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RESUMO

MAMPRIM FILHO, A. Enterotoxinas de Staphylococcus coagulase positiva e
negativa isoladas das fossas nasais e maos de manipuladores de alimentos.
Botucatu. 2006. 62p. Dissertacado de Mestrado. Faculdade de Medicina Veterinaria

e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista — Botucatu.

Os manipuladores sédo importantes pecas na qualidade dos alimentos, podendo
ser causadores de intoxicacdes de origem alimentar, pela introducdo de
patdégenos nos alimentos durante o processamento, distribuicdo e manipulacgéo.
As fossas nasais tém sido relatadas como a fonte mais importante de
disseminacdo de Staphylococcus enterotoxigénico, seguido pelas maos dos
manipuladores. Nesse trabalho pesquisou-se a presenca de estafilococos
coagulase negativa e positiva em 3 cozinhas industriais diferentes entre 82
manipuladores de alimentos, onde foram analisados os esfregacos de fossas
nasais e das maos, com isolamento e identificacdo de 62 cepas coagulase-
negativa (75,6%) e 20 cepas coagulase-positiva (24,4%). A prevaléncia dos
isolados foi de 20 (24,4%) para S. aureus, 37 (45,1%) para S. warneri, 23 (28%)
para S. epidermidis e 1 (1,2%) para as espécies S. capitis e S. xylosus.Os genes
das enterotoxinas estafilococicas A, B, C, D, E, G, H, | e J foram pesquisados pela
PCR e entre as 20 cepas de Staphylococcus coagulase positiva, 19 (95%) foram
positivas para um ou mais genes que codificam para as diversas enterotoxinas
pesquisadas. O numero de ECN produtores de enterotoxinas foi alto, de 46,8%
(29 cepas positivas). Considerando-se todas as enterotoxinas, independente da
espécie de Staphylococcus, o tipo mais comum foi a do tipo A, sendo observada
em 17 cepas (35,4%) desse género, seguida por SEH e SEJ, ambas com 14
isolados (29,2%), SEG, sendo produzida por 13 cepas (27,1%), SEIl, por 11
(22,9%) e SEE, SEB e SEC, por 7 (14,6%), 6 (12,5%) e 5 (10,4%),
respectivamente. A SED ndo foi observada. A pesquisa das novas SES aumentou
consideravelmente a porcentagem de cepas exterotoxigénicas dos dois grupos,

aumentando assim, o potencial patogénico desse grupo de bactérias O papel dos
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ECN deve ser revisto e sua importancia, reconhecida, pois, sempre foram

considerados contaminantes de alimentos, sem despertar a atencéo.
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ABSTRACT

MAMPRIM FILHO, A. Enterotoxins of positive and negative coagulase
Staphylococcus isolated from nasal and hand of food handlers. Botucatu.
2006. 62p. Dissertacdo de Mestrado. Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade Estadual Paulista — Botucatu.

The food handlers are important parts in the quality of foods, being able to cause
foodborne disease, by the introduction of pathogens during the processing,
distribution and manipulation of foods. Nasal cavities are the most important
source of dissemination of enterotoxigenic Staphylococcus, followed by hands. The
aim of this study was search negative and positive coagulase Staphylococcus in 82
food handlers distributed among three different industrial kitchens, analyzing nasal
and hands swabs, with isolation and identification of 62 coagulase-negative
(75,6%) and 20 coagulase-positive strains (24,4%). The prevalence was of 20
isolated (24,4%) for S. aureus, 37 (45,1%) for S. warneri, 23 (28%) for S.
epidermidis and 1 (1,2%) for S. xylosus and S. capitis. Staphylococcal enterotoxins
genes (A, B, C, D, E, G, H, | e J) had been searched by PCR. In 20 positive
coagulase Staphylococcus, 19 (95%) were positive for one or more genes. The
number enterotoxigenic ECN was high (46,8%). Considering all enterotoxins,
independent of the species of Staphylococcus, the more common was SEA
(35,4%), followed for SEH and SEJ, both with 14 strains (29,2%), SEG, being
produced by 13 isolates (27,1%), SEI (22,9%) and SEE, SEB and SEC, for 7
(14,6%), 6 (12,5%) and 5 strains (10,4%), respectively. The SED was not
observed. The detection of new SES increased the number of enterotoxigenic
isolates in both groups, with the growing of pathogenic potential in this genus. The
paper of ECN should be reviewed and its importance, recognized, because, had

been always considered as contaminants of foods, without pay attention.
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1. INTRODUCAO

Doencas causadas pelo consumo de alimentos contaminados por
microrganismos infecciosos e toxigénicos ainda sdo uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em todo o0 mundo (ANGELILLO et al., 2000).

Mesmo em paises desenvolvidos, como os Estados Unidos, onde os
alimentos apresentam boa qualidade microbioldgica, estima-se que anualmente 76
milhdes de pessoas sejam acometidas por algum tipo de doenca de origem
alimentar, com 325.000 hospitalizagcbes e 5.200 mortes. Em 14 milhbes de
pacientes pode-se confirmar a participacdo de agentes patogénicos através de
diagnosticos laboratoriais, responsabilizando-os por 60.000 hospitalizacdes e
1.800 mortes (FDA, 2002; LAMPS, 2003). Considerando também os casos, nao
relatados e ndo diagnosticados, estima-se que o niumero de doentes supere 80
milhdes e custem ao pais entre cinco e 17 bilhdes de dolares todos os anos,
incluindo gastos com tratamento médico e auséncia dos doentes as atividades
profissionais (ANDERSON et. al, 2004; FRENZEN, 2004).

Os manipuladores representam um papel importante na qualidade dos
alimentos, podendo ser causadores de intoxicagcbes de origem alimentar, pela
introducdo de patdégenos nos alimentos durante o processamento, distribuicdo e
manipulacdo (ANGELILLO et al., 2000).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a contaminacao
dos alimentos por manipuladores chega a atingir até 26% dos surtos (SILVA Jr. et
al., 1990). Existe uma relacdo direta entre as condigcbes higiénicas de
manipuladores de alimentos e doencas bacterianas de origem alimentar.
Manipuladores doentes ou portadores assintomaticos, que apresentam métodos
higiénicos inadequados na preparacdo de alimentos s&o considerados a maior
fonte de disseminacgé&o bacteriana aos alimentos (CARDOSO et al., 1994).

A importancia da transmissdo de doencas infecciosas pelas maos de

manipuladores foi demonstrada h& 120 anos atras por Semmelweis, mas foi Price
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(1938), apud Crisley & Foter (1965), quem realmente estudou os tipos de bactérias
na pele, classificando-as em "residentes e transitérias". Os microrganismos
presentes nas maos sao transitorios, representados principalmente por bactérias
gram-negativas e sdo facilmente removidos por uma lavagem adequada com bons
detergentes. Os microrganismos residentes, na maioria gram-positivos,
encontram-se em equilibrio dindmico como parasitas ou saprofitas da pele,
embora 10 a 20% da microbiota estejam concentradas nas reentrancias, onde os
lipidios e o epitélio dificultam a sua remo¢do. Em muitas pessoas, os estafilococos
fazem parte significativa da microbiota residente e, devido a patogenicidade de
algumas cepas e capacidade de produzir enterotoxinas, € de grande interesse a
sua eliminacdo nos procedimentos de lavagem das maos.

Staphylococcus aureus produtor de enterotoxinas € considerado um dos
maiores causadores de intoxicagdo de origem alimentar e pode estar presente
como um membro persistente ou temporario na microbiota nasal humana, sem
causar nenhum sintoma. A presenca dessa bactéria nos alimentos é
freqlentemente causada pela manipulacdo imprépria de alimentos, por pessoas
portadoras deste microrganismo (HATAKKA et al., 2000).

As fossas nasais tém sido relatadas como a fonte mais importante de
disseminacao, sendo colonizadas nos primeiros dias de vida (RADDI et al., 1988).
O nuamero dessas bactérias presente nas fossas nasais pode variar
consideravelmente de individuo para individuo. As méos dos manipuladores de
alimentos podem ser vetores na propagacdo das doengas veiculadas por
alimentos devido a pouca higiene pessoal ou contaminag¢do cruzada (FUERST,
1983). A contaminacdo também pode ocorrer devido a aerossoéis (RADDI et al.,
1988).

A variedade de alimentos em que S. aureus ja foi detectado é grande, porém
0S mais comumente associados a intoxicacao alimentar sdo carnes (bovina, suina
e de aves), produtos carneos industrializados (presunto, salame, salsicha), leite
cru, queijo feito de leite cru, produtos lacteos, saladas e doces (HALPIN-
DOHNALEK & MARTH, 1989; VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1992).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas do Staphylococcus

Os Staphylococcus pertencem a familia Micrococacceae, sao cocos Gram
positivos, medindo de 0,8 — 1,0 um, que se dividem em mais de um plano
formando cachos irregulares tridimensionais, esses microrganismos sao imoveis,
produzem catalase e sdo anaerobios facultativos (ICMSF, 1996).

O S. aureus é halo-tolerante, multiplicando-se em concentragfes de até 15%
de cloreto de sodio e em baixa atividade de agua (0,85), se as outras condicfes
de desenvolvimento estiverem 6Otimas. Multiplicam-se em uma ampla faixa de pH
(4,2 a 9,3) e em temperaturas de 7 a 48°C. O microrganismo € resistente a
dessecacgédo, ao congelamento e sobrevive a temperaturas iguais ou menores que
- 20°C, porém é prontamente destruido pela pasteurizagcdo e coc¢ado normais.
Suas toxinas permanecem estaveis ao congelamento e sao extremamente
resistentes ao calor, ndo sendo inativadas em processos de esterilizacdo de
alguns alimentos enlatados e em radiacdo ionizante e nao ionizante (HALPIN-
DOHNALEK & MARTH, 1989). As toxinas também sao resistentes as enzimas
proteoliticas, como tripsina, quimiotripsina, pepsina e papaina, permitindo sua
passagem pelo estbmago sem perda da atividade, chegando ao intestino, onde
estimulam a emese e diarréia (BRYAN, 1980).

O género Staphylococcus esta subdividido em 40 espécies, que se dividem
de acordo com a sintese ou ndo da enzima coagulase, sendo a maioria,
coagulase-negativa, com excec¢do do S. aureus, S. schleiferi subsp. coagulans, S.
intermedius, S. hyicus e S. delphini (BANNERMAN et al. 2003, KWOK & CHOW,
2003).

Entre os Staphylococcus, a espécie S. aureus € considerada a mais

importante em funcdo da sua alta patogenicidade ao homem, podendo ser
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encontrada nas narinas anteriores em 20 a 50% dos adultos, bem como, em
pregas cutaneas, perineo, axilas, areas inguinal e perineal (VON EIFF et al.,
2001).

De acordo com Bannerman et al. (2003), cerca de metade das espécies de
Staphylococcus coagulase-negativa € constituinte da microbiota normal de pele e
mucosas do homem, destacando-se dentre eles, o S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus, S. capitis, S. warneri, S.
hominis, S. simulans, S. saccharolyticus, S. auricularis, S. caprae, S. lugdunensis
e o S. schleiferi, podendo atingir de 10° a 10° UFC/cm? na superficie de regides
mais Umidas do corpo. Algumas espécies mostram marcante preferéncia por
certos habitats, como o S. capitis que € encontrado em grandes concentracdes em
areas da cabeca como testa, sobrancelha e canal auditivo externo (KLOOS &
BANNERMAN, 1994). De acordo com Kloos & Scheifer (1983) o S. auricularis é
uma das espécies mais isoladas no canal auditivo externo de humanos. O S.
caprae e 0 S. xylosus sdo ocasionalmente isolados da pele de humanos, embora
estejam amplamente distribuidos na natureza. O S. saprophyticus é geralmente
encontrado em baixas concentracbes e transitoriamente em Varios sitios
anatdomicos do corpo humano, porém, apresentando aderéncia especifica as
células urogenitais (SCHLEIFER & KLOOS 1975). O S. hominis e o S.
haemolyticus colonizam regides mais secas da pele embora também sejam
encontrados em grande numero nas regides mais Umidas; ao contrario do S.
warneri e 0 S. lugdunensis que sado observados geralmente em baixas
concentracdes, embora distribuidos por todo o corpo. O S. epidermidis € a espécie
predominante em humanos, isolado em grande ndmero nas narinas anteriores,
axilas, area inguinal e perineal (KLOOS & MUSSELWHITE, 1975).

Intoxicacao alimentar estafilococica (estafilotoxicose; estafiloenterotoxemia) é
o nome da condi¢do clinica causada pelas enterotoxinas produzidas por algumas
linhagens de Staphylococcus enterotoxigénicos. Os sintomas ocorrem entre 2 e 4
horas apos a ingestdo da toxina pré formada no alimento e os mais comuns s&o
vOmito, nauseas, dores abdominais e diarréia (HALPIN-DOHNALEK & MARTH,

1989). Alguns individuos podem ndo apresentar todos os sintomas associados a
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doenca, e em casos mais graves, dor de cabeca, contracdes musculares e
mudangas transitorias na pressdo sangiinea e na pulsagdo podem acontecer. Os
casos de 0Obito s&o raros, embora a reposicdo de eletrdlitos possa ser necessaria
para compensar a perda de fluidos pela diarréia e vomito. Porém, existem
registros de morte por intoxicacdo estafilocécica entre idosos, criangcas e pessoas
severamente debilitadas (HALPIN-DOHNALEK & MARTH, 1989; ICMSF, 1996).
Embora 0,1 — 1,0 ng/kg da toxina possa causar sintomas em humanos, o tempo
de aparecimento e a severidade dos sintomas dependem da quantidade de toxina
ingerida e da susceptibilidade do individuo. Devido a curta duragdo da
enfermidade, poucos casos sao reportados e somente surtos que envolvem
grande numero de pessoas ganham atencdo das autoridades (BRYAN, 1980;
ICMSF, 1996).

Segundo Tranter (1996), a quantidade minima de enterotoxina necessaria
para causar a doenca ndo é conhecida, mas a ingestao de, pelo menos, 1 ug de
toxina em 100g de alimento j& induz o aparecimento de sintomas clinicos e este
nivel de toxina é alcancado quando a populacdo de S. aureus excede 10° por
grama. Segundo Balaban & Rasooly (2001), a dose minima de enterotoxinas

ingerida para a ocorréncia desses sintomas é menor, de 10 ng.

2.2. Enterotoxinas estafilocécicas

As enterotoxinas estafilocécicas classicas sdo exoproteinas hidrossolaveis,
com peso molecular de 26 a 29 KDa, caracterizadas por uma ponte dissulfeto,
proximo ao centro da molécula. Os cinco tipos sorologicos classicos foram
identificados e designados pelas letras A, B, C, D e E (BERGDOLL & ROBBINS,
1973). Apresentam grandes quantidades de lisina, acido aspartico, glutamico,
tirosina, dois residuos de triptofano e cistinas, formando a cisteina, a qual,
provavelmente, se atribui o sitio de toxicidade. As composi¢cdes dos aminoacidos
das toxinas A, D, E, B, C;, C, e C3 sdo semelhantes (BERGDOL, 1989).

Entretanto, entre essas enterotoxinas, os tipos A, D e E compartilham uma maior
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sequéncia de homologia (53 a 81%) enquanto B e C apresentam homologia de 50-
66% (STILES & KRAKAUER, 2005).

As enterotoxinas estafilococicas sdo consideradas superantigenos, que se
caracterizam  por ligacbes simultdneas ao Complexo Maior de
Histocompatibilidade (CMH) de classe Il na célula apresentadora de antigeno e
aos receptores de células T, sem a presenca de antigenos especificos. Com essa
ligacdo, ocorrem efeitos sistémicos como febre alta, vomito, diarréia e disfuncées
hepaticas e renais (FERNANDEZ et al., 2006).

A enterotoxina estafilocdcica do tipo A (SEA) é a mais comumente implicada
nos casos de intoxicacdo alimentar. O gene entA é composto por 771 pares de
base e carreado por um bacteriéfago temperado (BORST & BETLEY, 1994). A
toxina € produzida na fase exponencial de crescimento e, ao contrario das
enterotoxinas tipos B, C e D, ndo tem sua produc¢éo regulada pelo gene acessorio
agr (TREMAINE et al., 1993).

O gene entB regula a producdo da enterotoxina do tipo B (SEB), que
apresenta, aproximadamente, 900 nucleotideos (JOHNS & KHAN, 1988). Esse
gene pode estar integrado ao DNA bacteriano, no caso de amostras clinicas ou
carreado por um plasmidio de 750Kb, em amostras de outras origens (SHALITA,
1977; SHAFER & IANDOLO, 1978).

O grupo da toxina C (SEC) é formado por trés subtipos antigenicamente
distintos e denominados de SEC1, SEC2 e SECS3. Esses tipos apresentam
estrutura protéica altamente preservada, onde o SEC3 tem homologia de 98% na
sequéncia de nucleotideos, em relacdo a SEC1. O SEC3 difere da SEC2 e SEC1,
por 4 e 9 aminoacidos, respectivamente (COUCH & BETLEY, 1989). Segundo
Marr et al. (1993), a enterotoxina C € heterogénea e apresenta variacdes
antigénicas e em sua sequéncia molecular, ocorrendo ainda, as variantes SEC
bovina e SEC ovina, cuja classificacdo € baseada em diferencas antigénicas e no
animal hospedeiro da qual foi isolada.

A enterotoxina estafilococica tipo D (SED) € o segundo tipo mais comum
associado a casos de intoxicagao alimentar. O gene responsavel por essa toxina é
o entD, estando localizado no plasmidio PIB 485 (BAYLES & IANDOLO, 1989).
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O gene para a enterotoxina E (SEE) é o entE e codifica uma proteina de 29
Kda, que apresenta homologia com SEA, de 81% (VAN de BUSSCHE et al.,
1993). Assim como a SEA e SEP, este gene também é carreado por um fago
(BAYLES & IANDOLO, 1989)

Em 1992, Betley et al. caracterizaram a toxina G e Ren et al. (1994),
sequenciaram o0 gene da toxina H. Su & Wong (1995) purificaram uma toxina
emética com a mesma sequéncia dos N-terminal da toxina H, porém sem a
capacidade de induzir vomito. A enterotoxina estafilocécica tipo G (SEG) é
codificada pelo gene entG, constituida por 233 aminoacidos e apresenta
similaridade com SEB (39,1%) e SEC (37,8%), embora esteja mais intimamente
relacionada ao superantigeno estreptococico A (SSA) e com a enterotoxina
pirogénica A de Streptococcus (SPEA), apresentando 41,6 e 40,3% de
similaridade, respectivamente (MUNSON et al.,, 1998). Mempel et al. (2003)
observaram que os genes para as toxinas G, I, M, N e O pertencem ao mesmo
cluster e a deteccdo de um desses genes, geralmente indica a presenca dos
outros quatro.

A toxina tipo H (SEH) apresenta massa molecular de 27,3 Kda e homologia
de apenas 36-38%, em relacdo aos outros tipos (SU & WONG, 1995), embora a
enterotoxina tipo | (SEI), codificada pelo gene entl, apresenta a menor homologia
entre as enterotoxinas, apresentando 218 nucleotideos e, juntamente com a SEG,
tém a capacidade de causar resposta emética e proliferacdo de células T, com
producdo de Interleucina Il e Interferon gama (MUNSON et al, 1998). A
enterotoxina tipo J (SEJ) é carreada pelo mesmo plasmidio que a SED e os 269
aminoacidos que a constituem a SEJ apresentam similaridade de 64-66%, em
relacdo a SEA, SEE e SED (ZHANG et al., 1998). Recentemente, SEI tem sido
agrupada com SEL, SEK, SEM e SEQ, baseado nas seqiéncias de homologia
(ORWIN et al., 2003).

Mais recentemente, varias outras toxinas tém sido descritas e seus genes
sequenciados, sendo nomeadas como enterotoxinas K, L, M, N, O, P, Q, Re U
(JARRAUD et al.,, 2001; KURODA et al.,, 2001; ORWIN et al., 2001 e 2003;
LETERTRE et al.,, 2003; OMOE et al., 2003). Porém, até o momento, a relagdo



16

entre as novas enterotoxinas e intoxicacdes de origem alimentar ainda ndo esta
completamente esclarecida, pois a maior incidéncia desses genes foi observada a
partir de isolados clinicos ou cepas de cole¢bes de cultura (OMOE et al., 2002;
BECKER et al., 2003). Existem poucos estudos sobre intoxicacdo estafilocécica
envolvendo essas novas enterotoxinas (AKINEDEM et al.,, 2001; ROSEC &
GIGAUD, 2002), em contraste com a extensa literatura sobre surtos causados
pelas cinco enterotoxinas classicas (AKINEDEN et al., 2001; FUEYO et al., 2001;
HOLECKOVA et al, 2002, ROSEC & GIGAUD, 2002; ERCOLINI et al, 2004).
Essas novas enterotoxinas tem sido designadas como menbros da familia
das enterotoxinas estafilococicas baseadas na sequéncia de similaridade com as
enterotoxinas classicas. O Comite internacional de Nomenclatura para
Superantigenos de Staphylococcus (INCSSN) recomendou que somente
superantigenos que induzam emese por administracdo oral em experiéncias
utilizando primatas sejam chamadas de enterotoxinas, enquanto outras toxinas
relacionadas, mas que ndo causam emese nesse modelo experimental sejam
designadas como “enterotoxina estafilococica semelhante a superantigeno”
(staphylococcal entrotoxin-like (Sel) superantigens) (LINA et al., 2004). Baseando-
se nas recomendacdes do INCSSN, as toxinas SEJ, SEK, ..., SEU deveriam ser
renomeadas como SEIJ, SEIK, ..., SEIU, respectivamente (OMOE et al, 2005).
Com excecao de SEIH, SEll e SEIG, que ja apresentaram atividade emética (SU &
WONG, 1995; MUNSON et al., 1998), o envolvimento das outras SEl em surtos de

origem alimentar ainda nédo estéa totalmente exclarecido.

2.3. IntoxicacBes estafilocdcicas

A primeira observacédo associando S. aureus a intoxicacdo alimentar ocorreu
em Michigan e foi feita por Vaughan & Sternberg (1884), relacionada a um surto
com queijo. Entretanto, a importancia desse trabalho néo foi reconhecida e o papel
do Staphylococcus na intoxicacao alimentar foi redescoberto em 1930 por Dack et.

al., que mostraram que o filtrado estéril da cultura de S. aureus isolado do recheio
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de um bolo de Natal causou sintomas tipicos de intoxicagdo alimentar em
voluntérios humanos (CUNHA, 1992).

Intoxicacdo por S. aureus é a segunda causa mais freqiente de doencas de
origem alimentar na Espanha e na Franca, depois de Salmonella e em numeros
similares ao Clostridium perfringens. Na Franca, em 1997, S. aureus foi
identificado como o agente etiologico em 569 de 1142 casos registrados de
intoxicagbes. Os casos nado esclarecidos podem ser explicados pela presenca de
outros estafilococos, coagulase positiva ou negativa, ou pela producdo de outras
enterotoxinas, que ndo as classicas (ROSEC & GIGAUD, 2002; MARTIN et al.,
2004). Desde 1987, Kokan & Bergdoll estimavam que 5% das intoxicagbes de
origem alimentar causadas pelos estafilococos ocorreram devido a enterotoxinas
nao caracterizadas.

Outras espécies de Staphylococcus, como S. hycus, S. intermedius e varios
estafilococos coagulase negativa (ECN) também tém sido envolvidos em casos de
intoxicagao alimentar (KHAMBATY et al., 1994; UDO et al., 1999). Esses ultimos
autores isolaram ECN de manipuladores em 50 restaurantes na cidade do Kuwait
e 6% das cepas produziram uma ou mais enterotoxinas classicas, sendo a mais
freqUente, a do tipo B. A producado de enterotoxinas por ECN também foi estudada
por Vernozy - Rozand et al. (1996), que observaram a producdo de enterotoxina
do tipo E em cepas de S. simulans, S. equorum, S. capitis, S. lentus, S. gallinarum
e S. xylosus, isoladas de leite e derivados.

Em Valéncia, na Espanha, das 131 amostras isoladas de alimentos (produtos
a base de carne, tripas de porco, carne de peixe, paté, bolos, etc), 40 foram
produtoras de enterotoxinas, sendo 60% das amostras de S. aureus e 40% de
estafilococos coagulase-negativa (S. epidermidis, S. sciuris, S. lentus, S. warneri,
S. xylosus, S. cohnii, S. hominis, S. saprophyticus). As toxinas classicas
encontradas com maior frequéncia foram a SEC (22 amostras), SEA (11
amostras), SED (01 amostras), SEA + SEC (03 amostras); ndo sendo verificada a
producéo da toxina SEB e SEE (PINTO et al., 2005).

De acordo com Al-Bustan et al. (1996), verificou-se a presenca de

Staphylococcus aureus na cavidade nasal de 26,6% dos 500 manipuladores de
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alimentos dos restaurantes estudados, sendo que 86,6% dos microrganismos
isolados foram positivos para producédo de enterotoxinas: 28% SEA, 28,5% SEB,
16,4% SEC, 3,5% SED.

Em 1996, em um estudo realizado no sul da Franca, foram isoladas 213
cepas de Staphylococcus aureus e 51 de outras espécies de estafilococos
produtores de enterotoxinas, presentes em diversos alimentos, sendo 65 e 9 dos
isolados, respectivamente. Na pesquisa para producdo de enterotoxinas classicas,
foram encontradas as frequéncias de 66% para SEC e 20,1%, 15,4%, 7,6% para
SED, SEA, SEB respectivamente (ROSEC et. al, 1997).

Matute et al. (1997) verificaram a ocorréncia de um surto de intoxicag&o
alimentar provocada por S. aureus em 6 cantinas escolares na ilha de Tenerife,
Espanha. O cardapio era preparado por uma empresa responsavel pela
distribuicdo dos alimentos para 24 escolas da ilha. A cepa de S. aureus isolada
nas fezes dos pacientes foi a mesma da encontrada nas amostras de comida, bem
como no material colhido da nasofaringe de um dos manipuladores.

Rosec & Gigaud (2002) testaram 332 cepas de Staphylococcus, sendo 74 de
ECN, quanto a presenca dos genes das enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED,
SEE, SEG, SEH, SEl e SEIl. Nenhuma cepa de ECN apresentou genes para
quaisquer toxinas. A presenca dos genes das toxinas classicas ocorreu em 76 das
258 cepas de S. aureus, enquanto que os das toxinas G, H, | e J foram detectados
em 147 isolados. Esses resultados aumentam a porcentagem de S. aureus
enterotoxigénicos ou potencialmente enterotoxigénicos, entre as amostras
isoladas de alimentos, uma vez que 30% das cepas apresentaram genes para as
toxinas classicas e 57%, para as novas. Os genes dessas toxinas foram
encontrados em 45,6% dos S. aureus isolados de frangos e em 8%, de bovinos.
As cepas isoladas de derivados do leite apresentaram esses genes em
porcentagem maior do que as enterotoxinas classicas, 48% e 12%,
respectivamente. Os genes das enterotoxinas, independente do tipo, foram mais
freqientemente encontrados em amostras de origem humana, mas a distribuicdo
desses genes foi surpreendente, pois 0os genes para SEG e SEI foram os mais

frequentes, estando presentes, associados ou ndo, em 80,6% das 155 cepas
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positivas para alguma das toxinas. Entre as SE classicas, o tipo C foi o mais
comum (45 cepas). Foram observadas seis associacOes diferentes entre as SE,
sendo as mais frequentes, SEG +SEI (41,9%) e SEC+ SEG + SEI (24,5%). O
gene SEG foi sistematicamente associado com o SEI, assim como o SED com o
SEJ.

Nesse mesmo ano, Omoe et al. (2002) pesquisaram a distribuicdo das
enterotoxinas classicas e das “novas”, em 146 cepas de S. aureus isolados de
diferentes origens e 113 (77,4%) foram positivas para um ou mais genes
produtores de enterotoxinas (15 para somente um e os 98 restantes para um ou
mais). Foram isoladas 71 cepas a partir de individuos com intoxicacao alimentar,
das quais 66 (93%) foram positivas para 0s genes pesquisados, mas somente 54
(76,1%), para as enterotoxinas classicas e, novamente, o tipo A foi o mais
encontrado (47,9%). Os tipos B, D e G, isoladamente, foram observados duas
vezes e o0 tipo H, seis vezes. Foi notada uma grande frequéncia da unido de
SEB+SEH (18 isolados).

Em 2004, Chen et al. testaram cepas de S. aureus de origem humana e de
alimentos. Os genes para as toxinas classicas e para as novas foram pesquisados
em 171 cepas isoladas de fezes de pacientes com intoxicacdo de origem alimentar
e 116 foram positivas para as toxinas classicas, mas 8 das 55 cepas negativas
apresentaram uma das novas toxinas (15%). Diferentemente de Rosec & Gigaud
(2002), estes autores observaram a presenca isolada dos genes para as toxinas
SEG e SEI. Nas 139 amostras isoladas de alimentos, o gene da SEA foi o mais
encontrado, seguido pelo SEB. A SEA também foi a enterotoxina mais comumente
ligada aos tipos SEG, SEH ou SEI.

Nashev et al. (2004) estudaram 44 isolados de S. aureus, provenientes de
esfregacos nasais de pessoas higidas e com infec¢cdes cutédneas. Do total de
cepas isoladas, 12 foram positivas para os genes SEG e SEl, cinco para SEB e
SEIl, quatro para SEB, SEG, SEH e SEI, dois para SEA, SED, SEG, SEI e SEJ.
Isoladamente, foram observadas duas cepas positivas para os genes SEB e SEH.

Na Coréia do Sul, Kwon et al. (2004) pesquisaram a presenca das
enterotoxinas estafilocécicas (SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ)
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em abatedouros de aves e suinos. Foram isoladas 141 amostras de
Staphylococcus aureus distribuidas em retalhos de carne de porco e frango (23 e
42 amostras isoladas respectivamente) e apds lavagem das carcacas no final da
matanca (37 e 39 amostras isoladas de suinos e frangos respectivamente). No
abatedouro suino 39% das amostras de retalhos de carne foram positivas para
producéo de enterotoxinas, sendo encontradas SEA (01), SEI (08) e apds lavagem
das carcacas, SEA (05), SEI (10) e SEA+SEI (02). No abatedouro de aves foi
encontrada apenas uma cepa positiva para enterotoxina SEH, ndo sendo
encontrada apés lavagem das carcacas. Conclui-se que os tipos de enterotoxinas
variam de acordo com o0s paises pesquisados, sabendo-se que as mais
comumente encontradas em alimentos contaminados séo as toxinas classicas e
que os produtos carneos geralmente sdo contaminados no processamento.

Em um estudo realizado em diversas regifes da Italia pesquisando
estafilococos coagulase-positiva em produtos de origem animal comercializados
em supermercados e amostras de superficies de contato com alimento, durante os
anos de 2000 a 2002, totalizando 11.384 amostras, foram encontradas 1971
(17%) cepas de estafilococos coagulase-positiva. Destas 537 cepas foram
identificadas como S. aureus, sendo 298 (55,5%) produtoras de enterotoxinas. As
mais comumente encontradas foram: SEC (33,9%), SEA (26,5%), SEA+SED
(20,5%), SED (13,4%), SEB (2,7%), SEA+SEB (1,7%), SEC+SED (0.7%),
SEA+SEC (0,3%), SEB+SEC (0,3%) (NORMANNO et al., 2005).

S. aureus foi detectado em Mildo, na Italia, em 96% do total de amostras de
leite cru e de queijo produzido a partir de leite bovino e de cabra. A partir dos
isolados, foram pesquisadas a producao das enterotoxinas SEA, SEC, SED, SEE,
SEG, SEH, SEI, SEJ, SEL, obtendo-se 52 (56%) amostras positivas. As mais
comumente encontradas, provenientes de leite bovino foram a SEA com 14
amostras, SED+SEJ, SEA+SED+SEJ com 06 e 18 amostras, respectivamente,
sendo que apenas uma amostra de queijo foi produtora de toxina para SEA.
Quanto as amostras de leite, 18 (19,4%) foram positivas para a producdo de
toxina sendo 14 destas produtoras SEC+SEL e uma amostra de queijo produtora
de SEA (CREMONESI et al., 2005).
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Segundo Bania et al. (2005), foram identificadas 50 cepas de S. aureus em
108 amostras de carne crua fatiada e salsicha crua, sendo 54% (27) positivas para
producdo de enterotoxinas. Em nove cepas foi detectada a presenca das toxinas
classicas (SEA-SEE). A toxina observada com maior frequéncia foi a SEH,
encontrada em 14 cepas. Todas as cepas positivas para SEG e SEI foram
acompanhadas por SEM e SEN e, as vezes, SEO. Entre as toxinas novas SEK,
SEL, SEQ, SEP foram encontradas uma amostra para SEK acompanhada de
SEQ, duas amostras para SEL, uma amostra para SEL + SEC e oito amostras
para SEP, sendo uma acompanhada de SEC + SEL.

Nesse mesmo ano, Omoe et al. (2005) descreveram a deteccao de 18 tipos
de enterotoxinas (SEA - SEE, SEG - SER) em 69 cepas de S. aureus obtidas a
partir de 30 surtos de origem alimentar (amostras de alimentos e clinicas) e 97
amostras coletadas de fossas nasais de pacientes no Japdo de 2000 a 2004.
Todas as amostras foram positivas para producdo de enterotoxinas. A toxina A
esteve presente em 40 (58%) isolados, sendo que a maioria dessas cepas
também carreou outro tipo de enterotoxina. As principais combinag@es foram entre
SEA-SEB-SEH-SEK-SEQ com 21 isolados, seguidos SEA-SEH-SEK-SEQ; SEA-
SEG-SEI-SEM-SEN-SEO; SEA-SED-SEJ-SER; com 5, 4, 2 isolados
respectivamente. Das 97 amostras de fossas nasais, 77 (79,4%) foram positivas
para a presenca dos genes responsaveis pela produgédo de enterotoxinas, porém
contrastando com os isolados de alimentos, somente 8 (8,3%) cepas foram
positivas para a toxina SEA e suas associacdes. Os isolados mais comumente
encontrados foram para SEG-SEI-SEM-SEN-SEO, SED-SEG-SEI-SEJ-SEM-SEN-
SEO-SEP-SER, SEB-SEP, SEB-SEG-SEI-SEM-SEN-SEO, SEG-SEI-SEH, com
16, 09, 07, 06, 06 isolados respectivamente.

Boerema et al. (2005) realizaram um estudo, na Nova Zelandia, comparando
o perfil enterotoxigénico de uma colecdo de culturas de 90 cepas de
Staphylococcus aureus isoladas a partir de 21 amostras de bovinos (fossas
nasais, couro, carcaga, cortes de carne), 27 de ovinos (fossas nasais, carcaca,
cortes de carne), 26 de humanos (fossas nasais, olhos, feridas, furinculos, etc) e

16 de alimentos contaminados (leite mastitico, torta de nata, presunto), sendo
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identificadas 61 (67,7%) amostras positivas para genes responsaveis pela
producdo de enterotoxinas (SEA a SEO), das quais 40 (44,4%) foram positivas
apenas para as toxinas classicas. As cepas isoladas das amostras humanas
apresentaram uma maior incidéncia para a producdo de enterotoxinas (80,7%)
comparadas com as isoladas de bovinos (61,9%) e de ovinos (63,0%). A
enterotoxina mais comumente encontrada foi SEB, presente em 12 cepas,
seguidas pela SEH, SEC, SEA, SEE COM 9, 7, 4, 2 respectivamente. Em
amostras onde houve a presenca de mais de uma toxina simultaneamente, a mais
encontrada foi a SEO carreada com 5 variacbes (SEC, SEG, SEI, SEM, SEN). As
novas toxinas (SEG a SEO) estavam presentes em 66,6% das amostras.

Na Alemanha, Atanassova et al. (2005) verificaram a prevaléncia de
Staphylococcus aureus e a presenca dos genes produtores de enterotoxinas (SEA
a SED) durante a fabricacdo de presunto defumado em 135 amostras coletadas
em trés pontos distintos da planta de processamento. Foram isoladas 24 cepas
produtoras de enterotoxinas (SEA a SED), sendo 57,1% em carne crua, 0,8% em
carne salgada e 37,5% em defumada apds salga. A enterotoxina mais comumente
encontrada foi a SEA (50%) seguida pela SEC (25%) e pela SEA+SEC (12,5%),
ndo sendo encontrada SED. No mesmo ano, Fueyo et al. (2005) testaram 269
cepas de S. aureus isoladas de fossas nasais de manipuladores de alimentos e 57
apresentaram pelo menos uma das enterotoxinas classicas, sendo os tipos A e C,
as mais comuns, com 26 isolados cada (9,7%).

No Brasil, diversos autores relatam a presenca de S. aureus em alimentos e
manipuladores de alimentos. Pereira et al. (1994) verificaram intoxicagédo
estafilocécica causada por um bolo recheado, onde doze pessoas foram afetadas
apos aproximadamente 4 horas da ingestdo. O S. aureus produtor de SEA foi
isolado a partir do alimento, das fossas nasais e de uma ferida em fase de
cicatrizacdo da manipuladora. Concluiu-se que o alimento foi acidentalmente
contaminado, além de ter sido inadequadamente resfriado antes de ser ingerido.

Tortas e doces comercializadas no municipio de Lavras — MG foram
avaliados por Boari et al. (2001), que encontraram 50% delas fora do padréo

quanto ao nimero de ECP, com contagens variando de 1,5x10° a 3,6x10" UFC/g,
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gue pode indicar falta de higiene na elaboracdo das tortas e/ou condi¢des
inadequadas de exposi¢do e comercializacdo. Os numeros elevados encontrados
em algumas amostras podem ser suficientes para produzir toxinas nas
concentracdes necessarias para causar intoxicacao alimentar.

Carmo et al (2002) verificaram 2 surtos relacionados a cepas de S. aureus
enterotoxigénicos em Manhuagu e Passa-Quatro, MG, Brasil. No primeiro surto,
50 individuos ficaram doentes pelo consumo de queijo Minas e, no segundo 328
individuos foram afetados apds consumirem leite cru. As enterotoxinas especificas
encontradas em cada surto levaram a concluir que a contaminagao do primeiro
surto estava relacionada com os manipuladores de alimentos, e o segundo, com
mastite bovina. Em 2003, os mesmos autores relataram outro surto de intoxicacao
alimentar relacionada ao S. aureus, envolvendo 42 pessoas que se alimentaram
num restaurante em Passos, MG, Brasil. Os resultados dos estudos apontaram
gue os manipuladores de alimentos teriam sido os causadores da contaminacao
da comida, pois eram portadores desse microrganismo.

Acco et al. (2003) investigaram a presenca de S. aureus em 47
manipuladores de uma indastria de alimentos, ocorrendo o isolamento do
microrganismo em 14 (30%). ApoOs andlise em gel de eletroforese (pulsed-field), foi
verificada a presenca de 25 perfis de DNA diferentes, significando a presenca de
cepas diferentes da bactéria, num mesmo manipulador.

Araujo (1998) isolou, a partir de amostras de leite cru, 201 cepas de S.
aureus, as quais foram submetidas ao teste de antibiograma com discos
impregnados com 0s seguintes antibacterianos: amicacina, ampicilina, cefalotina,
cefoxitina, cloranfenicol, clindamicina, oxacilina, penicilina, tetraciclina, tobramicina
e vancomicina. Com excecéo de 88 (43,8%), 90 (44,8%), 24 (11,9%) e 40 (19,9%)
cepas resistentes a penicilina, ampicilina, cloranfenicol e tetraciclina,
respectivamente, a maioria das 201 cepas foi sensivel aos antibiéticos utilizados.
Em Maringa-PR, foram avaliados 16 antimicrobianos utilizados na profilaxia ou
terapéutica de infec¢cdes comunitarias de tecido cutaneo e subcutaneo. Das 107
amostras de pacientes com queixa de infec¢cdes com abscedacgéo da pele e tecido

subcutaneo, 71 (66,4%) foram positivas para Staphylococcus aureus. Na
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avaliacdo de susceptibilidade, constatou-se uma maior sensibilidade a
vancomicina, amicacina, teicoplanina, cefoxitina (100%), cefalotina (98,5%),
lincomicina (98,5%), gentamicina (98,2%), oxacilina (96,4%), norfloxacina (95,8%)
e sulfazotrim (95,8%), quando comparados a penicilina G (8,5%), tetraciclina
(8,4%), ampicilina (90,1%), canamicina (81,7%), eritromicina (88,4%) e
cloranfenicol (94,4%), evidenciando uma alta taxa de resisténcia as penicilinas,
restringindo seu uso no tratamento e profilaxia de infeccbes estafilocécicas
(ZAVADINACK NETO et al., 2001).

Em Porto Alegre, foi investigada a presenca de Staphylococcus aureus em
47 manipuladores de alimentos, sendo encontrado em 14 (30%). A partir das
cepas isoladas, comparou-se o perfil de sensibilidade a antimicrobianos,
encontrando 70% e 45% das cepas resistentes a penicilina e amoxacilina + acido-
clavuldnico, respectivamente. Todos os isolados foram sensiveis a vancomicina,
rifampicina, oxacilina, cloranfenicol, gentamicina, eritromicina, amicacina,
cefalotina (ACCO et al., 2003). Ficca et al. (2006) coletaram 1079 amostras de
fossas nasais de voluntarios de uma comunidade francesa, encontrando 254
(4,3%) cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, macrolideos e
cotrimoxazole.

O perfil de resisténcia de microrganismos é de relevancia clinica em
pacientes hospitalizados, devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos, sendo
relatado por Berns (2003), que isolou Staphylococcus coagulase-negativa com
resisténcia intermediaria a vancomicina. Archer (1988) enfatizou que
Staphylococcus sao reservatdrios de varios genes de resisténcia, pois sofrem
frequente pressdo dos antimicrobianos usados, por serem componentes da
microbiota da pele e mucosas.

Assim, 0s manipuladores de alimentos podem ser importantes
disseminadores de patdgenos, como os estafilococos, principalmente através dos
alimentos, sendo importante o conhecimento da microbiota presente nas méos e

fossas nasais desses individuos, além do potencial patogénico de cada espécie.



3. OBJETIVOS

3.1. Identificar Staphylococcus coagulase positiva e negativa nas fossas nasais e
maos de manipuladores de alimentos em cozinhas hospitalares e industriais na

cidade de Botucatu.

3.2. Detectar os genes responsaveis pela produgcdo das enterotoxinas tipos A, B,

C,D, E, G, H, I e J, apartir das cepas isoladas.

3.3. Comparar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos, das cepas de
Staphylococcus coagulase positiva isoladas a partir das cozinhas hospitalares e

industriais.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta do material para analise

As amostras das méos e/ou fossas nasais foram coletadas de 82
manipuladores, de 3 cozinhas, assim distribuidos:

A cozinha hospitalar do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
UNESP de Botucatu (Cozinha A) conta com 50 manipuladores de alimentos e
oferece cerca de 3.200 refeicbes diarias, atendendo pacientes, médicos e
funcionarios. A cozinha industrial (Cozinha B) de uma fabrica de avides, possui 17
manipuladores, que preparam, aproximadamente, 1.000 refeicbes por dia. A
cozinha C é a Cozinha Piloto da Prefeitura de Botucatu, com 15 manipuladores
gue preparam as refeicbes de todas as escolas publicas e creches da cidade,
perfazendo, aproximadamente, 17 mil refeicbes por dia.

A coleta foi realizada com o auxilio de uma zaragatoa e ocorreu durante o
preparo das refeicdes nas cozinhas visitadas. A zaragatoa foi umedecida com
solucéo salina, antes da coleta e foi friccionada na palma de ambas as méos e
entre os dedos dos manipuladores. As fossas nasais também foram amostradas,
pela friccdo de outra zaragatoa no vestibulo nasal. ApGs a coleta, as zaragatoas
foram recolocadas em seus tubos de ensaio e imediatamente levadas ao
Laboratério do Departamento de Microbiologia e Imunologia para a realiza¢do das

analises microbioldgicas.
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4.2. Isolamento e identificacdo de estafilococos (LANCETTE & BENNETT,
2001)

Para o isolamento dos estafilococos, a zaragatoa foi espraiada na superficie
de placas de Petri com agar Baird-Parker (Difco) suplementado com telurito de
potassio e solucdo de gema de ovo (Inlab). Apds a incubacdo a 35°C por 48
horas, foi realizada a contagem das colbnias caracteristicas, que apresentam cor
negra, com halo e até trés colbnias foram repicadas para tubos com agar tripticase
soja (TSA — Difco) inclinado, que foram incubados por 24 horas a 35°C. Para
identificacdo da cultura foi realizado o teste da producéo de catalase, uma porcao
do crescimento foi transferido, para uma lamina de vidro, com a adicdo uma gota
de peréxido de hidrogénio.

Como controle positivo, foi utilizada uma cepa de S. aureus e como controle
negativo, uma de Streptococcus sp. O teste positivo € revelado pela liberacdo de
bolhas significando que a catalase hidrolisou o perdxido de hidrogénio em oxigénio
e agua. A seguir, foi realizado o teste da coagulase em tubo, onde 0,5 ml de
plasma de coelho foi acrescido de um volume igual de uma cultura da cepa teste
em caldo de infusdo de cérebro e coracéo (BHI - Difco), crescida 24 horas a 35°C.
Os tubos foram incubados a 35°C por até 24 horas. O teste foi considerado
positivo quando ocorreu a coagulacao.

As cepas identificadas como estafilococos coagulase positiva foram
submetidas ao teste pelo kit "Staphytect Test Dry Spot" (Oxoid), onde particulas
azuis de latex sado recobertas com fibrinogénio humano e imunoglobulinas tipo G
contra a proteina A de S. aureus, o “Fator Clumping” e a capsula de S. aureus
meticilina-resistente. O kit € acompanhado por um controle negativo, com glébulos
vermelhos néo sensibilizados. A cepa a ser testada foi cultivada em TSA inclinado.
Apés incubacdo por 24 horas, a 35°C, uma alcada do crescimento foi colocada
sobre uma gota de &gua tamponada esterilizada, previamente depositada num
papeldo de fundo branco, que acompanha o kit. Com o auxilio da al¢ca de niquel-
cromo, foi realizada a homogeneizagdo. As cepas positivas formaram granulos

devido a aglutinacdo, em até 6 segundos. Procedimento igual foi repetido, usando-
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se o reagente ndo sensibilizado, como controle negativo. A diferenciacéo entre as
duas espécies clumping positivo (S. aureus e S. intermedius), foi realizada pela
prova de VP, cujo resultado é positivo para S. aureus.

As cepas de estafilococos coagulase negativa foram identificadas segundo
Cunha et al. (2004), onde foram realizadas os testes de fermentacdo de agucares
como xilose, sacarose, trealose, maltose e manitol e verificacdo da producéo de
hemodlise, descarboxilagdo da ornitina, degradacdo da uréia, resisténcia a

novabiocina e desenvolvimento anaerobio em meio tioglicolato.

4.3. Teste de Susceptibilidade a Antimicrobianos

As cepas de ECP isoladas e identificadas foram submetidas a testes de
susceptibilidade a alguns antimicrobianos, através do método Kirby-Bauer, com
discos impregnados (BAUER et al, 1959). Os isolados a serem testados foram
repicados em tubos com caldo de infusdo de cérebro e coracdo (BHI —Difco), que
foram incubados a 35°C/24 h. Apos esse periodo, com o auxilio de uma solucéo
salina, o crescimento foi ajustado numa concentracéo de, aproximadamente 10°
UFC/mL (escala 0,5 de MacFarland) e, com auxilio de uma zaragatoa esterilizada,
o in6culo foi espraiado na superficie de uma placa com agar Mueller — Hinton
(Difco). ApoOs a absorcdo completa do indéculo, os discos foram acondicionadas
sobre 0 agar com o auxilio de uma agulha esterilizada.

Foram usados os seguintes antimicrobianos (Cefar diagnéstica Ltda):
penicilina G (10 U.l.), oxacilina (1 pg), cefoxitina (30 ug), netilmicina (30 ng),
eritromicina (15 ng), levofloxacina (5 ug), rifampicilina (5 pg), vancomicina (30 ug),
amoxilina (30 pug) (NCCLS, 2002).

As cepas foram consideradas resistentes, de sensibilidade intermediaria ou
sensiveis de acordo com uma tabela de mensuracdo dos halos para cada

antimicrobiano usado, fornecido pelo fabricante dos discos impregnados.
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4.4. Deteccao dos genes produtores de enterotoxinas

4.4.1. Extragao e purificagdo de DNA

Para extracdo e purificacdo do DNA, cada uma das cepas isoladas foram
cultivadas em caldo BHI, a 35°C/24 h e 1 mL de cada cultivo foi transferido para
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL (Axygen) e submetidos a extracdo e
purificacdo do DNA empregando-se o kit comercial “GFX” (GE Healtcare),
conforme instrucdes do fabricante.

Para tal, o tubo foi centrifugado em rotagdo maxima (15.700 g ) por 30
segundos (Eppendorf 5415R), o sobrenadante foi desprezado e foram adicionados
40ul de tampéo de lisozima e imediatamente homogeneizado com o auxilio de um
vortex, para ressuspensdo das células bacterianas. Em seguida, foram
adicionados 10 pL lisozima (USB - 10mg/mL), o tubo foi homogeneizado e mantido
em temperatura ambiente por 15 minutos, com homogeneizacao ocasional. Apds,
foram adicionados 10uL de proteinase K (USB - 20 mg/mL), homogeneizado e
incubado a 55°C/ 15 minutos, homogeneizando ocasionalmente. Apés o periodo
de incubacéo, foram adicionados 500uL de solucédo de extracdo, homogeneizado
e mantido em temperatura ambiente por 10 minutos.

A mistura foi transferida para uma coluna GFX e centrifugada a 5.000 g
durante 1 minuto. O volume filtrado foi descartado e novamente foram adicionados
500uL de solugcdo de extracdo na coluna que foi centrifugada a 5.000 g por 1
minuto, descartando-se o volume filtrado. Em seguida, foram adicionados 500uL
de solucéo de lavagem e centrifugado a 13.400 g por 3 minutos, com descarte do
filtrado. A coluna foi transferida para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL
(Axygen), com adicao de 500uL de solucao de eluicdo (agua Milli Q autoclavada e
previamente aquecida a 56°C em banho-maria), incubado a temperatura ambiente
por 1 minutos e centrifugado a 5.000 g durante 1 minuto. A amostra foi congelada

a - 20°C até o momento do uso para a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR).
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4.4.2. Amplificacdo do acido nucléico (PCR)

Para as reactes de PCR foram utilizados tubos de microcentrifuga de 0,5 mL
(Axygen) num volume total de 25 puL, composto por 2,5 uL de PCR Buffer 10x
(Invitrogen), 2,0 uM de Cloreto de Magnésio (Invitrogen), 200 uM de cada dNTP
(Invitrogen), 1 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 10 picomoles de cada
primer (Quadro 1), agua ultrapura autoclavada (qsp) (Milli-Q Plus, Millipore) e 3 uL
da amostra de DNA. A incubacao foi realizada em termociclador PTC-100 (MJ
Research, Inc.) empregando-se os parametros de um ciclo inicial a 94°C durante 5
minutos para desnaturacao inicial, 94°C durante 2 minutos para desnaturacdo e
72°C durante 1 minuto para extensao. Em relacdo a temperatura de anelamento
dos “primers”, para as toxinas A, B, C, D, E, | e J, foi utilizada a temperatura inicial
de 50°C, com reducéo de 1°C por ciclo, nos 4 ciclos seguintes. No sexto ciclo, a
temperatura de anelamento se encontrava a 45°C, sendo mantida para os
proximos 25 ciclos. Ao final dos 30 ciclos a temperatura de extenséo final foi de
72°C por 5 minutos e resfriamento a 4°C. Para a toxina G e H, todos os
parametros foram os mesmos, com excecdo das temperaturas de anelamento,
gue foram de 55°C e 46,4°C, respectivamente, conforme Quadro 1. Em todas as
reacOes realizadas foi utilizado um controle negativo, através da substituicdo do
acido nucléico por agua ultrapura. Os controles positivos usados foram S. aureus
ATCC 13565 (SEA), ATCC 14458 (SEB), ATCC 19095 (SEC), FRI 361 (SED,
SEG, SEI e SEJ), ATCC 27664 (SEE) e FRI 137 (SEH).

4.4.3. Visualizacdo dos produtos amplificados

Os produtos das reacdes de PCR foram submetidos a eletroforese
(Electrophoresis Power Supply Model EPD 600 — Amersham-Pharmacia Biotech
Inc.) em gel de agarose 1,5% (Sigma Aldrich) em tampéo de acido borico-Tris-
EDTA (TBE) e revelados com brometo de etidio (0,5 mg/ml - Invitrogen). Os

fragmentos de DNA foram analisados comparativamente com marcadores de DNA
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de 50 bp (50 Base Pair Ladder — Amersham — Pharmacia Biotech Inc.), sendo

analisados e fotografados em analisador de imagens (Alphaimager — Alpha esasy

FC Software — Alphalnotech Corporation).

Quadro 01: Oligonucleotideos e seus propriedades utilizados na deteccdo de

Staphylococcus coagulase positiva ou negativa, produtores de toxinas A, B, C, D,

E,G,Hel, J.
Tamanho Temperatura Referéncias
Gene Primer Sequéncia produto de
(bp) anelamento

Sea SEA-1  ttggaaacggttaaaacgaa

SEA-2  gaaccttcccatcaaaaaca 120 50°C JOHNSON et al. (1991)
Seb SEB-1 tcgcatcaaactgacaaacg

SEB-2 gcaggtactctataagtgcc 478 50°C JOHNSON et al. (1991)
Sec SEC-1 gacataaaagctaggaattt

SEC-2 aaatcggattaacattatcc 257 50°C JOHNSON et al. (1991)
Sed SED-1 ctagtttggtaatatctcct

SED-2 taatgctatatcttataggg 317 50°C JOHNSON et al. (1991)
See SEE-1 aggttttttcacaggtcatcc

SEE-2 cttttttttcttcggtcaatc 209 50°C MEHROTRA et al. (2000)
Seg SEG-1  aagtagacatttttggcgttcc

SEG-2 agaaccatcaaactcgtatagc 287 55°C OMOE et al. (2002)
Seh SHE-1 (gtctatatggaggtacaacact

SHE-2 gacctttacttatttcgctgtc 213 46,4°C OMOE et al. (2002)
Sei SIE-1 ggtgatattggtgtaggtaac

SIE-2  atccatattctttgcctttaccag 454 50°C OMOE et al. (2002)
Sej SEJ-1 catcagaactgttgttccgctag

SEJ-2 ctgaattttaccatcaaaggtac 142 50°C NASHEV et al. (2004)
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4.5. ESTATISTICA

Os dados relativos a proporcdo de Staphylococcus coagulase negativa e
positiva das cepas isoladas bem como a proporcdo de cepas toxigénicas foram
submetidos ao teste de comparacdo de proporcdes (teste z). O software
empregado foi o Sigma Stat (Jandel Corporation) e o nivel de significancia
adotado foi de 5%.

A comparacgédo de propor¢do entre varios grupos (producao das diferentes
enterotoxinas pelos estafilococos) foi realizada utilizando-se o Teste de Tukey, de
acordo com ZAR (1996).



5. RESULTADOS

5.1. ECP e ECN Identificados nas fossas nasais e maos de manipuladores de

alimentos.

A presenca de estafilococos coagulase negativa ou positiva foi pesquisada
em 82 manipuladores de alimentos de 3 cozinhas industriais diferentes, de onde
foram analisados os esfregacos de fossas nasais e das méaos, com isolamento e
identificacdo de 62 cepas coagulase-negativa (75,6%) e 20 cepas coagulase-
positiva (24,4%). Essa diferenca entre o nimero de isolamentos de ECN e ECP foi
estatisticamente significativa (z= 6,503; p< 0,001).

Na Figura 1 estdo representadas as frequéncias dos estafilococos isolados
dos manipuladores de alimentos das trés cozinhas. Da cozinha hospitalar A, foram
analisados 50 manipuladores, dos quais 14 (28%) se recusaram a permitir a coleta
a partir das fossas nasais. Assim, foi realizada a coleta em somente 36 individuos,
sendo encontrado 17 (47,2%) amostras positivas para Staphylococcus coagulase-
negativa e 06 (16,7%) para Staphylococcus coagulase-positiva. Além disso,
estafilococos coagulase positiva e ECN foram isolados, simultaneamente, em 2
(5,6%) individuos. Foram realizadas 50 analises de maos, sendo observada a
presenca de estafilococos coagulase-negativa (ECN) em 32 amostras (64%) e de
ECP em 3 (6%), havendo o isolamento simultaneo de ECP e ECN em 1 (2%)
individuos Além desses dados, pela Tabela 1 pode-se observar que em 11
(30,6%) das 36 fossas nasais amostrada, ndo foi isolado ECP + ECN. Valor
semelhante (28%) foi observado em relagcéo a auséncia de estafilococos nas maos
desses manipuladores, entre os 50 amostrados.

Entre as cepas de ECN isoladas de fossas nasais 13 foram identificadas,
sendo S. warneri a espécie mais comum com 9 (69,2%) cepas, seguida por S.
epidermidis e S. capitis, com 3 (23,1%) e 1 (7,7%) isolados, respectivamente. A

partir das mads, 21 cepas de ECN foram identificadas e novamente S. warneri foi
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Figura 1: Frequéncia e associacdes entre estafilococos coagulse negativa ou positiva,
isolados a partir das fossas nasais e maos de manipuladores de 3 cozinhas.

a espécie mais encontrada, observando-se 20 (95,2%) cepas, seguido de S.
epidermidis com apenas 1 (4,8%). Essa elevada taxa de contaminagdo das maos
por S. warneri era esperada devido a alta prevaléncia de isolamento desse
microrganismo nas fossas nasais.

A Tabela 2 apresenta o perfil de contaminacdo dos manipuladores, quanto ao
local de coleta e espécie de Staphylococcus encontrada. Considerando-se os dois
sitios analisados, foi possivel o isolamento de S. warneri em quatro manipuladores
(um deles também com S. aureus nas fossas nasais) e S. aureus foi isolado das
maos e fossas nasais de dois individuos.

Pela Figura 1 também observam-se os dados da cozinha B (cozinha
industrial) onde foram analisadas as méos e fossas nasais de 17 manipuladores. A
partir dos esfregacos das fossas nasais, foram encontradas 6 (35,4%) amostras

positivas para Staphylococcus coagulase-negativa e 4 (23,5%) para



Tabela 01: Presenca de Staphylococcus coagulase negativa ou positiva, isolados a partir de fossas nasais e/ou maos de

manipuladores em 3 cozinhas industriais.

Cozinha Fossas Nasais Maos
ECN ECP ECP + ECN Auséncia ECP + ECN  Auséncia
ECN (N=%) ECP (N =%)

(N = %) (N = %) (N =%) (N = %) (N = %) (N = %)
Cozinha A

N=50(M) 17 (47.2%) 6 (16,7% 2 (5,6%) 11 (30,6%) 32 (64%) 3 (6%) 1 (2%) 14 (28%)
N = 36 (FN)
Cozinha B

N =17 6 (35,3%) 4 (23,5%) 0 7 (41,2%) 12 (70,6%) 2 (11,8%) 0 3 (17,6%)
Cozinha C

N =15 12 (80%) 1 (6,7%) 1(6,7%) 1 (6,7%) 14 (93,3%) 0 0 1 (6,7%)

Legenda:

ECN: estafilococos coagulase negativa
ECP: estafilococos coagulase positiva
FN: fossas nasais

M: méos
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Staphylococcus coagulase-positiva. Nos esfregacos a partir das maos, observou-
se a presenca de ECN em 12 (70,6%) amostras, enquanto os estafilococos

coagulase-positiva foram encontrados nas maos de dois (11,8%) individuos.

Tabela 2: Perfil de contaminacdo dos manipuladores, quanto ao local de coleta e

espécie de Staphylococcus encontrada

Perfil de contaminagdo do manipulador Cozinha A

. warneri (M) + S. warneri (FN) + S. aureus (FN) 1

w

. warneri (FN)

=
IS

. warneri (M)

. aureus (FN) + S. aureus (M)

. capitis (FN)

. epidermidis (FN)

. warneri (M) + S. warneri (FN)
. warneri (FN) + S. aureus (FN)
. warneri (M) + S. aureus (M)

. aureus (M)

. aureus (FN)

nw u nuno nuo no n nnnononoon

. epidermidis (M) + S. warneri (FN)

P PN R R P WN RN

wn

. epidermidis (FN) + S. warneri (M)

FN: fossas nasais
M: méos

Somente 2 cepas de ECN isoladas das mé&os puderam ser identificadas,
sendo o S. warneri, a Unica espécie encontrada. A deteccdo simultanea de ECP e
ECN néo ocorreu. Pela Tabela 1, pode-se observar que Staphylococcus sp. ndo
foi observado em 7 (41,2%) e 3 (17,6%) amostras de fossas nasais e maos,
respectivamente, entre as 17 analisadas.

Na Tabela 3 pode-se observar o perfil de contaminacdo dos manipuladores,

guanto ao local de coleta e espécie de Staphylococcus encontrada
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Tabela 3: Perfil de contaminacdo dos manipuladores, quanto ao local de coleta e

espécie de Staphylococcus encontrada

Perfil de contaminagcdo dos manipuladores Cozinha B

. warneri (M) 1
. aureus (FN) + S. aureus (M) 1
. warneri (M) + S. aureus (FN) 1
. aureus (M) 1

2

. aureus (FN)

nu u nu n

w

FN: fossas nasais
M: méos

Ainda pela Tabela 1, pode-se verificar que na cozinha C foram analisados 15
manipuladores. A partir fossas nasais, observou-se 1 (6,7%) amostra negativa
para Staphylococcus sp, 12 (80%) amostras positivas para Staphylococcus
coagulase-negativa e 1 (6,73%) para Staphylococcus coagulase-positiva. Quanto
aos resultados das analises das méaos, foram observadas 14 (93,3%) amostras
positivas para Staphylococcus coagulase-negativa. ECP nédo foi detectado em
nenhuma das amostras Segundo a Tabela 1, um (6,7%) manipulador n&o
apresentou estafilococos nas fossas nasais ou maos e outro apresentou os dois
grupos, simultaneamente.

Entre os ECN isolados de fossas nasais e maos, foram identificadas 26
cepas, sendo 12 (46,2%) de fossas nasais e 14 (53,8%) de maos. A espécie mais
comumente encontrada nessas regides foi o S. epidermidis, com 19 (73,1%)
isolamentos, seguido do S. warneri com 06 (23,1%) e S. xylosus com 01
isolamento (3,8%).

A Tabela 4 apresenta o perfil de contaminacdo dos manipuladores, quanto ao

local de coleta e espécie de Staphylococcus encontrada
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Tabela 4. Perfil de contaminacdo dos manipuladores, quanto ao local de coleta e

espécie de Staphylococcus encontrada

Perfil de contaminagdo do manipulador Cozinha C

. warneri (M) + S. warneri (FN) + S. aureus (FN) 1
. epidermidis (FN)

. epidermidis (M)

. aureus (FN)

. epidermidis (M) + S. warneri (FN)

. epidermidis (FN) + S. warneri (M)

. epidermidis (M) + S. epidermidis (FN)
S. warneri (M) + S. xylosus (FN)

nw o nu nu nu nu m
P ON R R W R

FN: fossas nasais
M: méos

Independente do local da coleta, a prevaléncia de ECN e ECP isolados a
partir dos manipuladores das trés cozinhas foi de 37 (45,1%) para S. warneri, 23
(28%) para S. Epidermidis, 20 (24,4%) para S. aureus e 1 (1,2%) para as especies

S. capitis e S. xylosus, segundo Figura 2.

1% 1%

24%

O S.aureus

W S.warneri
[S. epidermidis
OS. capitis

B S. xylosus

46%

Figura 2: Distribuicdo das espécies de Staphylococcus, isoladas a partir de 82

manipuladores de alimentos, em trés cozinhas industriais, na cidade de Botucatu.
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5.2. Deteccédo dos genes responsaveis pela producao das enterotoxinas.

Os primers utilizados nesse trabalho, na analise pela PCR (JOHNSON et al.,
1991; MEHROTRA et al., 2000; OMOE et al.,2002; NASHEYV et al., 2004) geraram
os produtos observados na Figura 3. foram utilizadas cepas padrdo de S. aureus,
a saber: ATCC 13565 (SEA - 120 pb), ATCC 14458 (SEB - 478 pb), ATCC 19095
(SEC - 257 pb), FRI 361 (SED — 317 pb; SEG - 287 pb; SEI - 454 pb e SEJ - 142
pb), SEE (ATCC 27664 — 209 pb) e FRI 137 (SEH — 213 pb).

Na tabela 5 estdo representados os resultados dos testes da presenca dos
genes que codificam para as toxinas tipos A, B, C, D, E, G, H, | e J, realizados nas
62 cepas identificadas de ECN e 20 de ECP. Houve diferenca estatistica entre o
namero de cepas enterotoxigénicas de ECP e ECN (z= 3,530; p< 0,001).

Entre as 20 cepas de ECP, 19 (95%) foram positivas para um ou mais genes
gue codificam para as diversas enterotoxinas pesquisadas e 11 gendétipos distintos
foram observados, conforme Tabela 5.

Entre as enterotoxinas classicas (SEA a SEE), 13 cepas (68,4%) foram
produtoras de, pelo menos, um tipo de enterotoxina. SEA foi a mais encontrada,
em nove isolados (69,2%), seguida por SEE, em quatro (30%), SEC em trés (23%)
e SEB em um (7,7%). O gene da enterotoxina D n&o foi observado em nenhuma
das cepas testadas. Com exce¢do de uma cepa, que apresentou o gene SEC,
isoladamente, todas as outras apresentaram simultaneamente, pelo menos, genes
para aproducdo de dois tipos de toxinas, ocorrendo 3 cepas que apresentaram
perfil genético para a producao de até quatro toxinas (AGHI, AEHJ e AEGI).

Quanto as enterotoxinas mais recentes, o numero de cepas positivas foi
maior, pois 18 isolados (94,7%) entre os 19 produtores apresentaram genes para
a sintese de, pelo menos, um tipo. As mais frequentes foram a SEG, ocorrendo
em 11 (61,1%) cepas, a SEI, em 9 (50%) e as enterotoxinas H e J, com 7 (38,9%)
e 5 (27,8%), respectivamente. A producdo de somente um tipo toxigénico foi

observada em 5 cepas produtoras de SEH.
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Figura 3: Gel de eletroforese do produto da PCR das toxinas A, B, C, D, E, G, H, l e J
de Staphylococcus aureus



41

Tabela 5: Presenca de genes produtpores de toxinas em Staphylococcus

coagulase negativa ou positiva em fossas nasais e maos de manipuladores de

alimentos.
Toxina ECN ECP
Maos Espécie FN Espécie Maos FN
A 2 S. warneri 2 S. warneri - -
1 S.epidermidis 1 S.epidermidis
B 1 S.epidermidis 3  S.epidermidis - -
1 S. warneri
C - - - 1
D - - - -
E - 1 S. warneri - -
G - - - -
H S. warneri 1 S. warneri 1 3
1 S.epidermidis
| - - - -
J 2 S. warneri 1 S. warneri - -
1 S.epidermidis 2 S.epidermidis
A+ - - - 1
C+E - 1 S. warneri - -
1 S. capitis
G+ 0 0 - 1
H+J 2 S. warneri 1 S. warneri - 1
A+G+I 1 S. warneri 1 S. warneri 1 2
B+G+l - - - 1
C+G+1J - - 1 1
A+E+G + | - - 1 2
A+E+H+] - - - 1
A+G+H+I - - - 1
Legenda:

ECN: estafilococos coagulase negativa
ECP: estafilococos coagulase positiva
FN: fossas nasais

Deve ser ressaltado que entre os 20 estafilococos coagulase positiva, 19

eram positivos para a producao de, pelo menos, uma enterotoxina. Entretanto

pode estar havendo uma duplicidade de resultados, pois ocorreu o0 isolamento

simultaneo de ECP, a partir de maos e fossas nasais de 4 manipuladores e cada
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um desses pares de cepas apresentou o mesmo perfil toxigénico, sendo,
provavelmente, a mesma cepa que foi transferida da narina para as maos.

Entre as 62 cepas identificadas de estafilococos coagulase negativa, 29
(46,8%) foram positivas para a producdo de, pelo menos, um tipo toxigénico,
gerando 8 gendtipos diferentes.

A enterotoxina mais comumente encontrada foi a SEJ, sendo observada em
9 (31%) cepas, sendo seis de S. warneri (66,7%) e trés (33,3%), de S.
epidermidis.

Das 37 cepas de de S. warneri isoladas, 18 (48,6%) revelaram- se positivas
para a producado de, pelo menos, um tipo de enterotoxina. As toxinas tipos SEA,
SEH e SEJ foram as mais frequentes, tendo sido detectadas em seis cepas
(33,3%). Como ocorreu com os ECP, entre os 18 isolados, 5 podem estar em
duplicada, devido ao isolamento simultaneo, a partir das méos e fossas nasais do
mesmo manipulador e com o mesmo perfil toxigénico.

Entre os 23 isolados de S. epidermidis, 10 (43%) também apresentaram
positividade para enterotoxinas, sendo o tipo SEB, o mais frequente, encontrado
em 4 (40%) cepas. Dentre esses 10 isolados, 3 podem estar em duplicada, como
ja comentado.

Foi isolado, ainda, uma cepa de S.xylosus, que ndo apresentou gene para
nenhuma das enterotoxinas pesquisadas e uma de S. capitis, que foi positiva para
as toxinas SEC e SEE.

Considerando-se todas as enterotoxinas, independente da espécie de
Staphylococcus, o tipo mais comum foi a do tipo A, sendo observada em 17 cepas
(35,4%) desse género, seguida por SEH e SEJ, ambas com 14 isolados (29,2%),
SEG, sendo produzida por 13 cepas (27,1%), SEI, por 11 (22,9%) e SEE, SEB e
SEC, por 7 (14,6%), 6 (12,5%) e 5 (10,4%), respectivamente. A SED ndo foi
observada em nenhuma das 48 cepas de Staphylococcus sp testadas, segundo

Figura 4. Nao houve diferencas estatisticas entre as toxinas testadas (p>0,05).
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Figura 4. Distribuicbes das cepas isoladas de acordo com a presenca
dos genes produtores das enterotoxinas A, B, C, D, E, G, H, 1 e J
entre os estafilococos coagulase negativa e positiva.

5.3. Teste de Sensibilidade aos antimicrobianos.

Os ECP isolados das cozinhas foram submetidos ao teste de sensibilidade a
farmacos, para a verificacdo da presenca de cepas resistentes a meticilina. Foram
testadas 18 cepas de Staphylococcus coagulase-positiva, isoladas de fossas
nasais (13) e maos (5) e 15 cepas se mostraram resistentes a penicilina (83,3%),
sendo que dessas uma (5,6%) das cepas também apresentou resisténcia a

rifampicina e outra, a amoxicilina. Todas foram sensiveis a oxacilina, cefoxetina,
netilmicina, eritromicina e levofloxacina.



6. DISCUSSAO

As maos dos manipuladores de servicos de alimentacdo podem ser vetores
na disseminacdo de doencas de origem alimentar, devido higiene pessoal
inadequada ou contaminacdo cruzada (BAS et al., 2006). Segundo Howes et al.
(1996), um estudo realizado nos Estados Unidos sugere que praticas nao
apropriadas na manipulacédo de alimentos contribuem com até 97% das doencas
de origem alimentar em restaurantes e residéncias e S. aureus é um dos
patdgenos mais importantes nessas doencas.

Neste trabalho, pesquisou-se a presenca de ECP ou ECN em 3 cozinhas
industriais diferentes entre 82 manipuladores de alimentos, onde foram analisados
os esfregacos de fossas nasais e das maos, com isolamento e identificagéo de 62
cepas coagulase-negativa (75,6%) e 20 coagulase-positiva (24,4%).

Varios autores vem relatando a presenca de S. aureus, nas fossas nasais de
manipuladores. J& em 1964, Lowbury et al. observaram que entre 35-40% dos
manipuladores saudaveis albergavam o microrganismo nas fossas nasais. Soto et
al. (1996) e Vanderbergh et al. (1999) relataram que a taxa de isolamento S.
aureus, a partir das fossas nasais, numa populacédo adulta saudavel podia variar
de 20 a 55%. Esses dados estdo de acordo com o presente trabalho, pois esse
microrganismo foi isolado a partir das narinas de 15 (22,1%) manipuladores de um
total de 68. Valores semelhantes também foram relatados por Ayyildiz et al (1990),
com 23% e por Al Bustan et al (1996), com 26,6% de positividade para S. aureus.
Taxas bem maiores ja foram relatadas por De Witt & Kampelmacher (1988) e
Taskanal (1993), com 77,8% e 74,6%, respectivamente.

No Brasil, Raddi et al (1988) observaram indices bem mais altos do que o
encontrados nesse estudo, de 44,1%, a partir das fosas nasais de 48
manipuladores. Esses autores também isolaram S. aureus a partir das mads de

34,8% dos individuos amostrados, valor bem maior do que os 6,1% apresentado
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nesse trabalho. Entretanto, Acco et al. (2003) relataram valores mais proximos, de
30% de positividade para esse microrganismo.

Aycicek et al. (2004) observaram ECN em 56,7% das maos de
manipuladores, taxa um pouco mais elevada a encontrada no presente trabalho,
de 45,1%. Os mesmos autores enfatizam que a presenca desses microrganismos
em altas concentragfes, nas maos de manipuladores, pode ser considerado um
risco a saude publica.

A literatura apresenta resultados muito variaveis na prevaléncia de S. aureus
enterotoxigénicos. Essas variagcdes podem ocorrer devido a ampla variedade de
alimentos dos quais foram isolados e a sua variedade ecoldgica, segundo Mossel
e Van Netten (1990). Autores como Mathieu et al. (1991) mostraram que a taxa de
S. aureus enterotoxigénicosvaria de acordo com seu biovar e o biovar mais
frequentemente toxigénico sdo amostras isoladas de humanos. Quanto aos ECN,
mais recentemente, tém sido envolvidos em intoxicacdes de origem alimentar,
devido producéo de toxinas (UDO et al., 1999).

Com a descoberta das novas enterotoxinas, aumentou a porcentagem de S.
aureus enterotoxigénicos ou potencialmente enterotoxigénios, pois quase a
totalidade (95%) das cepas de ECP isoladas a partir de fossas nasais e maos de
manipuladores de alimentos revelaram-se positivas para a presenca de, pelo
menos, genes para uma enterotoxina. Considerando-se somente as enterotoxinas
classicas (SEA a SEE), esse numero cai para 13 (68,4%). Rosec & Gigaud (2002)
também observaram esse aumento do nimero de cepas enterotoxigénicas com a
descobertas das novas SES, pois em seu estudo 30% das cepas genes para as
toxinas classicas e 57% para as novas. Os valores observados por esses autores
e 0s encontrados nesse trabalho foram maiores aos reportados por Polledo et al.
(1985) que, pesquisando as enterotoxinas classicas de S. aureus, observaram
somente 12% de cepas positivas para essas toxinas. Esses resultados podem ser
explicados pela diferenca de metodologia de deteccdo, uma vez que o0s autores
utilizaram um kit de aglutinacdo reversa passiva em latex (RPLA), que dependia

da producao in vitro das toxinas pelas bactérias.
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No presente trabalho, entre essas 13 cepas de S. aureus produtoras de
enterotoxinas classicas, a enterotoxina A foi a mais observada, ocorrendo em 9
isolados (69,2%), seguida de 4 cepas positivas para SEE (30,8%), 3 para SEC
(23,1%) e 1 (7,7%) para SEB. Nashev et al. (2004) observaram baixa positividade
para a toxina D, de somente 4,5% entre os manipuladores amostrados. Polledo et
al. (1985) também relataram a toxina A como a mais encontrada, mas numa
frequencia bem menor, de (44,4%), seguido de valores diferentes para as toxinas
B (35%) e E (5,5%). Entretanto, a toxina C ocorreu em 22% dos isolados,
prevaléncia muito semelhante a observada nesse trabalho.

Em 1996, Al Bustan et al. observaram a presenca de S. aureus produtores de
enterotoxinas em 86,6% dos 500 manipuladores analisados, valores bem mais
proximos ao obtidos no presente trabalho. As toxinas A e B apresentaram
prevaléncia semelhantes, de 28% e 28,5%, respectivamente. SEC ocorreu em
16,4% das cepas e SED em somente 17 (3,5%) manipuladores. A toxina A tem
sido descrita como a mais comum por muitos outros autores como Bergdoll
(1990), Jablonski & Bohachi (1997), Peacock et al. (2002) 2 Normanno et al.
(2005).

O gene SEG foi observado em 13 (27,1%) das 48 amostras de
Staphylococcus sp produtoras de, pelo menos, uma enterotoxina e em 84,6% das
vezes, foi associado a presenca de gene SEI, que ocorreu em 11 isolados
(22,9%). Valores semelhantes foram descritos por Rosec & Gigaud (2002), onde
SEG e SEI estiveram associados em 80,6% das 155 cepas positivas para alguma
das toxinas. Nashev et al. (2004) estudaram 44 cepas de S. aureus e 12 (27,3%)
foram positivas par aos genes SEG e SElI, valor igual ao encontrado nesse
trabalho.

Esses genes sao frequentemente encontrados juntos por estarem presentes
em posicdo sequencial, num fragmento de DNA de 3,2 Kb (JARRAUD et al.,
2001). Nashev et al. (2004) também observaram essa associacdo e 50% das
cepas de S. aureus isoladas das fossas nasais de manipuladores de alimentos,

gue eram positivas para, pelo menos, uma enterotoxina. Anteriormente, Jarraud et
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al. (1999) haviam relatado essa correlacdo em 57%das cepas toxigénicas isoladas
de portadores e 67%, a partir de cepas isoladas de processos infecciosos.

A pequena porcentagem de cepas onde havia apresenca de apenas uma
dessas enterotoxinas poderia ser explicada por uma mutacdo do sitio de ligacdo
de SEG ou devido a uma variagdo do cluster dos genes dessas enterotoxinas
(JARRAUD et al., 2001).

Outro ponto em comum observado por Nashev et al. (2004) foi esses autores
terem encontrado somente dois tipos de enterotoxinas sendo produzidas
isoladamente, com uma cepa produtoras de SEB e outra, de SEH. No presente
trabalho, as cepas de S. aureus apresentaram 11 gendétipos distintos e somente
dois deles referem a presenca de somente uma enterotoxina.

Nesse trabalho, trés cepas de S. aureus apresentaram genes produtores de
4 tipos de toxinas concomitantemente (SEA-SEE-SEG-SEI, SEA-SEE-SEH-SEJ e
SEA-SEG-SEH-SEI). Nashev et al. (2004) também relataram perfis genéticos com
presenca de mudltiplos genes, onde 9,1% das cepas desse microrganismo
apresentaram positividade para quatro toxinas (B-G-H-I) e 4,5%, para cinco (A-D-
G-I-J). Omoe et al. (2005) também observaram que a maioria das 69 cepas de S.
aureus isoladas de surtos de origem alimentar (alimentos ou material clinico dos
pacientes) e manipuladores carreavam mais de um tipo de enterotoxina, sendo
que a principal combinacdo foi SEA-SEB-SEH-SEK-SEQ, ocorrendo em 21
isolados, seguido de seguidos SEA-SEH-SEK-SEQ; SEA-SEG-SEI-SEM-SEN-
SEOQO; SEA-SED-SEJ-SER; com 5, 4, 2 isolados respectivamente.

Entre as 62 cepas de ECN identificadas, 29 (46,8%) foram positivas para a
producéo de, pelo menos, uma enterotoxina. A SEJ foi a toxina mais comumente
encontrada (31%), seguida da SEA e SEH (24,1%), SEB (17,2%), SEE (13,8%),
SEC (6,9%) e SEG e SEI, com 3,4% cada.

Diversos estudos vem comprovando a presenca de diferentes espécies de
ECN produtores de toxinas.

O numero de cepas de ECN produtoras de enterotoxinas obtidas nesse
trabalho pode ser considerado alto, de 46,8% (29 cepas positivas). Prevaléncia

bem menor foi observada por Danielsson & Hellberg (1977) que reportaram 16,2%
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de 111 cepas de ECN produtoras de enterotoxinas. Entretanto, se for levado em
conta somente as enterotoxinas classicas, tal como o pesquisado no trabalho de
Danielsson & Hellberg (1977), esse numero cairia para 19,4% (12 cepas positivas
para SEA a SEE), valor proximo ao observado pelos referidos autores. Crass e
Bergdoll (1986) analisaram 2000 cepas de estafilococos das quais 200 eram ECN
e 33 delas (16,5%) eram positivas para as enterotoxinas classicas.

Vernoy-Rozand et al. (1996) observaram a producdo da enterotoxina E em
cepas de S. capitis, S. xylosus, entre outros ECN. No presente trabalho, esse tipo
de enterotoxina foi observada em cepas de S. warneri e S. capitis. A Unica cepa
de S. xylosus identificada nao apresentou genes para a producdo de nenhuma das
toxinas pesquisadas.

Na Espanha, Pinto et al. (2005) reportaram que 40 das 131 cepas de ECP
(60%) e de ECN (40%) eram produtorasde enterotoxinas, sendo os tipos A e C os
mais encontrados e SED foi observado em somente uma amostra.

Os resultados obtidos na identificacdo dos Staphylococcus e sua capacidade
para producdo de toxinas, ndo tem apenas importancia epidemiolégica, mas
também contribui na correlagdo das espécies com o potencial patogénico e o peffil
de sensibilidade a antimicrobianos. No presente estudo, entre as 18 cepas de ECP
estudadas, isoladas de fossas nasais (13) e méaos (5), submetidas ao teste de
sensibilidade a antimicrobianos, 15 isolados se mostraram resistentes a penicilina
(83,3%), sendo que uma (5,6%) das cepas também apresentou resisténcia a
rifampicina e outra, a amoxicilina. Todas foram sensiveis a oxacilina, cefoxetina,
netilmicina, eritromicina e levofloxacina.

No Brasil, Aratjo (1998) observou que 95% das 201 cepas de S. aureus
foram sensiveis a cefoxitina, clindamicina, oxacilina, tobramicina e vancomicina,
entretanto somente 43,8% foram resistentes a penicilina, valor inferior ao
observado nesse estudo. Zavadinack Neto et al. (2001) na avaliagdo de
susceptibilidade, constatou-se uma maior sensibilidade a vancomicina (100%),
amicacina (100%), teicoplanina (100%), cefoxitina (100%), cefalotina (98,53%),
lincomicina (98,53%), gentamicina (98,2%), oxacilina (96,4%), norfloxacina

(95,77%) e sulfazotrim (95,77%), quando comparados a penicilina G, onde 91,6%
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apresentaram resisténcias, valor bem mais proximo ao do atual trabalho. Segundo
0 autor, essa alta taxa de resisténcia a penicilina restringe seu uso no tratamento e
profilaxia de infec¢des estafilococicas.

No Rio Grande do Sul, Acco et al. (2003) testaram cepas de S. aureus
isolados de fossas nasais de manipuladores e encontraram resultados
semelhantes quanto a resisténcia a penicilina, de 70%, mas encontrou 45% das
cepas de resistentes a amoxacilina + acido-clavul6nico, valores bem maiores aos
observados no presente trabalho. Ainda segundo esses autores, todas as cepas
foram sensiveis a vancomicina, rifampicina, oxacilina, clorafenicol, gentamicina,
eritromicina, amicacina, cefalotina.

Ficca et al. (2006) encontraram 254 (4,3%) cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina, e determinados mecanismos de resisténcia quando
comparados com aminosideos, macrolideos e cotrimoxazole. Segundo NCCLS
(2002) linhagens de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina ou oxacilina
devem ser também reportadas como resistentes as cefalosporinas e aos
carbapenes, do ponto de vista clinico.

Archer & Climo (1994) observaram a associagdo entre o aumento da
frequéncia percentual dos Staphylococcus coagulase-negativa na etiologia de
infeccdes e a resisténcia desses microrganismos aos agentes antimicrobianos.
Como exemplo Berns (2003), que isolou ECN com resisténcia intermediaria a
vancomicina. A elevada transmissibilidade de plasmideos entre esses
microrganismos e 0 uso abusivo de antimicrobianos tém constituido em
importantes fatores a selecdo de amostras multi-resistentes e a transferéncia de
genes de resisténcia (SCHABERG et al., 1991).

A resisténcia a diversos antibidticos tem sido notada em hospitais,
principalmente em relacdo a penicilina, oxacilina, clorafenicol, cefalotina (SANTOS
SANCHES et al., 1995, UDO et al., 1996) e as amostras isoladas de industrias de
alimentos, geralmente apresentam pequena resisténcia a antibidticos (SOARES et
al., 1997, UDO et al., 1999).



7. CONCLUSOES

- A partir das fossas nasais e maos dos manipuladores de alimentos das trés
cozinhas foram isolados estafilococos coagulase positiva e negativa, com a
predominancia de ECN.

- Ocorreu a producao das toxinas classicas (SEA a SEE) e das mais recentes
(SEG, SEH, SEI e SEJ) pelos ECP e ECN. A pesquisa das novas SES aumentou
consideravelmente a porcentagem de cepas exterotoxigénicas dos dois grupos,
aumentando assim, o potencial patogénico dessas bactérias.

- Pelos resultados encontrados pode-se concluir que os ECP foram mais
importantes em sua capacidade de produzir enterotoxinas quando comparados
com ECN. Porém, os ECN, que sempre foram considerados contaminantes de
alimentos sem despertar grande atencdo, mostraram-se potencialmente
patogénicos em relagdo a producgdo das enterotoxinas analisadas.

- Nao foram observadas cepas de Staphylococcus coagulase positiva
resisténtes a mais que trés antibidticos, simultameamente, tanto na cozinha
hospitalar, como nas duas industriais.

- Mais estudos s@o necessarios, principalmente, em relacdo aos ECN, para

comprovar seu carater patogénico, em casos de doencas de origem alimentar.
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ANEXO

1. Tampé&o Lisozima

- 0,1 M NacCl

- 10 mM Tris (pH 8,0)

-1 mM EDTA

- 5% Triton X- 100

A solucao foi autoclava a 121°C por 15 minutos e guardada em geladeira.

2. TBE (Tris- Borato- EDTA)

- 1 L de Solucéo estoque (5x)
- 54 g Tris Base
- 27,5 g &cido bdrico
-20 mL EDTA 0,5 M (pH 8)
- 4gua bidestilada (p.s.q.)
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