presuntos cozido e defumado, sendo que no presunto curado a detec¢do da toxina
ocorreu apds cinco dias de incubag@o. Ndo obstante, observou-se que as quantidades de SED
produzidas nos trés presuntos foram suficientes para causar intoxicacao estafilocécica a quem os
ingerisse.

Na Republica Tcheca, Valihrach et al. (2014) estudaram o crescimento de S. aureus e a expressao
de genes de enterotoxinas (sea, seg, seh, sek, sel) e genes reguladores (sarA, saeS, codY, srrA,
rot, hld, agrA, sigB) em meio TSB caldo e em leite. A expressdo génica foi avaliada por qPCR e
a presenca das enterotoxinas por ELISA. Os autores perceberam que houve maior produgdo das
enterotoxinas no meio TSB do que no leite, e que os genes sec, seh e sel tiveram um
comportamento semelhante, ao apresentar um pico de expressao, seguido de uma redugio brusca
e um aumento posterior. Segundo os autores, isso se deve ao fato do gene sec ser regulado pelo
gene agr, porém mais estudos sdo necessdrios para elucidar tal comportamento. No Japao,
Fujikawa et al. (2017) desenvolveram um método de extracdo em fase sélida de SEA, utilizando
permuta de cdtions, em leite e produtos lacteos. A toxina foi detectada principalmente em leite
cru, leite em p6 desnatado e queijo, demonstrando a eficdcia de uma técnica simples e ripida.

As andlises moleculares realizadas com as amostras provenientes dos queijos controle (tratamento
01) demonstraram que a contaminacdo presente nos mesmos ndo € oriunda das amostras de S.
aureus utilizadas, pois ndo houve amplificacao dos genes coa e femA (especificos para S. aureus)
nas amostras. Além disso, os cDNA’s quando avaliados por qPCR também ndo demonstraram
expressdo significativa das toxinas estudadas (SEC e TSST-1), confirmando a auséncia de S.
aureus nos queijos provenientes do controle (figuras 10 e 11).
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Figura 10: Nivel de expressdo de toxina TSST-1, pela cepa N315, em queijos ndo adicionados de micro-
organismos (01) e em queijos adicionados apenas de S. aureus N315, ao longo de 14 dias de estocagem.
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Figura 11: Nivel de expressdo de toxina SEC, pela cepa FRI361, em queijos nfo adicionados de
micro-organismos (01) e em queijos adicionados apenas de S. aureus N315, ao longo de 14 dias de
estocagem.

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que as amostras de W. paramesenteroides
(GIR16LA4*) e L. rhamnosus (D1) utilizadas ndo sdo capazes de inibir o crescimento das amostras
FRI361 e N315 de S. aureus em queijos produzidos em laboratério. Entretanto, esses micro-
organismos parecem ser capazes de atuar na modulacdo da expressdo de toxinas estafilocdcicas
em um mecanismo cepa-dependente ou alternativamente influenciar na estabilidade das toxinas
ao longo da estocagem. Estudos que verifiquem quais os mecanismos de BAL sdo capazes de
atuar na diminui¢do da expressdo das toxinas estafilocdcicas ao longo da estocagem de queijos
s@0 necessdrios para elucidar a intera¢do entre esses micro-organismos.
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