UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos

Deteccao, prevaléncia e expressao de genes de
enterotoxinas classicas de Staphylococcus aureus
isolados de alimentos e surtos

Caroline Peixoto Bastos

Pelotas, 2013


http://www.ufpel.tche.br/

CAROLINE PEIXOTO BASTOS

DETECQAO, PREVALENCIA E EXPRESSAO DE GENES DE ENTEROTOXINAS
CLASSICAS DE Staphylococcus aureus ISOLADOS DE ALIMENTOS E SURTOS

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de
Pelotas, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

Orientador: Professor Doutor Wladimir Padilha da Silva

Pelotas, 2013



Dados de catalogacéo na fonte:
( Marlene Cravo Castillo — CRB-10/744 )

B327d Bastos, Caroline Peixoto

Deteccdo, prevaléncia e expressdo de genes de enterotoxinas
classicas de Staphylococcus aureus isolados de alimentos e surtosl
/ Caroline Peixoto Bastos ; orientador Wladimir Padilha da Silva.
- Pelotas,2013.-91f. : il..- Tese (Doutorado ) —Programa de P4s-
Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel . Universidade Federal de Pelotas.
Pelotas, 2013.

1.Staphylococcus aureus . 2.Enterotoxina estafiloc6cica
classica 3.Expressdo génica 4.gPCR 1.Silva, Wladimir Padilha
da(orientador) Il.Titulo.

CDD 576.163




Banca examinadora:

Profa. Dra. Angela Maria Fiorentini

Prof. Dr. Celso Medina Fagundes

Profa. Dra. Eduarda Hallal Duval

Dr. Marcelo Mendonca

Prof. Dr. Wladimir Padilha da Silva (Orientador)



Agradeco...

A Deus que sempre me iluminou.

A Universidade Federal de Pelotas, em especial ao Programa de Pos-Graduacao em
Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, que permitiu a realizacdo deste trabalho e a
Capes pela concesséao da bolsa de estudo.

Ao Professor e amigo Wladimir Padilha da Silva, pela valiosa orientacéo, confianca e
ensinamentos.

Aos meus amigos do Laboratorio de Microbiologia de Alimentos.

Aos meus amados pais Airton e LUcia que sempre me incentivaram e me mostraram
a importancia do estudo.

Ao Ricardo, meu amor, por estar sempre junto a mim.

A minha filha Ana Luiza, meu maior amor.

E a todos que direta ou indiretamente contribuiram de alguma forma para a

realizacao deste trabalho.

Meu muito abrigada!



Resumo

BASTOS, Caroline Peixoto. Detec¢cdo, prevaléncia e expressdo de genes de
enterotoxinas classicas de staphylococcus aureus isolados de alimentos e
surtos. 2013. 91f. Tese (Doutorado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Staphylococcus aureus (S. aureus) €, entre as bactérias do género Staphylococcus,
a espécie mais relacionada a casos e/ou surtos de intoxicagdo alimentar, os quais
sdo causados pelas enterotoxinas estafilocdcicas (EE). Estas bactérias podem ser
facilmente encontradas em alimentos de origem animal. Das 22 EE descritas na
literatura, aproximadamente 95% dos surtos de intoxicagdo alimentar estéo
associados as EE classicas (EEA, EEB, EEC, EED e EEE). Sendo assim, este
trabalho teve como objetivos verificar a presenca e os niveis de expressdo dos
genes das EE classicas em 13 S. aureus provenientes de diferentes surtos de
intoxicacao estafilococica ocorridos no estado do Rio Grande do Sul (RS), e em S.
aureus isolados de carcaca de frango no sul do Brasil, por PCR e por PCR em
tempo Real (QPCR). Além disso, avaliou-se os efeitos da temperatura (8°C e 12°C) e
da concentragéo salina (2,5% NacCl) sobre os niveis de expresséo transcricional dos
genes das EE classicas em S. aureus através da analise do mRNA. Observou-se
que, com excecdo de dois isolados provenientes dos surtos, o0s demais
apresentaram expressao transcricional igual ou maior que a das cepas padrao, para,
pelo menos, um dos genes das enterotoxinas classicas. Além disso, observou-se
gue quatro isolados expressaram genes de uma enterotoxina, enquanto os demais
apresentaram expressao dos genes de, no minimo, duas enterotoxinas. Embora nao
se tenha informacao a respeito de qual enterotoxina causou a intoxicagéo alimentar
nos surtos avaliados, a prevaléncia das EE classicas, associada aos elevados niveis
de expressdo transcricional encontrados, demonstram que uma ou mais EE
classicas causaram os surtos de intoxicacdo alimentar nos quais os isolados de S.

aureus foram obtidos. Doze isolados de S. aureus provenientes de carcacas de



frango portavam os genes dessas EE, sendo que em apenas cinco observou-se sua
expressao transcricional. Nos cinco isolados houve expressao de mais de um gene
de EE, demonstrando seu potencial toxigénico. Estes cinco isolados e as cepas
padrdo foram submetidos a quatro tratamentos: 1) nas condi¢bes ideais de
multiplicacdo de S. aureus; 2) em concentracdo salina de 2,5% de NaCl; 3) com
incubacdo em temperatura del2°C e; 4) com incubacdo em temperatura de 8°C. A
concentracdo salina e as baixas temperaturas interferem na expressdo dos genes
das EE classicas, diminuindo seus valores, entretanto, mesmo em concentracao
salina de 2,5% e em temperatura de 12°C os isolados expressaram os genes de EE
classicas, demonstrando seu potencial toxigénico. Temperaturas de 8°C mostraram-
se mais eficientes no controle da expressao génica das EE classicas de S. aureus.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Enterotoxina estafilococica classica.

Expressao génica. qPCR.



Abstract

BASTOS, Caroline Peixoto. Detection, expression and prevalence of genes of
classic enterotoxins of Staphylococcus aureus isolated from food and
outbreaks. 2013. 91f. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia
e Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Staphylococcus aureus (S. aureus) is among the bacteria of the genus
Staphylococcus, species more related to cases and/or outbreaks of food poisoning,
which are caused by staphylococcal enterotoxins (SE). These bacteria can be easily
found in foods of animal origin. From the 22 SE described in the bibliography,
approximately 95% of food poisoning outbreaks are associated to classic SE (SEA,
SEB, SEC, SED and SEE). Thus, this study aimed at verifying the presence and the
levels of expression of genes of classic SE in 13 S. aureus derived from different
staphylococcal food poisoning outbreaks which took place in the state of Rio Grande
do Sul (RS) and S. aureus isolated of chicken carcass in southern Brazil, by PCR
and PCR real time (QPCR). Moreover, evaluated the effects of temperature (8° and
12°C) and saline concentration (2,5% NacCl) in the levels of transcriptional expression
of genes of classic SE S. aureus through mRNA analysis. It has been observed that,
with exception two isolated derived from outbreaks, the other shave shown
transcriptional expression equal or bigger than standard strain for at least one of the
genes of classic enterotoxins. Moreover, it has been observed that four isolated have
expressed genes of one enterotoxin, while the others have shown expressions of at
least two enterotoxins genes.Although there is no information related to which
enterotoxin has caused the food poisoning in the evaluated outbreaks, the
prevalence of classic SE, along with high levels of transcriptional expression showed
that one or more classic SE caused of food poisoning outbreaks in which the
isolated of S. aureus were obtained. Twelve isolated of S. aureus originated from
chicken carcass carried the genes of these SE, being that in only five has been

observed the transcriptional expression. In the five isolated there was expression of



more of SE gene, demonstrating their potential toxigenic. These five isolates and
standard strains were submitted to four treatments: 1) in ideal S .aureus
multiplication; 2) in saline concentration of 2,5 of NaCl; 3) with incubation
temperature of 12°C and; 4) with incubation in temperature of 8°C. The saline
concentration and the low temperatures interfere in the expressions of genes of
classic SE diminishing their values, nevertheless, even in saline concentration of 2,5
and in temperature of 12°C the isolated have expressed the genes of classic SE,
demonstrating their toxigenic potential. Temperatures of 8°C have shown to be more
efficient in the control of gene expression of S. aureus classic SE.

Keywords: Staphylococcus aureus. Classic staphylococcal enterotoxins. Gene

expression. gPCR.
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1 Introducéo

O género Staphylococcus é formado por 47 espécies e 24 subespécies. Entre
as espécies deste género, a mais relacionada a casos e a surtos de intoxicacao
alimentar é S. aureus e é considerado um dos agentes etioldgicos mais comuns de
doencas bacterianas em todo o mundo devido a sua capacidade de produzir uma
ampla gama de exotoxinas e outros fatores de viruléncia. Entre eles, as
enterotoxinas estafilococicas (EE), produzidas por algumas cepas de S. aureus,
causam uma das doencas mais comuns transmitidas por alimentos, a intoxicacao
alimentar estafilocdcica. Essa intoxicacao é resultante do consumo de alimentos ou
bebidas contendo a dose infectante de uma ou mais EE pré-formadas no alimento.

Vinte e duas EE foram descritas e 10 j& foram associadas a intoxicacfes
alimentares (EEA, EEB, EEC1, EEC2, EEC3, EED, EEE, EEG, EEH e EEI), sendo
gue as EE classicas (EEA, EEB, EEC, EED e EEE) sdo as mais estudadas e
responsaveis por, aproximadamente, 95% dos casos/surtos. Essas EE podem ser
produzidas em grandes quantidades e sdo relativamente estaveis a inativacao fisica
e quimica, sendo que uma pequena quantidade (<1ug) j& pode ser suficiente para
causar 0s sintomas clinicos de intoxicacdo alimentar. Os sintomas surgem,
geralmente, em uma a seis horas ap0s a ingestdo do alimento contaminado e
incluem diarreia, dor abdominal e, tipicamente, vémito. A doenca é autolimitante,
com sintomas durando, em média, 24 a 48 horas, 0 que muitas vezes torna 0s
indices de hospitalizacdo e notificacdo baixos.

Diversos surtos de intoxicacdo alimentar causados por S. aureus ja foram
descritos na literatura e os alimentos mais envolvidos sdo os de origem animal,
principalmente aqueles que envolvem grande manipulagéo, portanto, a pesquisa de
S. aureus nesses alimentos e a avaliacdo de seu potencial em produzir EE, sdo
fatores extremamente importantes na investigacdo epidemioldgica e na andlise de

risco dessa doenca.
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Muitos estudos tém avaliado a presenca de genes das EE em S. aureus
isolados de alimentos provenientes ou ndo de surtos, entretanto, poucos tém focado
na analise de sua expressao. A técnica de PCR em tempo real ou quantitative PCR
(qPCR) permite essa analise, monitorando o progresso da amplificacdo de cDNA em
tempo real. E um dos métodos quantitativos mais sensiveis e confiaveis para analise
de expressao génica, permitindo detectar e quantificar quantidades muito pequenas
de sequéncias especificas de acidos nucleicos. Alguns autores citam que a
guantidade de transcritos é correlacionada com a quantidade de EE produzida, logo,
o nivel de expressao de genes de EE poderia ser utilizado para avaliar o potencial

toxigénico em diferentes isolados.
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2 Objetivos

Avaliar a prevaléncia e expressado dos genes das enterotoxinas classicas em
isolados de S. aureus provenientes de diferentes surtos de intoxicacao estafilococica
ocorridos entre 2002 e 2004 no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, com base na
analise do mRNA, verificando se ha relacdo entre a presenca de determinado gene
de EE, seus niveis de expresséo transcricional e o provavel envolvimento no surto.

Verificar a presenca e 0s niveis de expressdo das EE classicas (EEA, EEB,
EEC, EED e EEE) em S. aureus isolados de carcaca de frango no sul do Rio Grande
do Sul, Brasil.

Verificar os efeitos da temperatura (8°C e 12°C) e da concentracdo salina
(2,5% NaCl) sobre os niveis de expressao transcricional dos genes das EE classicas

em S. aureus através da analise do mRNA.
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3 Revisao de literatura

3.1 Staphylococcus spp. e Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus compreende diversas espécies e subespécies, e
possui uma distribuicdo ubiquitaria, sendo seu reservatorio primario a pele e
membranas mucosas, especialmente a regido naso-faringea de mamiferos e aves
(ATANASSOVA et al.,, 2001). Apresentam forma de coco e tendem a formar
agrupamentos semelhantes a cachos de uva. Sdo Gram positivos, possuindo
didametro variando entre 0,5 e 1,5mm, iméveis e ndo formam esporos. Possuem
metabolismo fermentativo e respiratério, neste ultimo, vindo a produzir catalase
(VARNAN e EVANS, 1991; KLOOS e BANNERMAN, 1999).

Desde a sua proposicdo em 1884 por Rosenbach, o género Staphylococcus
tem sido classificado dentro da familia Micrococcaceae. Foi somente na ultima
década, com o avanco da biologia molecular, estudos genéticos, perfis de acidos
graxos, composicdo da parede celular e, principalmente, estudos com RNA
ribossbmico 16S que o género Staphylococcus foi incluido numa nova familia:
Staphylococcaceae (GARRITY e HOLT, 2001). Atualmente o género é composto por
47 espécies e 24 subespécies (EUZEBY, 2013), a maioria coagulase-negativa,
caracterizando-se a exclusividade da sintese da enzima ao S. aureus, S. schleiferi
subsps. coagulans, S. intermedius, S. hyicus e S. delphini (BANNERMAN, 2003).
Algumas sao frequentemente associadas a uma ampla variedade de infec¢des de
carater oportunista, tanto em seres humanos como em animais (TRABULSI et al.,
2004). Dentre estas espécies, destaca-se Staphylococcus aureus (S. aureus) como
a mais envolvida em doengas em seres humanos (KONEMAN et al., 2001).

Em alimentos, as espécies de maior importancia sdo S. aureus, S. hyicus e S.
intermedius (SU e WONG, 1997; FRANCO e LANDGRAF, 2008) sendo S. aureus a
principal espécie associada aos casos de intoxicacdo alimentar, representando, em
média, 98% dos surtos por este género (SANTANA et al.,2010).
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S. aureus sdo bactérias mesofilas, apresentando temperatura de crescimento
na faixa de 7°C a 47,8°C, no entanto, as enterotoxinas estafilococicas sao
produzidas entre 10°C e 46°C, com um o6timo entre 40°C e 45°C, sendo que 0s
extremos de temperatura estdo na dependéncia dos demais parametros que devem
encontrar-se em condi¢cdes Otimas. As bactérias deste género sdo tolerantes a
concentracfes de 10% a 20% de NaCl, o que pode tornar os alimentos curados
veiculos potenciais para as mesmas. Em relacdo ao pH, S. aureus cresce na faixa
de 4 a 9,8, com um 6timo entre 6 e 7. Em relagdo a atividade de agua, o valor
minimo necessario para 0 micro-organismo se desenvolver é 0,86, embora sob
condicles ideais, esta bactéria ja tenha se desenvolvido em atividade de agua de
0,83 (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

A presenca de outros micro-organismos também € um ponto importante, pois
Staphylococcus sé@o considerados mal competidores (LOIR et al.,, 2003). Segundo
Baird-Parker (1990), a temperatura para destruicdo do S. aureus varia entre 43seg e
8min a 60°C, onde as culturas mais jovens apresentam maior sensibilidade a esta
mudanca de temperatura.

A versatilidade nutricional e a capacidade de crescerem em diferentes
condicbes ambientais fazem com que S. aureus desenvolva-se com facilidade em
varios alimentos (CARMO et al., 2002; LOIR et al., 2003).

Staphylococcus aureus € uma das trés espécies de cocos Gram positivos que
sdo patogénicas para o homem. Estima-se que 25% da populacdo humana seja
carreador permanentes deste micro-organismo, sendo os fatores mais comuns que
predispbe o hospedeiro a essa infeccdo, as injurias de pele e mucosas, infeccdes
virais, anormalidades metabdlicas, como por exemplo, diabetes, e condi¢cdes
miscelaneas, como ma nutricdo e idade avancada. Uma vez instalado em seu
hospedeiro, pode causar uma enorme variedade de sintomas clinicos, afetando a
pele, pulmdes, coracdo, sistema nervoso central, ossos e articulacdes, corrente
sanguinea e trato gastrointestinal (BACHERT et al., 2002).

Muitos fatores de viruléncia contribuem para o potencial patogénico de S.
aureus. Algumas linhagens podem formar uma capsula de natureza polissacaridica,
contribuindo para impedir a fagocitose do micro-organismo por células de defesa.
Podem produzir e secretar a proteina A, a qual tem alta afinidade pela regido Fc das
moléculas de IgG, dificultando a acdo do sistema imunolégico. Produzem, além

disso, uma série de enzimas, como a catalase, responsavel pela degradacédo do
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peroxido de hidrogénio, a coagulase, responsavel pela formagdo de fibrina, que
confere resisténcia a opsonizacdo e fagocitose e a termonuclease (Tnase)
responsavel pela degradacdo do DNA e RNA em fosfomononucleosideos
(OLIVEIRA et al.,1999; KONEMAN et al., 2001). Utiliza-se a pesquisa da coagulase
e da Tnase como indicadores mais aceitos quanto a presuntiva evidéncia da sua
propriedade enterotoxigénica (PEREIRA et al., 2000). Além disso, S. aureus produz
uma série de toxinas, as quais tém sido atribuida uma importante participacdo na
patogenia das doencas causadas por este micro-organismo. Entre as toxinas
produzidas, destacam-se as enterotoxinas, a esfoliatina, toxina da sindrome do
choque toxico (TSST), hemolisinas e leucocidinas (TRABULSI, et al., 2004).
Staphylococcus aureus pode causar varios tipos de intoxicacdes, seja durante
um processo infeccioso, como por exemplo, a sindrome da pele escaldada, ou néo,

como nos casos da intoxicagdo alimentar e sindrome do choque téxico.

3.2 Intoxicacao alimentar estafilococica

A intoxicagdo alimentar estafilocdcica resulta do consumo de alimentos que
contenham quantidades suficientes de uma (ou mais) enterotoxina pré-formada
(DINGES et al., 2000; LOIR et al., 2003; NEMA et al., 2007) e é caracterizada por
um curto periodo de incubacédo, geralmente 2 a 6 horas (BALABAN e RASOOLY,
2000).

Para a intoxicagdo alimentar estafilococica acontecer, quatro fatores
relacionados ao alimento devem ser considerados: 1) estar contaminado com
estafilococos produtores de enterotoxina estafilococica (EE); 2) apresentar
condicdes intrinsecas para a multiplicacdo do micro-organismo; 3) estar
acondicionado a uma temperatura e por um periodo adequados a multiplicagédo
bacteriana até niveis capazes de produzir EE em quantidade suficiente para causar
doenca; e 4) ser consumido (NEWSOME e STEWART, 2004).

Staphylococcus aureus €, no género Staphylococcus, a espécie mais
relacionada a intoxicacdo alimentar estafilococica, no entanto, ndo € o micro-
organismo em si o causador da doenca e, sim, suas toxinas (NOVICK, 2003).
Intoxicagdo alimentar estafilococica tem um grande impacto na saude publica.
Estima-se que, a cada ano, nos Estados Unidos, ocorram mais de 185.000 casos

dessa doenca, causando cerca de 1.700 hospitalizacbes (MEAD et al., 1999), com
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custos médicos e perda em produtividade estimada na ordem de 1,5 bilhdo de
dolares (CENCI-GOGA et al., 2003). No Brasil, poucas Unidades de Federacao
possuem um sistema de monitoramento epidemiolégico de doencas transmitidas por
alimentos. Merece destaque o Estado do Parana, onde, no periodo compreendido
entre os anos de 1978 e 2000, a intoxicagdo alimentar estafilocGcica ocupou o
primeiro lugar no ranking de doencas transmitidas por alimentos, com 492 surtos
(41,2% no total) (AMSON et al., 2006). No entanto, os casos e surtos desta doenca
ainda sao subestimados por varias razfes, entre as quais se destacam: a doenca
apresenta um carater autolimitante e raramente leva as pessoas envolvidas a
procurarem auxilio médico; ser confundida com outros tipos de intoxicacdo alimentar
gue possuam sintomas semelhantes, como, por exemplo, a causada pela toxina
emeética de Bacillus cereus; inadequada coleta de amostras e analise laboratorial
(BENNETT, 1986 apud NEWSOME e STEWART, 2004).

Staphylococcus aureus pode produzir uma ou mais EE simultaneamente
(LETERTRE et al., 2003a; LETERTRE et al., 2003b; OMOE et al., 2005; ZSCHOCK
et al.,, 2005; SMYTH et al., 2006; ZOCCHE et al., 2009). Embora S. aureus possa
produzir uma grande variedade de enterotoxinas, apenas EEA, EEB, EEC1, EEC2,
EEC3, EED, EEE, EEG, EEH e EEI foram envolvidas em casos e surtos de
intoxicacdo alimentar (WALLIN-CARLQUIST et al., 2010), sendo 95% dos surtos
causados por EEA, EEB, EEC, EED e EEE (AL-TARAZI et al.,, 2009, JOHLER e
STEPHAN, 2010, WALLIN-CARLQUIST et al., 2010).

Os sintomas classicos da intoxicacdo alimentar estafilocécica sdo nauseas,
vomitos, cdibras abdominais geralmente muito dolorosas, diarréia e sudorese.
Podem ocorrer, ainda, dores de cabeca, calafrios, queda de pressao arterial e, em
rarissimas vezes, febre, quando a quantidade de toxina ingerida é grande (FRANCO
e LANDGRAF, 2008). Varnan e Evans (1991) citam que criancas, idosos e pessoas
enfermas sdo mais susceptiveis a intoxicacao estafilocOcica, ainda que faixa etéria e
doenca pré-existente ndo sejam fatores predisponentes a esta doenca.

Apoés a ingestdo, as EE apresentam acdo emética, através de estimulo do
sistema nervoso central, onde se encontra o centro do vomito, provocando o
retroperistaltismo. A acéo diarréica ocorre através de um mecanismo que ndo esta
totalmente elucidado, mas parece estar relacionado ao sistema secretor de sodio e
cloro em nivel intestinal, provocando desequilibrio hidro-eletrolitico (FRANCO e
LANDGRAF, 2008).
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Os sintomas observados pela ingestdo de alimentos contendo EE variam com
0 grau de susceptibilidade do individuo, com a concentracdo de EE presente no
alimento e com a quantidade de alimento ingerido (FRANCO e LANDGRAF, 2008).
De acordo com Evenson et al. (1988), a dose minima de EEA requerida para causar
doenca em criancas em idade escolar € de aproximadamente 144+50ng, conforme
observado num surto ocorrido nos Estados Unidos, apés a ingestdo de leite
achocolatado. No entanto, Franco e Landgraf (2008) descrevem que 0,375 ug de
enterotoxina por quilo corpéreo seja suficiente para causar a sintomatologia em
humanos.

Entre as EE classicas, EEA é responsavel por mais de 75% dos surtos,
seguida, em ordem decrescente de frequéncia, por EED, EEC e EEB
(VERNOZYROZAND et al., 2004; JOHLER e STEPHAN, 2010, PINCHUK et al.,
2010). De uma maneira geral, o gene da EEA é o mais prevalente em isolados de
Staphylococcus aureus, no entanto, novas evidéncias sugerem que essa prevaléncia
pode variar entre distintos paises como, por exemplo, na Coréia do Sul, em um
estudo conduzido por Kwon et al. (2004), o gene da EEI foi o mais prevalente,
seguido pelos genes da EEA e EEH.

Véarios casos e surtos ja foram reportados na literatura. Como exemplos
podem-se citar um grande surto no Japao, ocorrido no ano de 2000, no qual
adoeceram, aproximadamente, 14.000 pessoas, com 180 hospitalizacbes (WHO,
2012). Jorgensen et al. (2005), ap6s um surto de intoxicacdo alimentar estafilococica
na Noruega, encontraram EEH em um puré de batatas preparado com leite cru.
Giezendanneret al. (2009), descreveram um surto ocorrido com criangas na Suica,
apos consumo de leite de cabra cru, e detectaram a presenca do gene da EED.
Ostynet al. (2010), relataram a primeira evidencia de intoxicacao alimentar causada
pela EEE na Franca, apos ingestdo de queijo fabricado com leite ndo pasteurizado.

No Brasil, existem diversos relatos de intoxicacdo alimentar estafilocécica: no
Estado de Minas Gerais dois surtos foram diagnosticados por Carmo et al. (2002):
um deles envolvendo queijo Minas frescal, no qual foi encontrado EEA, EEB e EEC
e, no outro, envolvendo leite cru, no qual foram encontradas EEC e EED. Veras et
al. (2003), investigaram surtos de intoxicagcdo alimentar envolvendo leite e produtos
derivados no estado de Minas Gerais, e constataram que 0S principais agentes
causadores foram Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativa

enterotoxigénicos, e que as principais toxinas envolvidas nos surtos foram EEA, EEB
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e EEC. Rodrigues et al. (2004), na cidade de Pelotas, RS, encontraram EEA em
sanduiche de galinha ap6s um surto no qual adoeceram 56 pessoas. Em trabalho
realizado pelo nosso grupo de pesquisa (dados enviados a publicacdo) onde foram
avaliados 13 isolados de surtos de intoxicacao alimentar ocorridos no Rio Grande do
Sul, ficou demonstrado que uma ou mais EE classicas causaram os surtos de
intoxicacao alimentar nos quais os isolados de S. aureus foram obtidos.

E possivel afirmar que o Brasil apresenta indices subestimados de intoxicacéo
alimentar estafilocdcica. O carater autolimitante da doenca, com uma sintomatologia
branda e de curta duracdo, em média 24 a 48 horas, faz com que 0s casos e surtos
desse tipo de intoxicacdo raramente levem as pessoas envolvidas a procurarem
auxilio médico, de forma que o indice de hospitalizacdo, e consequente notificacéo,
seja relativamente baixo (JORGENSEN et al., 2005; ARGUDIN, 2010).

O isolamento e determinagcdo da enterotoxigenicidade da cepa de
Staphylococcus isolada em alimentos indicam o potencial para a producdo de
enterotoxinas. Além disso, a presenga do micro-organismo em altos niveis pode
indicar uso inadequado do binémio tempo-temperatura no processamento e/ou
armazenamento dos alimentos, condicdo em que S. aureus pode desenvolver-se até
niveis suficientes para produzir enterotoxina em concentracdo capaz de causar
doenca (BENNETT, 2005). Ja a determinacdo do tipo de EE é um fator importante
na investigacdo epidemioldgica de casos e surtos da doenca (LANCETTE e
BENNETT, 2001), e sua identificacdo nos alimentos pode indicar a possivel fonte de
contaminacdo (NAJERA-SANCHEZ et al, 2003), tendo em vista que foi
demonstrado que EEA e EEB séo associadas com contaminacdo de origem
humana, através de manipuladores de alimentos, e que EEC e EED s&o associadas
com contaminacdo a partir de animais, geralmente bovinos e suinos (HIROOKA et
al., 1988; NAJERA-SANCHEZ et al., 2003; CENCI-GOGA et al., 2003).

Lancette e Bennett (2001) afirmam que o significado da presenca de
Staphylococcus aureus em alimentos deve ser interpretado com cautela, pois uma
grande quantidade de micro-organismos ndo € suficiente para incriminar o alimento
como causador de intoxicagao alimentar, assim como sua auséncia ou presenga em
pequenas contagens néo indica que o alimento néo representa perigo do ponto de
vista de seguranca de alimentos. O potencial risco de intoxicagdo alimentar
estafilococica somente pode ser determinado apds a confirmacdo da

enterotoxigenicidade do micro-organismo isolado e/ou apos a demonstracdo da
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presenca de enterotoxinas no alimento. No entanto, a legislagdo brasileira,
estabelecida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério
da Saude (MS), através da RDC N° 12, de 2 de Janeiro de 2001 (BRASIL, 2001),
determina limites méximos para presenca de estafilococos coagulase positiva em
alimentos, considerando os alimentos com altas contagens do micro-organismo
como improprios para 0 consumo e potencialmente capazes de causar enfermidade.
Por outro lado, a pesquisa de EE em alimentos ndo é estabelecida pela legislacéo,
entretanto, para avaliar um potencial risco da ocorréncia de intoxicagdo alimentar,
utiliza-se a pesquisa da enzima coagulase, um teste bioquimico utilizado como
marcador de enterotoxigenicidade (VARNAN e EVANS, 1991; LAMPRELL et al.,
2004). Isolados de Staphylococcus que ndo produzem coagulase sao denominadas
“estafilococos coagulase negativa”, e tem uma significativa participagdo em
infecgbes humanas, particularmente em ambiente hospitalar, em pacientes com
defesas imunologicas comprometidas ou portadores de corpos estranhos, tais como
proteses, catéteres e enxertos sintéticos. A deteccdo de genes de EE bem como o
envolvimento de estafilococos coagulase negativa em surtos e casos de intoxicacao
alimentar é bastante reduzido em relacdo aos casos envolvendo estafilococos
coagulase positiva, entretanto, alguns deles sao descritos na literatura (CARMO et
al.,, 2002). Segundo Jay (2002), a producdo de enterotoxinas geralmente esta
relacionada com cepas de estafilococos que produzem as enzimas coagulase e
termonuclease, embora algumas cepas que nao produzem coagulase e/ou
termonuclease possam produzir enterotoxinas. Lancette e Bennett (2001) afirmam
gue existe uma instabilidade fisiologica demonstrada por algumas espécies do
género Staphylococcus em funcédo de fatores genéticos e ambientais, e que estes

fatores podem afetar a producéo dessas enzimas e das EE.

3.3 Enterotoxina Estafilocécica

As enterotoxinas estafilococicas (EE) sdo potentes exotoxinas sintetizadas
por espécies de Staphylococcus durante a fase logaritmica de crescimento ou
durante a transicdo da fase exponencial para a fase estacionaria, contudo, estima-se
que sejam necessarias entre 10° e 10° unidades formadoras de coldnias (UFC) da
bactéria por grama de alimento para que a toxina seja formada em niveis capazes

de provocar intoxicacao alimentar (FRANCO e LANDGRAF, 2008). Possuem massa
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molecular variando entre 25.000 a 30.000 daltons, solUveis em agua e em solucdes
salinas, que apresentam estrutura primaria, estrutura molecular e atividades
farmacologicas semelhantes entre si, possuindo, entretanto, propriedades
imunologicas distintas (LEBEAU et al.,, 1994; NOVAK, 1999; BALABAN e
RASOOLY, 2000). Determinadas condi¢bes ambientais que facilmente destroem o
micro-organismo produtor destas enterotoxinas, ndo destroem a EE (FRANCO e
LANDGRAFF, 2008). As EE séo resistentes as enzimas proteoliticas, mantendo,
portanto, a sua atividade no trato digestivo apés a ingestdo. Apenas a EEB é
inativada pela pepsina em pH proximo de 2.0 (SANTANA et al., 2010).

As enterotoxinas ainda séo termorresistentes, o que aumenta sua importancia
na industria de alimentos, uma vez que, a maioria dos alimentos recebe tratamento
térmico (ASPERGER, 1994; BERGDOLL e WONG, 2006; FRANCO e LANDGRAF,
2008). O grau de resisténcia das enterotoxinas depende de varios fatores como o
tipo de enterotoxina, pH e o meio. As EEs quando purificadas tornam-se mais
termossensiveis que as nao purificadas, enquanto que a inativacdo por tratamento
térmico é mais rapida em solucdes tampéo do que em meios de cultura e alimentos
(BERGDOLL e WONG, 2006). A producdo de enterotoxinas é influenciada pela
temperatura, pH, atividade de &gua (Aa), fonte de carbono e nitrogénio,
concentracdo de sal e condicdes atmosféricas do substrato. Em temperaturas
otimas, a enterotoxina torna-se detectavel entre 4 a 6 horas (BERGDOLL e WONG,
2006; FRANCO e LANDGRAF, 2008).

A manutencdo em baixas temperaturas pode ser usada no controle da
producao de enterotoxinas em alimentos, pois a multiplicacdo bacteriana diminui e a
sintese de enterotoxinas € quase totalmente inibida em temperaturas inferiores a
7°C (ASPERGER, 1994). Segundo Bergdoll, 1983 (apud LOIR et al., 2003), as
enterotoxinas sao mais termorresistentes em alimentos do que em meios de cultura,
podendo ser inativadas através do tratamento térmico como a esterilizagdo no caso
de alimentos enlatados, quando em baixas concentracdes. Segundo FDA (U.S. Food
and Drug Admistration, 2001), a toxina estafilocdcica € sensivel entre 98,9°C por
68,5min e 126,7°C por 6,2min. A producao de EE é ideal em pH neutro, sendo o pH
acido desfavoravel, ocorrendo a inibicdo de sintese de enterotoxinas em pH menor
qgue 5.0. Por outro lado, pH alcalinos levam a diminui¢do da sintese de EEB, EEC e
EED (LOIR et al., 2003).
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As enterotoxinas A e D s&o produzidas em condi¢cbes amplas de pH, Aa e
potencial de oxi-reducéo (Eh), diferentes da EEB e EEC que, quando em condi¢des
de pH abaixo do ideal, sdo produzidas em menor quantidade (ZOLI et al., 2002;
BERGDOLL e WONG, 2006). Sabe-se que em meio de cultura as enterotoxinas B e
C sdo produzidas em maiores quantidades (> 100ug.mL™) do que outras como a
EEE e EED, sendo a EEH normalmente produzida em quantidades menores que
1ug.mL™ (BERGDOLL e WONG, 20086).

Vinte e duas EE foram descritas, sendo que as EE classicas (EEA, EEB, EEC,
EED e EEE) sdo as mais estudadas e responsaveis por, aproximadamente, 95% dos
casos/surtos (AL-TARAZI et al., 2009, JOHLER e STEPHAN, 2010, WALLIN-
CARLQUIST et al., 2010).

Em funcéo do crescente relato de novas EE, e buscando uma padronizacdo da
nomenclatura, o Comité Internacional para Nomenclatura de Superantigenos
Estafilocdcicos (INCSS) recomendou que apenas superantigenos estafilocécicos
gue induzam emese em macacos sejam designados enterotoxinas estafilocécicas,
engquanto que as recentes enterotoxinas descritas, cujas propriedades emeéticas
ainda nao estdo totalmente esclarecidas, sejam designadas apenas como
“similares”, ou pelo termo original em inglés, “like”, acrescentando-se a sua sigla a
letra “I”, até a elucidacdodo exato mecanismo celular e molecular envolvido em sua
patogénese (LINA et al.,2004).

Na Tabela 1 sdo apresentadas as EE e as EEI descritas na literatura.
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Tabela 1: Enterotoxinas produzidas por Staphylococcus aureus.

ENTEROTOXINA SIGLA REFERENCIA

A EEA CASMAN, (1960)

B EEB BERGDOLL et al., (1959)
C1 EEC, BERGDOLL et al., (1965)
C2 EEC, AVENA e BERGDOLL, (1967)
C3 EECs REISER et al., (1984)

D EED CASMAN et al., (1967)

E EEE BERGDOLL et al., (1971)
G EEG MUNSON et al., (1998)

H EEH SU e WONG, (1995)

| EEI MUNSON et al., (1998)

J EEI) ZHANG et al., (1998)

K EEIK ORWIN et al., 2001

L EEIL FITZGERALD et al., (2001)
M EEIM JARRAUD et al., (2001)

N EEIN JARRAUD et al., (2001)
o) EEIO JARRAUD et al., (2001)

P EEIP KURODA et al., 2001
Q EEIQ ORWIN et al., (2002)

R EEIR OMOE et al., (2003)

U EEIU LETERTRE et al., (2003c)
U2 EEIU2 THOMAS et al., (2006)
Vv EEIV THOMAS et al., (2006)

Em 1981, Bergdoll e colaboradores identificaram uma toxina produzida por
Staphylococcus aureus, causadora de sindrome do choque tdéxico, a qual, pela
ordem de descobrimento portaria a sigla “EEF”. No entanto, essa toxina foi
renomeada com a sigla TSST-1 devido a auséncia de atividade emética em
macacos (SU e WONG, 1997; FUEYO et al., 2005), o que, conforme descrito acima,
€ uma evidéncia absolutamente necessaria para a caracteriza¢do da enterotoxina.

As EE possuem uma estreita identidade genética entre si, sendo sua relagdo
filogenética estimada pela analise da sequéncia de nucleotideos de seus respectivos
genes. A sequéncia nucleotidica divergente, bem como diferencas nas sequéncias
de aminoacidos, permitiu dividi-las, de maneira hierarquica, em dois grandes grupos.
O primeiro grupo é formado por EEA, EED e EEE, as quais apresentam similaridade
de sequéncia na sua cadeia de aminoacidos variando entre 51 e 81%. O segundo
grupo compreende EEB e os subtipos de EEC, com uma sequéncia similar de 42 a
67% (BALABAN e RASOOLY, 2000).

Uma das formas de organizacdo dos genes das enterotoxinas estafilococicas

€ denominada ilha de patogenicidade (SaPl), que sao classificadas como elementos
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genéticos acessoérios que possuem tamanho entre 15 e 20 kb, e que ocupam
posicoes especificas no cromossomo de cepas toxigénicas. Inicialmente foram
descritas cinco ilhas de patogenicidade em S. aureus: SaPI 1, SaPI 2, SaPI 3, SaPlI
4 e SaPlbov (NOVICK et al.,, 2001), as quais portavam genes para fatores de
viruléncia do micro-organismo. Sabe-se, por exemplo, que SaPl 1 possui 0s genes
das EEIK e EEIL, SaPI 3 o gene das EEB, EEIK e EEIQ (YARWOOD et al., 2002) e
SaPl 4 o gene da EEC EEIK, EEIL e EEIM (NOVICK, 2003). Em um estudo
conduzido por Fitzgerald et al. (2001), uma analise genético-molecular permitiu a
identificacdo de uma ilha de patogenicidade em Staphylococcus aureus isolados de
bovinos, denominada SaPlbov, onde se encontravam os genes codificadores de
TSST, EEC-bov e EEIL.

Os genes codificadores de EE, assim como outros que codificam fatores de
viruléncia de Staphylococcus, também podem estar dispostos em elementos
genéticos moveis, tais quais os plasmideos, os bacteri6fagos e os elementos
genéticos transponiveis (NOVICK et al.,, 2001; YARWOOD et al., 2002). Sabe-se
gque EEA e EED, por exemplo, as duas enterotoxinas com a maior frequéncia de
envolvimento em intoxicagcdo alimentar estafilococica, sado codificadas por genes
localizados em bacteriéfago (BETLEY e MEKALANOS (1985) apud NOVICK, 2003)
e plasmideo (BAYLES e IANDOLO (1989) apud ZHANG et al., 1998; NOVICK,
2003), respectivamente. A presenca de genes para fatores de viruléncia em
elementos genéticos moveis numa cepa de Staphylococcus aureus, como, por
exemplo, algum gene que codifique resisténcia a um antibiético ou uma
enterotoxina, implica em sua possivel mobilidade de uma molécula de DNA para
outra, ou de uma bactéria para outra, num processo conhecido como transferéncia
horizontal de genes, conferindo uma vantagem seletiva e evolutiva ao micro-
organismo receptor (FERREIRA, 2001; YARWOOD et al., 2002).

As EE sao descritas como proteinas acessorias, ou seja, ndo sdo utilizadas
para o0 crescimento e multiplicacdo do micro-organismo. Além disso, sé&o
denominadas superantigenos por possuirem atividade superantigénica, ou seja,
possuem a capacidade de estimular os linfécitos T auxiliares de forma néo
especifica através da molécula do complexo principal de histocompatibilidade da
classe Il (MHC Il) das células apresentadoras de antigenos (Figura 1). Dessa forma,

essa unido ocorre de uma maneira indiscriminada e em grande abundancia,
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podendo originar uma variedade de sintomas, como febre, nduseas, vomitos e até
mesmo choque (TRABULSI et al., 2004).

Célula T auxiliar

Cadeia B do receptor
dacélulaT

CD4

MHC classe Il

Célula apresentadora de antigenos

Figura 1: Representacdo da ativacdo nao especifica de células T através de
enterotoxinas estafilococicas.
FONTE: Adaptado de LOIR et al. (2003).

Sabe-se que a quantidade de EE requerida para ativacao de células T € muito
menor que a requerida para uma resposta de um antigeno convencional, no entanto,
a quantidade de citocinas produzida € significativamente maior numa resposta a EE.
Embora nauseas e vomitos exibidos em intoxicagdo alimentar estafilococica sejam
atribuidos a grande quantidade de interleucina liberada como consequéncia da
elevada ativacdo de células T, o completo mecanismo molecular que induz a emese
ndo esta totalmente elucidado. Sabe-se, no entanto, que a severidade da
intoxicacao alimentar estafilococica depende da enterotoxina envolvida assim como
da quantidade de EE ingerida com o alimento (BETLEY e HARRIS, 1994; BALABAN
e RASOOLY, 2000; PROFT e FRASER, 2003). Como exemplo, pode ser citada a
intoxicacdo causada pela EEB, onde menores quantidades desta toxina exibem
sintomas mais severos do que a causada pela EEA.

A via de absorcdo da EE esta também relacionada com a severidade da
doenca. Estima-se que, via gastrointestinal, € necessario uma quantidade de
0,375ug de enterotoxina por quilo corporeo para causar sintomatologia classica de
intoxicacdo alimentar em humanos (FRANCO e LANDGRAF, 2008). Ulrich et al.
(1997), afirmam que, em humanos, quando as EE sdo administradas por via intra-

nasal, a dose aproximada de 0,0004ug por quilo corpéreo, seria suficiente para gerar
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sintomas como febre, mialgia, dispnéia, nauseas, anorexia e vomitos. Estes mesmos
autores estimaram que a dose letal em humanos, quando a EE é administrada por
via inalatoria, seria apenas 0,02ug por quilo corpéreo. O potencial da doenga
causada por EE, principalmente EEB, quando administrada por via intra-nasal, foi
extensivamente estudada nos Estados Unidos na década de 1960, sendo cogitada,
na época, como um potencial agente biolégico a ser utilizado em programas bélicos
(ULRICH et al., 1997).

Embora uma mesma cepa de S. aureus possa albergar diversos genes de
EE, a secrecao destas proteinas é cepa-especifica e varia de acordo com os fatores
intrinsecos e extrinsecos do substrato em que micro-organismo esteja inserido.
Como exemplos, podem ser citados meios de cultura contendo glicose ou NaCl, os
guais, em determinadas concentracdes, reprimem a transcricdo do RNA que conduz
a informagéo para codificacdo de EEA e EEC e de EEB e EEC, respectivamente
(WESELL, 2000; HENNEKINNE et al., 2012 e PAULIN et al., (2012). Com relacé&o a
outros fatores, Su e Wong (1998), verificaram que, em condi¢des de laboratério, S.
aureus produz grandes quantidades de EEH quando incubado em condicGes
aerébicas e sob um pH 7,0, no entanto, quando incubado em pH 6,5 e/ou 7,5, as
guantidades de EEH detectadas foram significativamente menores.

A regulacdo dos fatores de viruléncia como as EE, € critica para a
patogenicidade dos micro-organismos. Em S. aureus, diversos reguladores globais
tém sido citados, como € o caso do gene regulador acessorio (agr) (TSENG et al.,
2004). O sistema agr regula a producéo de algumas EE, como as EEB, EEC e EED,
no entanto, EEA € expressa constitutivamente e, até o momento, ndo ha dados de
mecanismos de regulacdo controlando a producdo desta toxina (JOHLER e
STEPHAN et al., 2010).

3.4 PCR em tempo real (QPCR)

A PCR em tempo real, também conhecida como PCR quantitativa (QPCR), foi
descrita pela primeira vez em 1993, por Higuchi e colaboradores, que montaram um
sistema ao qual acoplaram uma camara de video, de modo a monitorizar a PCR
durante todos os ciclos. Este mecanismo permitiu-lhes detectar o aumento da
fluorescéncia durante a reacao, devido a ligacdo do brometo de etidio as moléculas

de DNA dupla fita recém-sintetizadas.
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O procedimento é semelhante ao da técnica da PCR convencional diferindo
essencialmente numa caracteristica inovadora: a possibilidade de quantificacdo em
tempo real do DNA amplificado, em cada ciclo de amplificacdo de maneira precisa e
com maior reprodutibilidade, porque determina valores durante a fase exponencial
da reacdo (NOVAIS et al., 2004). Neste método, as fases de amplificacdo, deteccéo
e quantificacdo sao totalmente automatizadas, ocorrendo em simultaneo e em tempo
real (HEID et al., 1996). Na ultima década diversas plataformas de instrumentacéo
foram criadas e comercializadas, no entanto, a maioria € composta por um
termociclador, com sistema Optico para a excitagdo e recolha da emissdo da
fluorescéncia e um computador com software préprio para a aquisicdo de dados e
analise final da reacdo (MACKAY et al., 2007).

O ponto que detecta o ciclo na qual a reacdo atinge o limiar da fase
exponencial é denominado de Cycle Threshold (Ct) (Fig. 2). Este ponto permite a

guantificacao exata e reprodutivel baseado na fluorescéncia.
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Figura 2: Curva de amplificacdo da PCR em tempo real.
Fonte: Adaptado de NOVAIS et al. (2004).

A amplificacdo mostra 3 fases distintas (1) linha basal: ndo houve produtos da
PCR suficiente para detectar a fluorescéncia; (2) fase log: a quantidade de produtos
da PCR dobra a cada ciclo e (3) fase platé: ndo ha mais aumento no nimero de
produtos (NOVAIS et al., 2004).
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A emissdo dos compostos fluorescentes gera um sinal que aumenta na
proporcao direta da quantidade de produto da PCR. Sendo assim, os valores da
fluorescéncia sédo gravados durante cada ciclo e representam a quantidade de
produto amplificado. A fase de crescimento exponencial € considerada a melhor
para se estudar a reacdo devido a elevada eficiéncia registrada, uma vez que a
relacdo entre a quantidade de produto e do input de DNA é mais consistente. Por
este motivo os dados de fluorescéncia sdo geralmente recolhidos desde o inicio do
processo de amplificacédo (NOVAIS et al., 2004).

A interpretacdo dos resultados obtidos pelos equipamentos obriga que se
definam conceitos especificos, como baseline, Ct e threshold. A baseline
corresponde ao limiar minimo de deteccdo de fluorescéncia do instrumento sendo
considerado “ruido de fundo” do equipamento. O Ct corresponde ao numero de
ciclos necessérios para que a fluorescéncia da reacdo seja detectavel. Trata-se de
um ponto a partir do qual a fluorescéncia detectada ultrapassa o limiar da fase
exponencial, conhecido também na literatura como threshold, definido automéatica e
arbitrariamente pelo software do equipamento em funcdo da baseline. O valor
minimo de Ct é dependente da quantidade de moléculas presente no inicio do
processo de amplificacdo, o que significa que um menor nimero de moléculas
inicialmente representa um maior nimero de ciclos requeridos para gerar um
aumento exponencial do sinal da fluorescéncia que seja significativamente superior
a baseline (HEID et al., 1996; KUBISTA et al., 2006; PELT-VERKUIL et al., 2008).

A andlise in vitro dos produtos da amplificacdo por PCR em tempo real é
concretizada através da utilizacdo de compostos fluorescentes. Os métodos
guimicos de fluorescéncia utilizados na PCR em tempo real sdao hoje em dia
diversificados, recorrendo todos eles a um composto fluorescente que absorve e
emite luz em um comprimento de onda especifico e este sinal é detectado pelo
termociclador, permitindo o acompanhamento da reacdao ao longo dos ciclos. De
acordo com a literatura, estes métodos podem ser agrupados em dois grandes
grupos de acordo com o tipo do composto fluorescente e respectivo comportamento
durante o processo. Serdo considerados 0s seguintes grupos de compostos:
corantes intercalantes e sondas de sequéncia especifica (MACKAY et al., 2007;
PELT-VERKUIL et al., 2008).

Os corantes intercalantes séo fluorocromos sem especificidade para uma

sequéncia particular de DNA, que se intercalam na dupla cadeia de qualquer produto
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da PCR permitindo a sua deteccdo. Contudo o correto desenho dos
oligonucleotideos confere elevada especificidade da deteccdo e quantificacdo a
estes métodos. Neste dominio, a primeira tecnologia desenvolvida foi patenteada
pela Molecular Probes®, Inc, em 1990, sendo denominada de SYBR® Green.
Recentemente foram desenvolvidas novas moléculas: a LCGreen® Plus (ldaho
Technology) e a EvaGreen® (Biotium Inc) (WITTWER et al.,, 2003; IHRIG e
MUHLENHOFF, 2006; HERRMANN et al., 2007;).

A tecnologia SYBR® Green baseia-se num conjunto de moléculas com a
capacidade de se ligar de forma covalente a dupla cadeia de DNA e quando
excitadas emitem uma fluorescéncia verde que é medida e convertida numa
guantidade de DNA (Fig. 3).

Figura 3: Molécula de SYBR® Green entre a fita dupla de DNA.
Fonte: Adaptado de NOVAIS et al. (2004).

No comeco da amplificacdo, a mistura da reagdo contém o DNA desnaturado,
0s iniciadores e o SYBR® Green. As moléculas nédo-ligadas do SYBR® Green
apresentam fluorescéncia fraca produzindo um sinal minimo, sendo este subtraido
durante a analise de computador. Ap6s o reconhecimento dos iniciadores, algumas
moléculas de SYBR® Green podem ligar-se na fita dupla previamente formada.
Durante a polimerizacdo catalisada pela enzima Taq DNA polimerase, as moléculas
do SYBR® Green véo se ligando ao DNA recentemente sintetizado. Assim, a reacao
€ monitorada continuamente e um aumento da fluorescéncia € observado em tempo
real. No ciclo seguinte, na etapa de desnaturacdo do DNA, as moléculas do SYBR®
Green sdo liberadas e hd queda no sinal da fluorescéncia. A deteccdo da
fluorescéncia no fim da etapa de extenséo de cada ciclo da PCR permite monitorar a
guantidade crescente de DNA amplificado (VITZTHUM et al., 1999).

As vantagens da utilizagdo do SYBR® Green s&o: baixo custo, facilidade no
uso e sensibilidade. A desvantagem é a ligacdo em todo o DNA fita dupla que surge

durante a reacdo, incluindo os dimeros dos iniciadores e outros produtos
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inespecificos, podendo superestimar a concentracdo do fragmento alvo. O SYBR®
Green nédo ligado ao DNA exibe uma fluorescéncia muito pequena, entretanto, a
fluorescéncia € realgcada quando ligado na dupla fita do DNA (MACKAYet al., 2007;
OLIVEIRA, 2009).

As sondas de sequéncia especifica, lineares ou em al¢a, séo oligonucleotidos
gue requerem um fluorocromo que é adicionado a uma sonda com especificidade
para uma dada sequéncia de DNA e que detectam exclusivamente a dada
sequéncia em todos os produtos da PCR. As duas alternativas mais utilizadas séo
TagMan® e Molecular Beacons, ambos com capacidade de hibridizacdo gerando
transferéncia de energia para quantificacdo (NOVAIS et al., 2004).

Apoés a deteccdo e amplificacdo do DNA é necessario quantifica-lo. A técnica
da PCR em tempo real permite que a quantificacdo do DNA possa ser realizada de
forma absoluta ou relativa. Assim, recorre-se frequentemente a dois métodos para
guantificar os resultados da PCR em tempo real: 0 método da curva padrdo e
método da comparacdao do limiar da fase exponencial (MA et al., 2006; PELT-
VERKUIL et al., 2008).

Na quantificacdo absoluta determina-se o numero exato de moléculas
(nimero de cépias de DNA ou nanogramas de DNA). Trata-se de um método de
determinacdo da concentracdo inicial de uma dada amostra de concentracdo
desconhecida a partir de uma curva padrdo, obtida apos diversas analises precisas
e consistentes em amostras de concentracdo conhecida. Para tal, o valor de Ct (de
uma dada amostra de concentracdo desconhecida) € projetado num grafico Ct em
funcdo do logaritmo da concentracdo de DNA, onde estd representada a curva
padrdo, e a partir da qual se extrapola a concentracdo de DNA da amostra em
guestdo. Existem outros métodos para a quantificagcdo absoluta, como por exemplo
métodos que recorrem a derivadas secundérias (MA et al., 2006; PELT-VERKUIL et
al., 2008).

O método mais utilizado para quantificacdo relativa € o da comparacédo do
limiar da fase exponencial (threshold), sem recurso a curvas padrédo. Este método
consiste na comparacao dos valores Ct das amostras com um controle. Os valores
de Ct de ambos (amostra e controle) sdo normalizados a um gene enddgeno
apropriado. O método comparativo Ct também é conhecido como o método 2724CT,
onde AACT=ACTamostra - ACTreferéncia. Nesta equacdo ACTamostra € o valor de

Ct para qualquer amostra normalizada (ao gene apropriado) e ACTreferéncia é o
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valor de Ct para o controle normalizado (ao gene apropriado). Para que o célculo de
AACT seja valido, a eficiéncia da amplificacdo da amostra alvo e da referéncia
endogena deve ser aproximadamente igual (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001; MA et
al., 2006; PELT-VERKUIL et al., 2008). A quantificacdo relativa é aplicavel na
guantificacdo da expressdo génica (quando esta é medida em valores multiplos de
expressdo) (SABEK et al.,, 2002) e, devido a precisdo e sensibilidade do gPCR,
mesmo mudang¢as muito sutis na expressao do gene podem ser detectadas, sendo
uma valiosa ferramenta no controle da expresséo de genes sob diferentes condi¢des
de crescimento (VALASEK e REPA, 2005; JOHLER e STEPHAN, 2010).

A técnica de PCR em tempo real apresenta como principais vantagens:
simplicidade, especificidade, elevada sensibilidade no que se refere a utilizacdo de
uma sonda ou de um corante apropriado, rapidez, reducdo do risco de contaminacao
pés amplificacdo, elevado potencial de producao, introducdo continua de novos
guimicos, deteccdo de quantidades relativamente pequenas de DNA alvo (3
picogramas de material, o que € cerca de 1000 vezes menos material genético) e
facilidade de quantificagdo. Uma melhoria nos protocolos tem feito com que a
tecnologia de PCR em tempo real seja a tecnologia de referéncia para a deteccao de
DNA (WATZINGER et al., 2004).

Em contrapartida apresenta algumas desvantagens, nomeadamente, o fato
de néo ser ideal para multiplex, a sua utilizacdo requer uma elevada competéncia
profissional e assisténcia técnica muito especializada e finalmente é uma tecnologia
com um custo inicial muito elevado devido ao preco do equipamento, o que impede
gue muitos laboratérios estejam equipados com esta tecnologia. Nesta técnica
recorre-se frequentemente a corantes interligantes, que tém a desvantagem de se
ligar a qualquer outro produto da dupla cadeia, incluindo dimeros de primers e outros
produtos de amplificagdo n&o especificos, originando assim emissdo de
fluorescéncia que pode ndo corresponder ao DNA alvo (ALONSO, 2008). Outra
desvantagem deve-se a incompatibilidade da técnica com alguns quimicos que
emitem fluorescéncia (WATZINGER et al., 2004).
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4 Artigo 1: Prevaléncia e expressdo de genes de enterotoxinas estafilocécicas
classicas de S. aureus isolados de surtos de intoxicacdo alimentar no Rio

Grande do Sul, Brasil.
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Prevaléncia e expressédo de genes de enterotoxinas estafilocdcicas classicas
de S. aureus isolados de surtos de intoxicacéo alimentar no Rio Grande do Sul,

Brasil.

BASTOS, Caroline Peixoto*; BASSANI, Milena Tomasi?; SILVA, Wladimir Padilha da*

Resumo
Staphylococcus aureus é um importante patégeno de origem alimentar e produz
uma variedade de toxinas, dentre elas as enterotoxinas estafilococicas (EE), as
guais causam a intoxicacao alimentar estafilococica. Diversos trabalhos tém focado
na avaliacdo da presenca dos genes das enterotoxinas, entretanto, poucos estudos
avaliaram a expressao destas toxinas. Sendo assim, este trabalho teve por objetivo
avaliar a prevaléncia e expressao dos genes das enterotoxinas classicas (EEA, EEB,
EEC, EED e EEE) em isolados de S. aureus provenientes de diferentes surtos de
intoxicacdo estafilococica ocorridos entre 2002 e 2004 no estado do Rio Grande do
Sul, Brasil, com base na analise do mRNA, verificando se h& relacdo entre a
presenca de determinado gene de EE, seus niveis de expressao transcricional e o
provavel envolvimento no surto. Foram utilizados 13 isolados de S. aureus,
provenientes de 13 diferentes surtos de intoxica¢do alimentar ocorridos no estado do
Rio Grande do Sul, Brasil, e a expressao relativa dos genes das enterotoxinas
classicas foi analisada por PCR em tempo real (qQPCR). Todos os isolados, com
excecdo de dois, apresentaram expressao transcricional igual ou maior que a da
cepa padrao, para pelo menos um dos genes das enterotoxinas classicas. Além
disso, observou-se que quatro isolados expressaram genes de uma enterotoxina,
enquanto os demais apresentaram expressdao dos genes de, no minimo, duas
enterotoxinas. Embora ndo se tenha informacdo a respeito de qual enterotoxina

causou a intoxicagao alimentar nos surtos avaliados, a prevaléncia das EE classicas,
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associada aos elevados niveis de expressdao transcricional encontrados,
demonstram que uma ou mais EE classicas causaram os surtos de intoxicacao
alimentar nos quais os isolados de S. aureus foram obtidos.

Palavras-chave: Enterotoxina estafilococica classica. Intoxicagdo alimentar.

Staphylococcus aureus. Expressao génica. qPCR.

Abstract

Staphylococcus aureus is important pathogen of food origin and produce a variety of
toxins, among them staphylococcal enterotoxins (SE) which cause Staphylococcal
food poisoning. Several studies were focused on the evaluation of the presence of
genes of enterotoxins. Nevertheless, a few studies have evaluated the expressions
of these toxins. Thus, this study aimed at evaluating the prevalence and expression
of genes of classic enterotoxins (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) in isolated of S.
aureus derived from different staphylococcal food poisoning outbreaks which were
isolated between 2002 and 2004 in the state of Rio Grande do Sul, Brazil, based on
the mRNA analysis, verifying if there is a relation between the presence of a specific
SE gene, its levels of transcriptional expression and the probable involvement in the
outbreak. It has been used 13 isolated S. aureus, derived from 13 different food
poisoning outbreaks in the state of Rio Grande do Sul, Brazil, and the expression
related of genes of classic enterotoxins were analyzed by real time PCR (gPCR). All
isolated, with exception two have shown transcriptional expression equal or bigger
than standard strain for at least one of the genes of classic enterotoxins. Moreover, it
has been observed that four isolates have expressed genes of one enterotoxin, while
the others have shown expressions of at least two enterotoxins genes. Although
there is no information related to which enterotoxin has caused the food poisoning in
the evaluated outbreaks, the prevalence of classic SE, along with high levels of
transcriptional expression showed that one or more classic SE caused of food
poisoning outbreaks in which the isolated of S. aureus were obtained.

Keywords: Classic staphylococcal enterotoxins. Food poisoning. Staphylococcus

aureus. Gene expression. gPCR.
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4.1 Introducao

S. aureus € um dos agentes etioldgicos mais comuns de doencas bacterianas
em todo o mundo devido a sua capacidade de produzir uma ampla gama de
exotoxinas e outros fatores de viruléncia (FUSCO et al., 2011). Entre elas, as
enterotoxinas estafilocécicas (EE), produzidas por algumas cepas de S. aureus,
causam uma das doencas mais comuns transmitidas por alimentos, a intoxicacao
alimentar estafilococica (BALABAN e RASOOLY, 2000). Essa intoxicacdo é
resultante do consumo de alimentos ou bebidas contendo a dose infectante de uma
ou mais EE pré-formadas no alimento (LETERTRE, 2003). Outro aspecto de grande
importancia é a termoestabilidade das EE, tendo em vista que o tratamento térmico
destréi 0 patégeno, mas ndo a toxina (BALABAN E RASSOLY, 2000; DINGES et al.,
2000). Isto pressupde que as atividades bioldgicas das EE permanecem inalteradas,
mesmo apods o tratamento térmico usual dos alimentos, possibilitando a ocorréncia
da doenca (HOLECKOVA et al., 2002). Até o momento, a literatura descreve 22
tipos de EE, sendo que as mais estudadas estéo divididas em cinco grandes grupos
sorolégicos, com base em suas propriedades antigénicas, chamadas de EE
classicas (EEA, EEB, EEC, EED e EEE), as quais sao responsaveis por,
aproximadamente, 95% dos surtos de intoxicacdo alimentar estafilococica
(LETERTRE et al., 2003, AL-TARAZI et al., 2009, JOHLER e STEPHAN, 2010). Os
sintomas da intoxicagdo alimentar estafilococica surgem, geralmente, em uma a
seis horas apds a ingestdo do alimento contaminado, e incluem diarreia, dor
abdominal e, tipicamente, vomito. A doenca é autolimitante, com sintomas durando,
em média, 24 a 48 horas, 0 que muitas vezes torna os indices de hospitalizacédo e
notificacdo baixos (JORGENSEN et al., 2005, ARGUDIN, 2010). Estima-se que seja
necessario 1ug de EE para causar intoxicagdo alimentar, mas as quantidades séo
variaveis entre individuos e dependem da quantidade de alimento contaminado
ingerido, do tipo de enterotoxina, do peso e do estado imunolégico do individuo
(FREIRAS et al., 2004). Com relacdo a quantidade de micro-organismo, Franco e
Landgraff (2002) relatam que 10° a 10° UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) de
S. aureus por grama de alimento, sejam necessarias para produzir a toxina e causar
a doenca. Diversos surtos de intoxicacdo alimentar causados por S. aureus ja foram
descritos na literatura (CARMO et al., 2002, IKEDA et al., 2005, JORGENSEN et al.,
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2005, GIEZENDANNER et al., 2009, SCHIMID et al., 2009, OSTYN et al., 2010) e os
alimentos mais envolvidos séo: leites e derivados, carnes e derivados, aves, ovos,
saladas e produtos de panificacdo (TAMARAPU, et al., 2001, IKEDA et al., 2005,
JORGENSEN et al., 2005, SCHIMID et al., 2009). Muitos estudos tém avaliado a
presenca de genes das EE em S. aureus isolados de alimentos provenientes ou néo
de surtos (RALL et al., 2008, BENDAHOU et al., 2009, GIEZENDANNER et al.,
2009), entretanto, poucos tém focado na analise de sua expressao. A técnica de
PCR em tempo real (QPCR) é um dos métodos quantitativos mais sensiveis e
confiaveis para andlise de expressdo génica, permitindo detectar e quantificar
guantidades muito pequenas de sequéncias especificas de &cidos nucleicos
(VALASEK e REPA, 2005, YUAN et al., 2006). O objetivo deste trabalho foi avaliar a
prevaléncia e expressdo dos genes das enterotoxinas classicas em isolados de S.
aureus provenientes de diferentes surtos de intoxicacdo estafilocécica ocorridos
entre 2002 e 2004 no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, com base na analise do
MRNA, verificando se ha relacdo entre a presenca de determinado gene de EE,

seus niveis de expressao transcricional e o provavel envolvimento no surto.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Confirmacdo da identidade de S. aureus, extracdo de DNA e amplificacdo dos

genes das enterotoxinas classicas por PCR

Foram utilizados 13 isolados de S. aureus (identificados como COl1l para o
isolado 1, C02 para o isolado 2 e assim sucessivamente até o isolado 13),
provenientes de 13 diferentes surtos de intoxicagdo alimentar estafilococica
ocorridos no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, fornecidos pelo Laboratorio
Central de Saude Publica do Rio Grande do Sul (LACEN-RS) e cepas de referéncia
de S. aureus, FRI S6, carreadora dos genes eea e eeb, FRI 361 carreadora dos
genes eec e eed, e FRI 326 carreadora do gene eee, pertencentes ao Banco de
Cepas do Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do DCTA/FAEM, da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Todos os isolados e as cepas padrdo
foram previamente purificados em &gar Baird Parker (ABP, Oxoid®), identificados
bioguimicamente através da avaliacdo da resisténcia a acriflavina, producdo de

catalase e de coagulase livre, conforme descrito por Brito et al. (2002) e Gandra et
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al. (2005), e mantidos em &agar Conservacdo, até o momento do uso. Para a
identificacdo molecular de S. aureus foi utilizada uma multiplex PCR (mPCR) onde
0s genes alvo foram nuc (sequéncia especifica para o gene da termonuclease de S.
aureus) e 16S rRNA (controle de amplificacéo interno - IAC). A amplificacdo das
enterotoxinas classicas foram realizadas PCR, tendo como alvo os genes eea, eeb,

eec, eed e eee (Tab. 1).

Tabela 1 -Oligonucleotideos utilizados para identificacdo de S. aureus e das enterotoxinas classicas.

Produto de
Oligonucleotideos Sequéncia 5- 3’ amplificacdo Alvo Referéncia
(pb)

NUC1 ATGAAGTCAAATAAATCGCT 458 nuc Baron et al.
NUC2 TTTGGTGAAAAATACTTCTC (2004)
EEAl1 ACGATCAATTTTTACAGC Rosec e
EEA2 TGCATGTTTTCAGAGTTAATC 544 eea ((32'38‘;?
EEB1 ATTCTATTAAGGACACTAAGTTAGGGGA 404 eeb Jarraud et
EEB2 ATCCCGTTTCATAAGGCGAGT al. (2002)
EEC1 GTAAAGTTACAGGTGGCAAAACTTG 297 cec Jarraud et
EEC2 CATATCATACCAAAAAGTATTGCCGT al. (2002)
EED1 CAAATATATTGATATAATGA 330 eced Zocche et
EED2 AGTAAAAAAGAGTAATGCAA al. (2009)
EEE1 CAAAGAAATGCTTTAAGCAATCTTAGGC 482 cee Jarraud et
EEE2 CACCTTACCGCCAAAGCTG al. (2002)
16S1 GGACGGGTGAGTAACACGTGG 252 16S Baron et al.
16S2 TCCCGTAGGAGTCTGGACCGT rRNA (2004)

Para extracdo de DNA, as células bacterianas foram inoculadas em agar
Tripticase de Soja (TSA, Merck®) e incubadas a 37°C por 24 horas. Apds esse
periodo, o DNA gendmico foi extraido de acordo com protocolo proposto por
Matthews et al. (1997). A qualidade e a quantidade de DNA extraidos foram
estimadas por eletroforese em gel de agarose 1%, comparando-se com o padrao de
massa molecular DNANHindlIll (Invitrogen®).

Os produtos de amplificacdo das PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1,2%, corados com brometo de etideo, e visualizados sob iluminagéo
ultravioleta, sendo comparados com o marcador de massa molecular 100pb DNA

Ladder (Invitrogen®).

4.2.2 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Para extracdo do RNA total, as células bacterianas foram inoculadas em agar

TSA e incubadas a 37°C. ApGs 24 horas, uma colbnia isolada foi retirada do TSA,
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inoculada em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Merck®) e incubada a 37°C por 24
horas. Posteriormente, o RNA foi extraido e purificado com o RiboPure™-Bacteria
Kit (Ambion®), de acordo com o protocolo fornecido pelo Kit. A qualidade dos RNAs
foi verificada em gel de agarose a 1,5% (m/v). A sintese de cDNA foi realizada com o
High Capacity Cdna Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems®), de acordo

com as instrucdes do fabricante.
4.2.3 PCR em tempo real (QPCR)

A avaliacdo por gPCR foi realizada em termociclador 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems™). A qPCR constou de 12,5uL de SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems™), 2uL do cDNA (diluido 5 vezes), 100pMol.uL™ de
primers forward e reverse, e agua livre de nuclease em um volume total de 25pL. As
amostras foram colocadas, em triplicata, em placas com capacidade para 96
reacdes, e cobertas com adesivo 6tico. Os parametros de temperatura para a gPCR
foram: 50°C/2min; desnaturacao inicial a 95°C/10min, 40 ciclos de trés etapas:
desnaturacao a 95°C/15seg; anelamento a 60°C/1min e; extensao 72°C/1min, a qual
foi seguida pela curva padrédo de dissociagao, para verificar a especificidade dos
primers utilizados. A eficiéncia de cada par de primers foi calculada utilizando-se a
curva padrdao de diluicdo seriada, como descrito no protocolo da Applied
Biosystems™. O nivel de expressdo génica foi calculado baseado no threshold cycle
(Ct), onde o gene 16S rRNA foi utilizado como normalizador (padréo interno) e os
genes de cada uma das EE, como os calibradores. Calculou-se o AACT, o qual foi
utilizado na equacao de quantificacao relativa para expressar os dados (YUAN et al.,
2006):

QR=2%2°T no qual QR (Quantificacdo Relativa) representa o nivel de
expressao génica.

Os oligonucleotideos utilizados na qPCR estdo descritos na Tabela 2, assim

como o produto de amplificacédo e o gene alvo.
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Tabela 2 — Oligonucleotideos utilizados para quantificacéo das enterotoxinas classicas por gPCR.

Produto de
Oligonucleotideos Sequéncia5- 3’ amplificacdo Alvo Referéncia
(pb)

EEAR1 AAAATACAGTACCTTTGGAAACGGTT 92 cea Klotz, et
EEAR2 TTTCCTGTAAATAACGTCTTGCTTGA al. 2003
EEBR1 ACACCCAACGTTTTAGCAGAGAG 81 ceb Klotz, et
EEBR2 CCATCAAACCAGTGAATTTACTCG al. 2003
EECR1 AATAAAACGGTTGATTCTAAAAGTGTGAA 80 cec Klotz, et al.
EECR2 ATCAAAATCGGATTAACATTATCCATTC 2003
EEDR1 TGATTCTTCTGATGGGTCTAAAGTCTC 115 ced Klotz, et al.
EEDR2 GAAGGTGCTCTGTGGATAATGTTTT 2003
EEER1 TCAATGTGCTGGAGGCACACCAA 51 cee Este
EEER2 ACACCCCCGTACATACATGCTGTT estudo
16SR1 AAGTCCCGCAACGAGCGCAA 86 16S Este
16SR2 CCTCCGGTTTGTCACCGGCA rRNA  estudo

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 ldentificacdo de S. aureus e dos genes das enterotoxinas classicas por PCR

Obteve-se amplificacdo dos fragmentos esperados do gene nuc, com
sequéncia especifica para S. aureus, assim como do IAC, em todos os 13 isolados
provenientes dos surtos de intoxicacdo estafilocdcica, bem como na cepa padrédo

utilizada como controle positivo, como pode ser visualizado nas Figuras 1A e 1B.

M 12 3 4 5. 6 78 9M1011121314 15

252pb (IAC)
1B

252pb (IAC)

1A

Figuras 1A e 1B — Produtos da mPCR. Pista M — Marcador de peso molecular Ladder 100pb; Pistas 1
a 13 — Produto de mPCR obtido com isolados de S. aureus provenientes de surtos de intoxicacao
estafilocécica; Pistal4 — Controle negativo (sem DNA); Pista 15 — Controle positivo (DNA de S.
aureus FRI S6).

Como se pode observar nas Figuras 1A e 1B, em todos os isolados testados

houve a amplificacdo de duas bandas, uma com 458pb, a qual representa o
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fragmento estimado para o gene nuc, que identifica S. aureus, e outra com 252pb
gue representa o IAC. Dessa forma, todos os isolados provenientes de surtos de
intoxicacao estafilococica no Rio Grande do Sul, no periodo de 2002 a 2004, foram
confirmados em nivel de espécie, pela PCR utilizada. A especificidade de
sequéncias do gene nuc de S. aureus, tanto para identificacdo desta espécie
bacteriana, como observado neste estudo, quanto para o controle de amplificacédo
em PCR, foi demonstrada também em outros trabalhos, como os relatados por
Cremonesi et al. (2005), Sasaki et al. (2010) e Gandra et al. (2010).

Os 13 isolados de S. aureus foram testados por PCR, quanto a presenca dos
genes das EE classicas e observou-se que todos portavam pelo menos um dos

genes dessas enterotoxinas, como pode ser visualizado na Tabela 3.

Tabela 3 —Detec¢do de genes de enterotoxinas estafilococicas classicas por PCR, em S. aureus
isolados de surtos de intoxicacéo estafilocécica no Rio Grande do Sul, Brasil.

Isolado Genes de enterotoxinas
eea eeb

eed eee

D
(9%
(¢}

co1
Cco2
Co3
co4
C05
C06
cov
Cco8
C09
C10
C11
C12
C13 -

T
1

I
1
+ 0+ A+ o+ o+ o+ o+ o+

+ + 4+

Embora neste estudo nédo se tenha informacéo a respeito de qual EE causou a
intoxicacdo, tendo em vista que apenas os isolados foram encaminhados pelo
LACEN, observa-se que o gene prevalente foi eec (9 isolados), seguido por eea (8
isolados), eeb e eed (4 isolados cada) e eee, com 2 isolados. A prevaléncia dos
genes de EE tem sido variavel nos diferentes estudos. Como exemplos citam-se
Bendahou et al. (2009), que testaram 46 isolados de estafilococos coagulase
positiva provenientes de leite e derivados lacteos, e encontraram o gene eea em 13
isolados, seguido de eed (8), eeb (3) e eec (2), sendo que nenhum carreava o0 gene
eee. Ja Rall et al. (2008), encontraram o gene eea em 41%, eec em 20,5%, eed em
12,8%, eeb em 7,7%, e eee em 5,1% dos 57 isolados de S. aureus provenientes de

leite cru e pasteurizado.
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A prevaléncia do gene eec encontrado nos isolados dos surtos avaliados neste
estudo € relevante, haja vista que esta EE ndo esta entre as mais envolvidas em
casos e surtos de intoxicacdo alimentar estafilocOcica: as enterotoxinas mais
frequentemente envolvidas sédo A e D (JOHLER e STEPHAN, 2010, PINCHUK et al.,
2010).

Dentre as cinco EE classicas pesquisadas, o gene eee foi o que menos foi
identificado entre os 13 isolados, 0 que corrobora os resultados demonstrados na
literatura, onde surtos envolvendo a EEE sé&o raros (OSTYN et al., 2010).

Cabe destacar que a presenca do gene de uma enterotoxina ndo implica,
necessariamente, na sua expressao e, por conseguinte, na producdo da toxina
(PELISSER et al., 2009). Dessa forma, € importante que se avalie a expressao dos
genes de EE para que se possam ter respostas mais robustas sobre seu

envolvimento em um caso/surto de intoxicagdo alimentar estafilocécica.

4.3.2 Expressdo dos genes das enterotoxinas classicas de S. aureus por PCR em

tempo real (QPCR)

Todos os genes que foram detectados por PCR tiveram sua expressao
relativa confirmada por gPCR. Ressalta-se que pela avaliacdo por PCR, os isolados
C04 e CO5 nao portavam o gene eeb, assim como o isolado C06 nao carreava 0s
genes eebe eec, entretanto, foram obtidos valores de Ct para esses genes,
demonstrando a maior sensibilidade da técnica de qPCR.

A quantificacéo relativa (QR) da expresséo das EE classicas de cada isolado
proveniente dos surtos de intoxicacdo foi comparada com a expressdo das EE
classicas das cepas de referéncia, as quais apresentam uma QR igual a 1. Pode-se
observar, na Figura 2, que todos os isolados, com excecdo de CO08 e CO09,
apresentaram expressao transcricional igual ou maior que a da cepa padréao, para
pelo menos um dos genes das EE classicas e que diversos isolados apresentaram

uma expressao alta destas EE quando comparadas a cepa padrao.
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Figura 2: Comparacgéo entre a expressao transcricional dos genes dasenterotoxinas estafilococicas

classicas em cepas de referénciade S. aureus e em 13 isolados de S. aureus provenientes de surtos
(C01 a C13).

Segundo Argudin et al. (2010) EEA é a principal EE implicada em surtos de
intoxicacdo alimentar estafilocécica no mundo, seguida por EED, EEB e EEC,
porém, neste estudo, foram detectados valores de Ct para os genes eec em 10 dos
13 isolados testados (77%), seguido de eea (62%), eeb (54%), eed (31%) e eee
(15%).

De acordo com Derzelle et al. (2009), o nivel de expresséo das EE classicas é
distinto entre si, com EEB e EEC sendo expressas 10 vezes mais que EEA, EED e
EEE. Neste estudo também se observou que ha variacdo no nivel de expressao,
entretanto, os maiores niveis de expressao foram verificados para EEA, nos isolados
C03 e C10 quando comparados a cepa padrao. Esse resultado é interessante, haja
vista que sua elevada expressdo, associada com sua resisténcia alta as enzimas
proteoliticas, podem aumentar a probabilidade desta toxina ter sido a causadora das
intoxicacbes alimentares as quais estdo relacionadas. Ja a EEB, possui
sensibilidade relativamente elevada a pepsina em condi¢cdes de estresse acido
(BERGDOLL, 1983), tornando-a menos resistente, quando comparada as outras EE
classicas.

Sete isolados carreavam o gene eeb, dos quais, C11 foi o que apresentou
maior expressao desse gene, chegando a 5,8 vezes mais que a cepa padrédo, como
pode ser verificado na Figura 2. Alguns surtos de intoxicacéo alimentar estafilocécica
ja foram atribuidos a esta enterotoxina, como o descrito por Nema et al. (2007), que

detectaram a presenca da EEB e EED em um surto envolvendo batatas fritas em
Oleo vegetal.
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EEA apresentou 0s maiores indices globais de expressdo quando
comparados a cepa padréo, entretanto, a EEC foi expressa em 10 dos 13 isolados
de surtos. Os maiores valores de QR apresentados para essa enterotoxina foram 3,7
(isolado C04) e 4,3 (isolado C11) vezes mais altos que o da cepa padrao. Embora os
niveis de expressdo de EEC ndo tenham sido tdo elevados quanto os da EEA, séo
altos quando comparados a cepa padrdo. Aliado a isso, sua expressao em 77% dos
isolados provenientes dos surtos é um resultado relevante.

EED é descrita na literatura como a segunda EE mais associada com
intoxicag&o alimentar estafiloccica em todo o mundo, entretanto, foi a quarta toxina
mais prevalente neste estudo, sendo EEE a menos prevalente. Todos os quatro
isolados (31%) que apresentaram valores de Ct para o gene eed apresentaram um
valor de QR entre 0,3 e 0,4 vezes o valor da cepa padrao. No entanto, é importante
destacar que quantidades muito pequenas desta toxina podem induzir a intoxicagao
alimentar (BERGDOLL et al., 1981, PINCHUK et al., 2010).

Um resultado interessante € que, mesmo que tenha sido observada
expressdo da EEE em apenas dois isolados, os niveis de expressao desse gene
foram elevados quando comparados ao da cepa padréo. O isolado C12 apresentou
0 mesmo valor de expressao transcricional que a cepa padrao e o isolado C13, uma
expressao 3,7 vezes maior. Existem poucos surtos descritos envolvendo essa EE,
entretanto, a deteccdo do gene eee por PCR, bem como a expressdo desta
enterotoxina nos isolados avaliados neste estudo, permite inferir que a EEE pode ter
sido responsavel pelos surtos dos quais estes foram provenientes, isoladamente ou
em associacao com outras EE.

N&o se pode afirmar qual(is) a(s) EE foram realmente implicada(s) nos surtos
avaliados, tendo em vista que fatores inerentes ao alimento ou ao ambiente no qual
esse foi armazenado podem interferir na sua expressao. Ressalta-se que, neste
estudo, as condicdes de cultivo foram ideais em termos de temperatura (37°C) e de
nutrientes, para a multiplicacdo de S. aureus e producdo de EE. Entretanto, levando-
se em consideracdo que mais de 95% dos surtos de intoxicagcao estafilococica sao
causados pelas EE classicas, bem como os resultados obtidos para a presenca dos
genes por PCR e que foram corroborados pela expressao génica por gPCR, verifica-
se que uma ou mais EE classicas podem ter causado os surtos avaliados

Quatro isolados, C03, C07, C08 e C09, carreavam e expressaram apenas um

dos genes das EE classicas. Este resultado, associado a elevada prevaléncia das
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EE classicas nos surtos de intoxicacdo estafilocécica, infere que EEA, EEC, EEC e
EEA, respectivamente, foram as responsaveis nos surtos dos quais aqueles isolados
foram obtidos. Outros autores como Asao et al. (2003), Giezendanner et al. (2009) e
Ostin et al. (2010) também relataram surtos envolvendo apenas uma EE, no entanto,
surtos causados pela presenca de mais de uma EE ja foram descritos por Nema et
al. (2007), Kitamoto et al. (2009) e Schimid et al. (2009), o que também foi verificado
neste estudo, onde os isolados C01, C02, C10, Cl1l1, C12 e C13 carreavame
apresentaram expressao de dois ou mais genes de EE, demonstrado por PCR e por
gPCR.

De acordo com Becker et al. (2007), a presenca de mais de uma EE dificulta a
identificacdo daquela causadora do surto, entretanto, quando o isolado carreia mais
de um gene de EE, estes podem ser expressos conjuntamente, o que pdde-se
observar neste estudo. Dessa forma, entre os 13 surtos investigados neste estudo,
pode-se inferir que em nove deles, mais de uma EE classicas podem ter causado a
intoxicacao.

Quando se avaliou por PCR, verificou-se que os isolados C04 e CO05 nao
portavam o gene eeb, assim como o isolado C06 néo carreava 0s genes eeb e eec.
Entretanto, por gPCR, esses isolados apresentaram expressdao dessas EE. Esse
resultado corrobora outros estudos que relatam a maior sensibilidade da qPCR, na
qual os resultados sdo expressos pelo equipamento e em numeros e nao por
visualizacdo dos produtos amplificados em gel de agarose, como no caso da PCR
tradicional. Salienta-se que nestes trés isolados (C04, C05 e C06), mesmo nhao
havendo a deteccao por PCR de alguns dos genes das EE, estas podem ter sido as

causadoras dos surtos nos quais aqueles isolados foram obtidos.

4.4 Conclusao

Embora ndo se tenha a informacéo a respeito de qual a enterotoxina causou a
intoxicagdo alimentar estafilococica nos surtos avaliados, a prevaléncia das
enterotoxinas classicas nos isolados provenientes dos surtos, associada aos seus
elevados niveis de expressdo transcricional, demonstram que uma ou mais
enterotoxinas classicas causaram o0s surtos de intoxicacdo alimentar dos quais

esses isolados foram obtidos.
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5 Artigo 2: Presenca e expressdo de genes de enterotoxinas estafilocécicas

classicas em S. aureus isolados de carcacas de frango
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Presenca e expressdo de genes de enterotoxinas estafilococicas classicas em

S. aureus isolados de carcacas de frango

BASTOS, Caroline Peixoto*; BASSANI, Milena Tomasi?; SILVA, Wladimir Padilha da*

Resumo

Staphylococcus aureus (S. aureus) € um dos agentes etiolégicos mais relacionados
a casos e surtos de intoxicagcdo alimentar, os quais sao causados pelas
enterotoxinas estafilocécicas (EE). Das 22 EE descritas na literatura,
aproximadamente 95% dos surtos de intoxicacéo alimentar estdo associados as EE
classicas (EEA, EEB, EEC, EED e EEE). A deteccdo da presenca dos genes destas
toxinas tem sido alvo de estudo nos dltimos anos, no entanto, poucos estudos tém
avaliado a sua expressao. Sendo assim, este trabalho teve por objetivo verificar a
presenca e 0s niveis de expressdo dos genes das EE classicas em S. aureus
isolados de carcaca de frango no sul do Rio Grande do Sul, Brasil. Foram utilizados
30 isolados de S. aureus, provenientes de carcagas de frango, avaliando-se a
presenca dos genes das EE classicas por PCR e a sua expressao relativa por PCR
em tempo real (QPCR). Os isolados de S. aureus provenientes de carcacas de
frango no sul do Rio Grande do Sul apresentam potencial toxigénico. Doze isolados
portavam os genes dessas EE, sendo que em apenas cinco observou-se expressao
transcricional desses genes. Entretanto, nos cinco isolados houve expressdo de
mais de um gene de EE e, pelo menos um gene, apresentava valores de
guantificacao relativa (QR) maior que o dos genes das EE das cepas padrao.
Palavras-chave: Expressdo génica. Enterotoxina estafilococica classica.
Staphylococcus aureus. PCR. gPCR.
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Abstract

Staphylococcus aureus (S. aureus) is one of the etiologic agents more related to food
poisoning, which are caused by staphylococcal enterotoxins (SE). From the 22 SE
described in the bibliography, approximately 95% of food poisoning outbreaks are
associated to classic SE (SEA, SEB, SEC, SED and SEE). The detection of the
presence of genes of these toxins has been the aim of studies over the last years,
nevertheless, few studies have evaluated its expression. Thus, this study aimed at
verifying the presence and the levels of expression of genes of classic SE in isolated
S. aureus of chicken carcass in the south of Rio Grande do Sul, Brazil. It has been
used 30 isolated of S. aureus, originated from chicken carcass, evaluating the
presence of genes of classic SE by PCR and its expression related by PCR real time
(gPCR). The isolated of S. aureus originated from chicken carcass in the south of Rio
Grande do Sul have presented toxigenic potential. Twelve isolated carried the genes
of these SE, being that in only five has been observed the transcriptional expression
of these genes. Nevertheless, in the five isolated there was expression of more of SE
gene and, at least one gene, has presented related quantification (QR) value bigger
than SE genes of standard strain.

Keywords: Gene expression. Classic staphylococcal enterotoxins. Staphylococcus
aureus. PCR. gPCR.

5.1 Introducéo

O género Staphylococcus é formado por 47 espécies e 24 subespécies
(EUZEBY, 2013). Entre as espécies deste género, a mais relacionada a casos e a
surtos de intoxicacdo alimentar é S. aureus, devido a sua capacidade de produzir
enterotoxinas estafilocécicas (EE), que sdo os agentes causais de uma das mais
frequentes intoxicacdes de origem alimentar, a intoxicacdo alimentar estafilococica
(AL-TARAZI et al., 2009, FUSCO et al. 2011).

Vinte e duas EE foram descritas e 10 j& foram associadas a intoxicagfes
alimentares (EEA, EEB, EEC1, EEC2, EECS3, EED, EEE, EEG, EEH e EEI) (CENCI-
GOGA et al., 2003), sendo que as EE classicas (EEA, EEB, EEC, EED e EEE) sao

as mais estudadas e responsaveis por, aproximadamente, 95% dos casos/surtos
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(AL-TARAZI et al., 2009, JOHLER e STEPHAN, 2010, WALLIN-CARLQUIST et al.,
2010).

Esta intoxicacdo resulta da ingestdo de EE pré-formadas em alimentos
contaminados com S. aureus (NEMA et al.,, 2007). Vérios alimentos ja foram
incriminados em surtos, mas os produtos de origem animal, principalmente aqueles
gue envolvem grande manipulacdo, sdo os mais frequentemente envolvidos (PELES
et al., 2007, RUZICKOVA et al., 2008), portanto, a pesquisa de S. aureus nesses
alimentos e a avaliacdo de seu potencial em produzir EE, séo fatores extremamente
importantes na investigacdo epidemioldgica e na andlise de risco dessa doenca
(LANCETTE e BENNETT, 2001). Muitos estudos tém avaliado a presenca de genes
das EE em S. aureus isolados de alimentos (RALL et al., 2008, BENDAHOU et al.,
2009, GIEZENDANNER et al., 2009), entretanto, poucos tém focado na analise de
sua expressdo. A técnica de PCR em tempo real (QPCR) permite essa andlise,
monitorando o progresso da amplificacdo de cDNA em tempo real. E um dos
métodos quantitativos mais sensiveis e confiaveis, permitindo detectar e quantificar
guantidades muito pequenas de sequéncias especificas de &acidos nucleicos
(VALASEK e REPA, 2005, YUAN et al., 2006). Segundo Johler e Stephan (2010), a
guantidade de transcritos € correlacionada com a quantidade de EE produzida, logo,
o nivel de expressédo de genes de EE poderia ser utilizado para avaliar o potencial
toxigénico em diferentes isolados. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
verificar a presenca e 0s niveis de expressao das EE classicas (EEA, EEB, EEC,
EED e EEE) em S. aureus isolados de carcaca de frango no sul do Rio Grande do

Sul, Brasil.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Identificagdo de S. aureus

Foram utilizados 30 isolados provenientes de carcacas de frango e cepas
padréo de S. aureus, FRI S6, carreadora dos genes eea e eeb, FRI 361 carreadora
dos genes eec e eed, e FRI 326 carreadora do gene eee, pertencentes ao Banco de
Cepas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos do DCTA/FAEM, da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Todos os isolados e as cepas padrao

passaram por testes bioquimicos adicionais, como os de avaliacdo da resisténcia a
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acriflavina e de producéo de catalase, conforme descrito por Brito et al. (2002) e
Gandra et al. (2005), e foram mantidos em agar Conservacao, até o momento do
uso.

5.2.2 Amplificagdo dos genes das EE classicas por PCR
Para a amplificacdo das EE classicas foram realizadas PCR, tendo como alvo

0S genes eea, eeb, eec, eed e eee. Na Tabela 1 estdo citados os oligonucleotideos

utilizados para a amplificacdo dos genes das EE classicas.

Tabela 1 -Oligonucleotideos utilizados para identificacdo das enterotoxinas classicas de S. aureus.

Produto de
Oligonucleotideos Sequéncia 5’- 3’ amplificacdo Alvo Referéncia
(pb)

EEAl ACGATCAATTTTTACAGC Rosec e
EEA2 TGCATGTTTTCAGAGTTAATC 544 eea ((32'%3;?
EEB1 ATTCTATTAAGGACACTAAGTTAGGGGA 404 eeb Jarraud et
EEB2 ATCCCGTTTCATAAGGCGAGT al. (2002)
EEC1 GTAAAGTTACAGGTGGCAAAACTTG 297 cec Jarraud et
EEC2 CATATCATACCAAAAAGTATTGCCGT al. (2002)
EED1 CAAATATATTGATATAATGA 330 eced Zocche et
EED2 AGTAAAAAAGAGTAATGCAA al. (2009)
EEE1 CAAAGAAATGCTTTAAGCAATCTTAGGC 482 cee Jarraud et
EEE2 CACCTTACCGCCAAAGCTG al. (2002)

Para extragcdo de DNA, as células bacterianas foram inoculadas em &gar
Tripticase de Soja (TSA, Merck®) e incubadas a 37°C por 24 horas. Apds esse
periodo, o DNA genbmico foi extraido de acordo com protocolo proposto por
Matthews et al. (1997). A qualidade e a quantidade de DNA extraidos foram
estimadas por eletroforese em gel de agarose 1%, comparando-se com o padrao de
massa molecular DNAANHindlll (Invitrogen®).

Os produtos de amplificacdo das PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1,2%, corados com brometo de etideo, e visualizados sob iluminagéo
ultravioleta, sendo comparados com o marcador de massa molecular 100pb DNA

Ladder (Invitrogen®).
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5.2.3 Expresséao dos genes das EE classicas por PCR em tempo real (QPCR)

Apés a verificagdo da presenca dos genes por PCR foi realizada a gqPCR,
onde, primeiramente, foi feita uma extracdo do RNA total, sendo as células
bacterianas inoculadas em &gar Tripticase de Soja (TSA, Merck®) e incubadas a
37°C. ApGs 24 horas, uma colbnia isolada foi retirada do TSA, inoculada em caldo
Brain Heart Infusion (BHI, Merck®) e incubada a 37°C por 24 horas. Posteriormente,
o RNA foi extraido e purificado com o RiboPure™-Bacteria Kit (Ambion®), de acordo
com o protocolo comercial. A qualidade dos RNAs foi verificada em gel de agarose a
1,5% (m/v). A sintese de cDNA foi realizada com o High Capacity cDNAReverse
Transcription Kit(Applied Biosystems®), de acordo com as instru¢des do fabricante.

A avaliacdo por gPCR foi realizada em termociclador 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems™). A qPCR constou de 12,5uL de SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems™), 2uL do cDNA (diluido 5 vezes), 100pMol.uL™ de
primers forward e reverse, e agua livre de nuclease em um volume total de 25pL. As
amostras foram colocadas, em triplicata, em placas com capacidade para 96
reacdes, e cobertas com adesivo 6tico. Os parametros de temperatura para a gPCR
foram: 50°C/2min; desnaturagdo inicial a 95°C/10min, 40 ciclos de trés etapas:
desnaturacao a 95°C/15seg; anelamento a 60°C/1min e; extensao 72°C/1min, a qual
foi seguida pela curva padrdo de dissociacao, para verificar a especificidade dos
primers utilizados. A eficiéncia de cada par de primers foi calculada utilizando-se a
curva padrdao de diluicdo seriada, como descrito no protocolo da Applied
Biosystems™. O nivel de expressdo génica foi calculado baseado no threshold cycle
(Ct), onde o gene 16S rRNA foi utilizado como normalizador (padréo interno) e os
genes de cada uma das EE, como os calibradores. Calculou-se o AACT, que foi
utilizado na equacao de Quantificacdo Relativa para expressar os dados (YUAN et
al., 2006):

QR=2%2°T no qual QR (Quantificacdo Relativa) representa o nivel de
expressao génica.

Os oligonucleotideos utilizados na gPCR estdo descritos na Tabela 2, assim

como o produto de amplificacéo e o gene alvo.
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Tabela 2 — Oligonucleotideos utilizados para quantificacdo das enterotoxinas classicas por gPCR.

Produto de
Oligonucleotideos Sequéncia 5’- 3’ amplificacédo Alvo Referéncia
(pb)

EEAR1 AAAATACAGTACCTTTGGAAACGGTT 92 cea Klotz, et
EEAR?2 TTTCCTGTAAATAACGTCTTGCTTGA al. 2003
EEBR1 ACACCCAACGTTTTAGCAGAGAG 81 eeb Klotz, et
EEBR2 CCATCAAACCAGTGAATTTACTCG al. 2003
EECR1 AATAAAACGGTTGATTCTAAAAGTGTGAA 80 cec Klotz, et
EECR2 ATCAAAATCGGATTAACATTATCCATTC al. 2003
EEDR1 TGATTCTTCTGATGGGTCTAAAGTCTC 115 eed Klotz, et
EEDR2 GAAGGTGCTCTGTGGATAATGTTTT al. 2003
EEER1 TCAATGTGCTGGAGGCACACCAA 51 cee Este
EEER?2 ACACCCCCGTACATACATGCTGTT estudo
16SR1 AAGTCCCGCAACGAGCGCAA 86 16SIRNA Este
16SR2 CCTCCGGTTTGTCACCGGCA estudo

5.3. Resultados e discussao

5.3.1 Identificacdo dos genes das enterotoxinas classicas por PCR

A toxigenicidade de S. aureus é muito variavel entrecepas e varios estudos
epidemiologicos foram conduzidos para avaliar o percentual de cepas
enterotoxigénicas em distintas fontes (HWANG et al., 2007; ZOCCHE et al., 2009).
Diversas hipéteses tém sido propostas para esclarecer essa variacao, entre elas, a
origem dos isolados (CHEN et al., 2004).

Neste estudo, dos 30 isolados de S. aureus testados por PCR para a
presenca dos genes das EE classicas, observou-se que 12 (40%) portavam um ou

mais genes dessas enterotoxinas (Tabela 3).

Tabela 3 —Deteccdo de genes de enterotoxinas estafilocdcicas classicas por PCR em S. aureus
isolados de carcacas de frango.

Isolado Genes das enterotoxinas
eea eeb eec eed eee

RO1 - -
R0O2 - + -
RO3 - +

RO4 - - -
RO5 - - -
R0O6 - - -
RO7 - -
R0O8 - -
R0O9 - -
R10 - -
R11 - - - + -
R12 - -

+ o+ 4+ '
' + 4+ A+ 4+ o+ +
1 1 1

+
1
1
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Nenhum dos isolados carreava 0s genes eea e eee, entretanto, a prevaléncia
de S. aureus portadores dos genes eeb, eec e eed, foi de 6,6, 13,3 e 23,3%
respectivamente. O indice de 40% de isolados de S. aureus potencialmente
toxigénicos é elevado quando comparado ao descrito por outros autores. Hwang et
al. (2007), analisando 87 S. aureus isolados de carne de frango, encontraram 5,7%
albergando o gene eea, e nenhum portando os genes das outras EE classicas. Ja
Kwon et al. (2004) e Smyth et al. (2005), apds avaliarem 39 e 15 S. aureus isolados
de carcaca de frangos, respectivamente, ndo detectaram isolados portadores dos
genes de EE classicas.

No entanto, outro estudo, realizado na mesma regido desta pesquisa (ZOCCHE
et al., 2009), também encontrou indice elevado de isolados toxigénicos, onde, de 9
isolados de S. aureus provenientes de carcaca de frango, 4 (44,4%) apresentaram
0S genes eeb e eed.

Dos 12 isolados de S. aureus que carreavam genes de EE classicas, um
albergava dois genes, isolado R03, o que ja foi demonstrado por outros autores
(NAJERA-SANCHEZ et al., 2003; SILVA et al., 2005; ZOCCHE et al., 2009). A
presenca de mais de um gene de EE em um mesmo isolado apresenta relevancia
epidemioldgica, tendo em vista a possibilidadede haver produgdo simultanea das

duas enterotoxinas, conforme ja descrito por Silva et al. (2005).

5.3.2 Expressao dos genes das enterotoxinas classicas de S. aureus por PCR em

tempo real (QPCR)

A presenca dos genes de enterotoxinas em S. aureus € um indicativo de sua
toxigenicidade, entretanto, véarios fatores influenciam em sua expressdo. Nesse
estudo observou-se que doze isolados de S. aureus portavam genes das EE
classicas, entretanto, cinco (R06, R08, R09, R11 e R12) tiveram sua expressao
relativa confirmada por gPCR. Resultados semelhantes foram obtidos por Morandi et
al. (2007), que avaliaram 107 estafilococos coagulase positiva quanto a presenca
dos genes de EE e verificaram que 67% dos isolados portavam esses genes,
entretanto, 52% foram capazes de expressa-los.

Pela gPCR pode-se observar que houve expressdo de genes de EE classicas
gue nédo foram detectados por PCR (Tabela 4, Figura 1). Destaca-se, por exemplo,

os isolados R09 e R12, que apresentaram 0S maiores niveis de expressao
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transcricional para o gene eeb, o qual ndo foi detectado por PCR. Isto pode ser
explicado devido a maior sensibilidade da gPCR, aliado ao fato de que a PCR
apresenta como uma das desvantagens, a dificuldade em visualizar o produto da
PCR, quando esse forma bandas muito fracas no gel, o que pode produzir
resultados falso negativos.

Tabela 4 —Comparacao entre a deteccdo e a expressédo dos genes das enterotoxinas estafilocécicas
classicas por PCR e gPCR respectivamente, em S. aureus isolados de carcacas de frango.

Isolado Genes de enterotoxinas
eea eeb eec eed eee
PCR gPCR PCR gPCR PCR gPCR PCR (gPCR PCR ¢gPCR

RO1 - - -
RO2 - - + - - -
RO3 - - +

RO4 - - - - - -
RO5 - - - - -
RO6 - - - - -
RO7 - - - -
RO8 - - - +
RO9 - - - +
R10 - - - -
R11 - - - + ; ; + + ] ]
R12 - - - +

+ + 0+
1
1
1
1

+ 4+ +

+
+
1
1
1
1

A Quantificacdo Relativa (QR) da expresséo das EE classicas de cada isolado
proveniente de carcacas de frango foi comparada com a expressao dos genes das
EE classicas de cepas padrao, cuja QR = 1. Observa-se (Figura 1), que todos os
cinco isolados apresentaram expressao transcricional maior que a da cepa padrao,

em pelo menos um dos genes das EE classicas.

9 1
8 v
7 v
5ol
e = eeq
§47 = eeb
=37
2 b eec
0 ¥ T T T T T T m eee
- o Sl ] N 2
& € & S & &
L)
@
=
Q'b
o@

Figura 1: Expresséao transcricional dos genes das enterotoxinas classicas em cepas padrao de S.
aureus em comparacdo com 5 isolados provenientes de carcaca de frango (isolados R06, R08, R09,
R11 e R12).
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De acordo com Derzelle et al. (2009), o nivel de expressao dos genes das EE
classicas € distinto entre si, com eeb e eec sendo expressos 10 vezes mais que eea,
eed e eee. Neste estudo, também se observou que ha variacédo, entretanto, a maior
expressao foi verificada para eed, no isolado R11, a qual foi 8,75 vezes maior que
na cepa padrdo para esse mesmo gene. Apenas dois isolados (R06 e R11)
apresentaram valores de Ct para o0 gene eed, no entanto, os valores de QR foram
altos quando comparados ao da cepa padrdo, destacando o potencial de
toxigenicidade desses dois isolados, aliado ao fato que essa EE, juntamente com a
EEA, sdo as enterotoxinas mais implicadas em surtos de intoxicacdo alimentar
estafilococica no mundo (Argudin et al., 2010). Em trabalho realizado pelo nosso
grupo de pesquisa (dados enviados a publicacdo) onde foram avaliados 13 isolados
de surtos ocorridos no Rio Grande do Sul, também foram encontrados valores de Ct
para o gene eed, no entanto, os valores de expressao relativa encontrados foram
baixos, sendo de 0,3 a 0,4 vezes quando comparados ao da cepa padrdo para este
mesmo gene, diferentemente do encontrado neste estudo.

A segunda maior expressao foi do gene eec, com o isolado R08, cujo valor de
QR foi 2,8 vezes maior que o da cepa padrédo. Além disso, dos cinco isolados que
apresentaram expressdo das EE classica, quatro (R06, R08, R09, e R12)
apresentaram valores de Ct para eec. Embora essa EE ndo esteja entre as mais
implicadas em casos/surtos de intoxicacdo alimentar, ha relatos de surtos nos quais
foi causadora (KITAMOTO et al.,2009).

O gene eeb também foi expresso em quatro isolados (R08, R09, R11 e R12),
0S quais apresentaram valores de QR igual ou maior que 1, com o isolado R12
apresentando o maior valor, sendo 2,3 vezes maior que o da cepa padrdo. Embora
alguns surtos de intoxicacdo alimentar estafilocécica ja tenham sidos atribuidos a
esta enterotoxina, como o descrito por Nema et al. (2007), ndo costuma ser a mais
prevalente.

EEA é a enterotoxina mais envolvida em casos e surtos de intoxicacao
alimentar estafilocécica (ARGUDIN et al.,2010), entretanto, neste estudo, apenas um
isolado apresentou valor de Ct para essa EE (isolado R06), cujo valor encontrado
para QR foi de 0,14 vezes quando comparado a cepa padrdo. Esse resultado é
interessante, haja vista que um estudo realizado pelo nosso grupo (dados enviados

a publicacdo) com isolados de surtos de intoxicacdo alimentar estafilocécica
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ocorridos no estado do Rio Grande do Sul, demonstraram que 62% dos isolados
apresentaram expressao relativa para esta toxina.

Nenhum isolado apresentou valores de Ct para eee, o que corrobora dados
da literatura (OSTYN et al., 2010), que destacam que o envolvimento da EEE é rara
em surtos de intoxicagéo alimentar estafilocécica.

Outro resultado relevante observado neste estudo foi que dentre os cinco
isolados que apresentaram expressao dos genes das EE classicas, trés (isolados
R08, R11 e R12) expressaram duas EE em niveis superiores aos das respectivas
cepas padrao. Isso demonstra seu potencial toxigénico, haja vista que pode ocorrer
a producdo simultaneadas duas enterotoxinas, conforme descrito por Silva et al.
(2005), o que potencializasua capacidade toxigénica, pois uma vez presente no
alimento, pode ocorrer a expressao dos dois genes simultaneamente, com possivel

envolvimento de ambas toxinas em casos e/ou surtos de intoxicacdo alimentar.

5.4 Concluséao

S. aureus provenientes de carcacas de frango no sul do Rio Grande do Sul
apresentam potencial toxigénico, entretanto, nem todos os isolados que portavam os
genes das EE classicas, foram capazes de expressa-los. Em todos os isolados que
apresentaram expressao, houve expressédo transcricional de dois ou mais genes
dessas EE, sendo que trés isolados apresentaram valores de QR superiores aos das

cepas controle para genes de duas EE.
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6 Artigo 3: Efeito da temperatura e da concentracdo salina sobre os niveis de
expressdo transcricional dos genes das enterotoxinas estafilocOcicas

classicas de S. aureus isolados de carcaca de frango.
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Efeito da temperatura e da concentragcdo salina sobre os niveis de expresséo
transcricional dos genes das enterotoxinas estafilocécicas classicas de S.

aureus.

BASTOS, Caroline Peixoto™; SILVA, Wladimir Padilha da®

Resumo

A intoxicagdo alimentar estafilococica é uma das doencas de origem alimentar mais
comuns e resulta da ingestdo de enterotoxinas estafilococicas (EE) pré-formadas no
alimento. Até o momento, jA foram descritas e purificadas dez EE envolvidas
comintoxicagdo alimentar, no entanto, aproximadamente 95% dos surtos desta
doenca estdo associados as EE classicas (EEA, EEB, EEC, EED e EEE). Estas EE
sao resistentes a determinadas condi¢cées ambientais adversas. Sendo assim, este
trabalho teve por objetivo verificar os efeitos da temperatura (8° e 12°C) e da
concentragéo salina (2,5% NaCl) sobre os niveis de expressao transcricional dos
genes das EE classicas de Staphylococcus aureus (S. aureus) através da analise do
MRNA. Foram utilizados cinco isolados de S. aureus, provenientes de alimentos,
avaliando-se a expressao relativa por PCR em tempo real (QPCR). Foram utilizados
4 tratamentos: 1) nas condi¢cdes ideais de multiplicacdo de S. aureus; 2) em
concentracéo salina de 2,5% de NaCl; 3) com incubacdo em temperatura del2°C e;
4) com incubacdo em temperatura de 8°C. A concentracdo salina e as baixas
temperaturas interferem na expressao dos genes das EE classicas, diminuindo seus
valores, entretanto, mesmo em concentracao salina de 2,5% e em temperatura de
12°C os isolados expressaram os genes de EE classicas, demonstrando seu
potencial toxigénico. Temperaturas de 8°C mostraram-se mais eficientes no controle
da expresséo génica das EE classicas de S. aureus.

Palavras-chave: Expressao génica. Enterotoxina estafilocdcica classica.

Staphylococcus aureus. gPCR. Temperatura. Concentracdo salina

'Quimica de Alimentos, M. Sc., Doutoranda do Programa de Pés Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos -
Laboratério de Microbiologia de Alimentos — DCTA - FAEM — UFPel. campus universitario s/n — caixa postal 354 — 96010000 —
Pelotas — RS, Brasil. Telefone: 55(53)32757258 ramal 202. Email: carolpebastos@yahoo.com.br

*Médico Veterinario, Professor, Dr, Programa de Pés Graduac&o em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — Laboratério de
Microbiologia de Alimentos - DCTA - FAEM — UFPel. campus universitario s/n — caixa postal 354 — 96010000 — Pelotas — RS,
Brasil. Telefone: 55(53)32757258 ramal 203. Email: silvawp@ufpel.edu.br



67

Abstract

Staphylococcal food poisoning is one of the most common ilinesses of food origin
and it is the result of staphylococcal enterotoxins (SE) pre-formed in the food. Up to
now, it has been described and purified ten SE involved with food intoxication,
nevertheless, nearly 95% of the outbreaks of this illness are associated to classic SE
(SEA, SEB, SEC, SED and SEE). These SE are resistant to certain unfavorable
environmental conditions. Thus, this study aims at verifying the effects of
temperature (8° and 12° C) and saline concentration (2,5% NaCl) in the levels of
transcriptional expression of genes of classic SE Staphylococcus aureus (S. aureus)
through mMRNA analysis. It has been used five isolated, food originated, evaluating
the relative expression by PCR real time (QPCR). It has been used 4 treatments: 1) in
ideal S. aureus multiplication; 2) in saline concentration of 2,5 of NaCl; 3) with
incubation temperature of 12°C and; 4) with incubation in temperature of 8°C. The
saline concentration and the low temperatures interfere in the expressions of genes
of classic SE diminishing their values, nevertheless, even in saline concentration of
2,5 and in temperature of 12°C the isolated have expressed the genes of classic SE,
demonstrating their toxigenic potential. Temperatures of 8°C have shown to be more
efficient in the control of gene expression of S. aureus classic SE.

Keywords: Gene expression. Classic staphylococcal enterotoxins. Staphylococcus

aureus. qPCR. Temperature. Saline concentration

6.1 Introducéo

A intoxicacdo alimentar estafilococica € causada pela ingestdo de uma ou
mais enterotoxinas estafilococicas (EE), normalmente produzidas pela espécie
Staphylococcus aureus (S. aureus) (PAULIN et al., 2012). Os sintomas mais comuns
relacionados a esta intoxicagcdo sdo nauseas, vomito, diarreia e célicas abdominais,
gue costumam ser auto limitantes, comecando entre 1 e 6 horas apés a ingestéo do
alimento e durando de 1 a 3 dias, normalmente sem necessidade de internacao ou
tratamento (BERGDOLL e WONG, 2006). As EE sao resistentes a diversas
condi¢cdes ambientais, tais como secagem, tratamento térmico, congelamento, pH
baixo, as quais, destroem ou paralisam a multiplicacdo do micro-organismo produtor
destas enterotoxinas (FRANCO e LANDGRAFF, 2002).
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S. aureus podem crescer em uma ampla faixa de temperatura (entre 7 e
48°C), sendo a 6tima em torno de 37°C, e em concentracdes salinas de até 10%, no
entanto, sO se multiplica nas condicbes extremas, se todos 0s outros parametros
estiverem 6timos (HENNEKINNE et al., 2012). Para que o micro-organismo consiga
produzir as EE € necessario temperatura entre 10 e 45°C, sendo 35 e 40°C a faixa
otima para producédo de EE. A concentracdo salina também interfere na producéo de
EE, podendo variar de 0 a 10%, sendo o 6timo para producao de EE entre 0 e 0,5%
(PAULIN et al., 2012; ICMSF, 1996).

Vinte e duas EE foram descritas e 10 j& foram associadas a intoxicagfes
alimentares (EEA, EEB, EEC1, EEC2, EECS3, EED, EEE, EEG, EEH e EEI) (CENCI-
GOGA et al., 2003), sendo que as EE classicas (EEA, EEB, EEC, EED e EEE) séo
as mais estudadas e responsaveis por, aproximadamente, 95% dos casos e surtos
(AL-TARAZI et al., 2009, JOHLER e STEPHAN, 2010, WALLIN-CARLQUIST et al.,
2010).

A simples presenca dos genes de EE em isolados de S. aureus nao é
indicativa de que a toxina esteja sendo produzida (MORANDI et al., 2007), sendo
importante verificar se esses genes estdo sendo expressos nas condi¢cdes de
multiplicagdo do micro-organismo. A analise do mRNA permite essa avaliacdo, haja
vista que, a quantidade de transcritos de mRNA é correlacionada com a quantidade
de EE produzida (JOHLER e STEPHAN, 2010).

Para verificar a expressdo dos genes das EE através da andlise do mRNA a
técnica de PCR em tempo real (QPCR) pode ser utilizada. Esta técnica monitora o
progresso da amplificacdo de cDNA em tempo real, sendo um dos métodos
guantitativos mais sensiveis e confiaveis, permitindo detectar e quantificar
guantidades muito pequenas de sequéncias especificas de &acidos nucleicos
(VALASEK e REPA, 2005, YUAN et al., 2006). Devido a precisao e sensibilidade da
gPCR, mesmo mudancas muito pequenas na expressdo génica podem ser
detectadas, sendo uma valiosa ferramenta no controle da expressao de genes sob
diferentes condicbes de multiplicacdo (VALASEK e REPA, 2005; JOHLER e
STEPHAN, 2010). Dessa forma, este trabalho teve como objetivo verificar os efeitos
da temperatura (8°C e 12°C) e da concentracdo salina (2,5% NaCl) sobre os niveis
de expressao transcricional dos genes das EE classicas em S. aureus através da

analise do mRNA.
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6.2 Material e métodos

6.2.1 Isolamento e identificacdo de S. aureus

O isolamento e a identificacdo dos isolados de S. aureus foram realizados de
acordo com Lancette e Bennett (2001), entre os anos de 2004 e 2010, na cidade de
Pelotas, Rio Grande do Sul (RS). Foram utilizados 30 isolados provenientes de
alimentos e cepas de padrdo de S. aureus, FRI S6, carreadora dos genes eea e eeb,
FRI 361 carreadora dos genes eec e eed, e FRI 326 carreadora do gene eee,
pertencentes ao Banco de Cepas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
DCTA/FAEM, da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Todos os isolados e as
cepas padrdo passaram por testes bioquimicos adicionais como os de avaliacdo da
resisténcia a acriflavina e de producao de catalase, conforme descrito por Brito et al.
(2002) e Gandra et al. (2005), e mantidos em agar Conservacao, até 0 momento do

uso.

6.2.2 Expressao dos genes das EE classicas por PCR em tempo real sob diferentes

condi¢Oes de crescimento

Dos 30 isolados utilizados no isolamento e identificagéo, 12 isolados portavam
os genes das EE classicas, sendo que em apenas cinco observou-se expressao
transcricional desses genes (dados ndo mostrados). Devido a isso, a verificagdo da
expressao génica sob diferentes condi¢cdes de crescimento foi realizada com estes
cinco isolados.

Primeiramente foi feita uma extracdo do RNA total onde as células
bacterianas foram inoculadas em agar Tripticase de Soja (TSA, Merck®) e incubadas
a 37°C. Apos 24 horas, uma colbnia isolada foi retirada do TSA e inoculada em
caldo Brain Heart Infusion (BHI, Merck®). Quatro diferentes tratamentos foram
realizados nesta etapa: o primeiro, nas condicOes ideais de multiplicacdo de S.
aureus, onde os isolados foram incubados a 37°C por 24 horas em BHI; o segundo,
onde foi adicionado 2,5% de NaCl (Acumedia®) ao BHI e incubou-se a 37°C por 24
horas;e o terceiro e quarto tratamentos, onde incubou-se os isolados a 12 e 8°C

respectivamente, em BHI, por 24 horas. Além dos isolados de alimento, as cepas
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padrdo também foram submetidas aos mesmos tratamentos. Posteriormente, 0 RNA
foi extraido e purificado com o RiboPure ™-Bacteria Kit (Ambion®) de acordo com o
protocolo comercial. A qualidade dos RNAs foi verificada em gel de agarose a 1,5%
(m/v). A sintese de cDNA foi realizada com o High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems®), de acordo com as instru¢cdes do fabricante.

A avaliacao por gPCR foi realizada em aparelho 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems™). A qPCR constou de 12,5uL de SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems™), 2uL do cDNA (diluido 5 vezes), 100pMol.uL™ de primers
forward e reverse, e agua livre de nuclease em um volume total de 25uL. As
amostras foram colocadas, em triplicata, em placas com capacidade para 96
reacdes, e cobertas com adesivo 6tico. Os parametros de temperatura para a gPCR
foram: 50°C/2min; desnaturacao inicial a 95°C/10min, 40 ciclos de trés etapas:
desnaturacao a 95°C/15seg; anelamento a 60°C/1min e; extensao 72°C/1min, a qual
foi seguida pela curva padrdo de dissociagcao, para verificar a especificidade dos
primers utilizados. A eficiéncia de cada par de primers foi calculada utilizando-se a
curva padrdao de diluicdo seriada, como descrito no protocolo da Applied
Biosystems™. O nivel de expressdo génica foi calculada baseada no threshold cycle
(Ct), onde o gene 16S rRNA foi utilizado como normalizador (padréo interno) e os
genes de cada uma das EE, como os calibradores. Calculou-se o AACT que foi
utilizado na equacao de quantificacao relativa para expressar os dados (YUAN et al.,
2006):

QR=2%2°T no qual QR (Quantificacdo Relativa) representa o nivel de
expressao génica.

Os primers utilizados na gPCR estéo descritos na Tabela 1, assim como o

produto de amplificacédo e o gene alvo.
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Tabela 1 — Oligonucleotideos utilizados para quantificacdo das enterotoxinas classicas por gPCR.

Produto de
Oligonucleotideos Sequéncia 5- 3’ amplificacdo Alvo Referéncia
(pb)

EEAR1 AAAATACAGTACCTTTGGAAACGGTT 92 cea Klotz, et
EEAR2 TTTCCTGTAAATAACGTCTTGCTTGA al. 2003
EEBR1 ACACCCAACGTTTTAGCAGAGAG 81 ceb Klotz, et
EEBR2 CCATCAAACCAGTGAATTTACTCG al. 2003
EECR1 AATAAAACGGTTGATTCTAAAAGTGTGAA 80 cec Klotz, et al.
EECR2 ATCAAAATCGGATTAACATTATCCATTC 2003
EEDR1 TGATTCTTCTGATGGGTCTAAAGTCTC 115 ced Klotz, et al.
EEDR2 GAAGGTGCTCTGTGGATAATGTTTT 2003
EEER1 TCAATGTGCTGGAGGCACACCAA 51 cee Este
EEER2 ACACCCCCGTACATACATGCTGTT estudo
16SR1 AAGTCCCGCAACGAGCGCAA 86 16S Este
16SR2 CCTCCGGTTTGTCACCGGCA rRNA estudo

6.3 Resultados e discussao

6.3.1 Expressado dos genes das enterotoxinas classicas de S. aureus por PCR em

tempo real (QPCR)

A QR da expressdo das EE classicas de cada isolado proveniente de
alimentos bem como das cepas padréo sob diferentes condi¢cdes de multiplicacéo foi
comparada com a expressdao dos genes das EE classicas de cepas padrao
incubadas sob condic¢bes ideais, cuja QR = 1.

Dos quatro tratamentos utilizados, os maiores niveis de expressao dos genes
das EE classicas foram verificados no tratamento 1, no qual os isolados foram
mantidos em condi¢cdes ideais de multiplicacdo de S. aureus. Dos 5 isolados
testados por gPCR nestas condic¢des, todos apresentaram valores de quantificagédo
relativa (QR) para, pelo menos, duas das EE classicas.

Observa-se (Fig. 1), que o0s cinco isolados apresentaram expressao
transcricional maior que a da cepa padréo, para pelo menos um dos genes das EE

classicas.
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Figura 1: Expresséao transcricional dos genes das enterotoxinas classicas em cepas padrao de S.
aureus em comparacdo com 5 isolados provenientes de alimentos (isolados R01, R02, R03, R04 e
RO5).

Verifica-se que sob condi¢des 6timas de multiplicagdo o gene eed, no isolado
RO4, foi o que apresentou o0 maior nivel de expressao, sendo 8,75 vezes maior que 0
da cepa padrao para este mesmo gene. Dois isolados (RO1 e R04) apresentaram
valores de Ct para o gene eed, no entanto, os valores de QR foram altos quando
comparados ao da cepa padrédo, destacando o potencial de toxigenicidade desses
dois isolados, aliado ao fato que essa EE, juntamente com a EEA, sdo as mais
implicadas em surtos de intoxicag&o alimentar estafilocécica no mundo (ARGUDIN et
al., 2010). Neste estudo, um isolado apresentou valor de Ct para eea (isolado R01),
cujo valor encontrado para QR foi de 0,14 vezes o da cepa padrdo, valor
considerado baixo se comparado aos estudos realizados pelo nosso grupo (dados
enviados a publicacdo) com isolados de surtos de intoxicagcdo alimentar
estafilococica ocorridos no estado do Rio Grande do Sul, onde os valores de
expresséo encontrados para eea foram entre 1 e 10 vezes o valor da cepa padréo.

De acordo com Derzelle et al. (2009), o nivel de expressao dos genes das EE
classicas é distinto entre si, com eeb e eec sendo expressos 10 vezes mais que eea,
eed e eee. Neste estudo, 0 gene eec apresentou a segunda maior expressao, no
isolado R0O2, cujo valor de QR foi 2,8 vezes maior que o da cepa padrdo. Além disso,
dos cinco isolados que apresentaram expressdo das EE classica, quatro
apresentaram valores de Ct para eec. Embora essa EE ndo esteja entre as mais
implicadas em casos/surtos de intoxicacdo alimentar, ha relatos de surtos nos quais
foi causadora (KITAMOTO et al., 2009).

O gene eeb também foi expresso em quatro isolados, 0s quais apresentaram
valores de QR igual ou maior que 1, com o isolado R0O5 apresentando o maior valor,

sendo 2,3 vezes maior que o da cepa padrdo. Embora alguns surtos de intoxicacao
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alimentar estafilococica ja tenham sidos atribuidos a esta enterotoxina, como o
descrito por Nema et al. (2007), esta ndo costuma ser a mais prevalente.

Ostyn et al. (2010) relata que o envolvimento da EEE € rara em surtos de
intoxicacdo alimentar estafilococica, o mesmo foi verificado neste estudo, onde
nenhum isolado apresentou valores de Ct para eee.

A concentracdo bacteriana para producdo de EE é em torno de 10° —
10°UFC.g™* (PAULIN et al., 2012), o que ocorre mais facilmente nas condicées ideais
de multiplicacdo microbiana. No entanto, a producéo de EE ndo depende somente
da concentracdo bacteriana, pois determinados fatores extrinsecos e intrinsecos
também afetam sua producdo e de forma diferente para cada EE (HENNEKINNE et
al. 2012). A atividade de agua (Ay), por exemplo, que pode ser modificada através da
concentracdo salina, ndo interfere muito na producdo da EEA e EED, desde que
todas as outras condi¢cdes de multiplicagdo sejam oOtimas (HENNEKINNE et al.,
2012). Observa-se, na Figura 2, que quando foi adicionado 2,5% de NaCl ao meio
de cultura, as cepas padrdo apresentaram diminuicdo no valor de QR, quando

comparadas com sua multiplicacdo em condicdes ideais.
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Figura 2: Expresséo transcricional dos genes das enterotoxinas classicas em cepas padrao de S.
aureus sob condi¢des ideais de multiplicacdo em comparacdo com 5 isolados provenientes de
alimentos (R01, R02, R03, R04 e R05) e com cepas padrdo com multiplicacdo em meio de cultura
modificado pela adicdo de 2,5% de NaCl.

Nas cepas padrdo, 0os genes eea, eed e eee apresentaram valores de QR de
0,75, 0,6 e 0,93, respectivamente, e foram os que apresentaram menor reducado no
valor de QR, quando comparados a estes mesmos genes de EE nas cepas padrao
com crescimento sob condigbes ideais. Embora S. aureus resista a elevadas
concentracbes salinas, sua multiplicacdo € diminuida, alterando, portanto, a
producdo de EE. No entanto, a producdo da EEA e EED pode ocorrer com uma

concentracdo bacteriana mais baixa quando comparada aos outros tipos de EE
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(BERGDOLL e WONG, 2002), o que pode explicar o fato dos genes eea e eed terem
apresentado menor reducdo no valor de sua expressao transcricional quando
comparados a eeb e eec.

Os genes eeb e eec foram os que apresentaram maior reducdo no valor de
QR nas cepas padréo, com valores de 0,24 e 0,37, respectivamente. Hennekinne et
al. (2012) e Paulin et al. (2012), relatam que a EEB é muito sensivel a reducfes na
atividade de agua e praticamente ndo é produzida em A, 0,93. Segundo
Genigeorgis et al. (1971), o efeito do NaCl sobre a producdo de enterotoxina C
segue o0 mesmo padréo que sobre a producdo de enterotoxina B e, a medida que a
concentracdo de NaCl aumenta de 0 para 10%, o rendimento de enterotoxina B e C
diminuiu para valores indetectaveis.

Assim como os genes das EE classicas das cepas padrédo apresentaram, 0s
cinco isolados de alimentos também apresentaram diminuicdo nos niveis de
expressao transcricional quando submetidos a crescimento com 2,5% de NaCl.
Alguns isolados deixaram de expressar genes de EE, como o isolado RO1, para eea
e eec e o isolado R0O3 para eec.

Ressalta-se que o isolado R04, mesmo em condi¢cdes de estresse osmotico,
apresentou valor de QR para o gene da eed, de 2,25 vezes o da cepa padrao com
crescimento em condi¢des 6timas, demostrando que mesmo nessa condi¢do, esse
isolado pode expressar seu potencial toxigénico.

Embora Hennekinne et al. (2012) e Paulin et al. (2012) descrevam que a
producdo da EEB é mais afetada pela redugdo na atividade de dgua que a de EEA e
EED, neste estudo, pode-se observar que todos os isolados provenientes de
alimentos apresentaram reducéo no valor de QR das EE classicas de 4 a 6 vezes,
portanto, ndo foi possivel observar diferenca na expressao entre os genes destas
enterotoxinas.

Outro fator que tem grande influéncia sobre a producdo de EE é a
temperatura. Hennekinne et al. (2012), avaliaram 77 S. aureus isolados de diferentes
alimentos, e verificaram que as temperaturas minimas para a producdo de EE
variaram bastante, ficando entre 15 e 38°C onde, para os limites mais baixos de
temperatura, pequenas quantidades de toxina, foram observadas, somente apés 3 a
4 dias. No entanto, neste estudo, quando os isolados de alimentos e as cepas
padrdo foram submetidos a temperatura de 12°C por 24 horas, foram observados

valores de QR para as diferentes EE classicas (Fig. 3).
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Figura 3: Expresséao transcricional dos genes das enterotoxinas classicas em cepas padrdao de S.
aureus sob condi¢cBes ideais de crescimento em comparacdo com 5 isolados de S. aureus
provenientes de alimentos representados por (R01, R02, R03, R04 e R05) e com cepas padrdo com
multiplicacdo a 12°C/24horas.

Assim como em condi¢cdes de estresse osmoético a 2,5% de NaCl, as cepas
padrédo apresentaram diminuicdo nos valores de QR quando submetidas a baixas
temperaturas, sendo que o0s genes eeb e eec, novamente, foram o0s que
apresentaram maior decréscimo quando comparados aos demais. Todos 0s genes
das EE classicas das cepas padrdo, com exce¢ao do gene eeb, tiveram seus niveis
de expressao transcricional mais afetados pelas baixas temperaturas do que pela
concentracéo salina, entretanto, o gene eee foi 0 que apresentou menor reducéo na
sua expressao, tanto com a modificacdo na concentracdo salina quanto com a
temperatura de 12°C.

Os isolados de alimentos apresentaram uma reducdo de 7 a 9 vezes no valor
de QR quando comparados as cepas padrdo em condi¢cdes 6timas. Mesmo com
essa diminuicdo nos niveis de expressao transcricional, pode-se observar que pode
haver producdo de EE mesmo em temperaturas baixas. Dois isolados deixaram de
apresentar valores de QR para alguns genes de EE, como o isolado R01, para eea e
eec e o isolado R0O3 para eec.

Paulin et al. (2012) relatam producao de EE pelos isolados de S. aureus, apos
incubacao, por 5 dias, em caldo BHI, a 10,8°C. A producéo de EE a 10°C também foi
relatada por Tatini (1973), no entanto este ndo indica as condi¢cdes do experimento.

N&o foram encontrados registros na literatura com producdo de EE a
temperatura de 8°C. No entanto, neste estudo, foi verificado um baixo nivel de

expressao transcricional para dois genes de EE (eec e eed) (Fig. 4).
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Figura 4: Expresséao transcricional dos genes das enterotoxinas classicas em cepas padrao de S.
aureus sob condi¢Bes ideais de crescimento em comparacdo com 5 isolados de S. aureus
provenientes de alimentos (R01, R02, R03, R04 e R05) e com cepas padrdo com multiplicacdo a
8°C/24horas.

Nenhum gene das EE classicas apresentou expressao transcricional quando
as cepas padrao de S. aureus foram incubadas a 8°C. No entanto, os isolados R02 e
RO4 apresentaram valores de QR de 0,12 e 0,13 para 0s genes eec e eed
respectivamente. Embora que sejam valores baixos, este resultado é preocupante,
uma vez que, mesmo em temperatura de refrigeracéo, esses isolados ja apresentam
potencial toxigénico. Em contraponto, Paulin et al., (2012), relataram que n&o houve
producdo de EE ap6s 10 dias de incubacdo em caldo BHI a temperatura de 8,7°C.

6.4 Conclusao

A concentracao salina e as baixas temperaturas interferem na expressao dos
genes das EE classicas, diminuindo seus valores, entretanto, a temperatura de 12°C
e concentragdo salina de 2,5% permitiram aos isolados apresentarem potencial
toxigénico. Temperaturas de crescimento de 8°C mostraram-se mais eficientes na

diminuicao dos valores de expressao génica.
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