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PELISSER, M. R. Clonagem, expressao e purificacao de lipase de
Staphylococcus xylosus e deteccao de genes de enterotoxinas de
Staphylococcus aureus isolados de produtos de origem animal. 2008, 108p. Tese
(Doutorado em Ciéncia dos Alimentos), Programa de Pés—Graduacao em Ciéncia dos
Alimentos, Universidade Federal de Santa Catarina, Florian6polis.

RESUMO

Staphylococcus xylosus é um microrganismo envolvido na fermentacdo de produtos
carneos e produtor de lipases extracelulares, que catalisam a hidrélise e a sintese de
ésteres formados por glicerol e acidos graxos e sao ferramentas valiosas em
biotecnolgia. O objetivo deste trabalho foi clonar, expressar e purificar lipase
recombinante de uma linhagem de Staphylococcus xylosus isolada de linglica colonial
produzida no sul do Brasil. A extragdo de DNA foi realizada a partir de linhagens de S.
xylosus isoladas de linglica colonial e de uma linhagem padréao de S. xylosus (ATCC
29971). Os fragmentos correspondentes a regiao madura da lipase (AF208229) foram
amplificados (1,1 kb) e clonados em plasmidio pGEM-T Easy. As seqUéncias obtidas
apresentaram homologia de 99% com o gene de lipase de S. xylosus AF208229. Estes
fragmentos que correspondem a regido de codificacdo da lipase madura foram
inseridos em um plasmideo pET14b para construir as proteinas-fusdo. As proteinas-
fusdo foram expressas em E. coli e purificadas em coluna de afinidade por metal
imobilizado de niquel. As proteinas purificadas apresentaram atividade de lipase
usando ésteres de p-nitrofenilpalmitato e p-nitrofenilbutirato como substratos. Desta
forma, a lipase obtida a partir de Staphylococcus xylosus apresenta potencial de
aplicabilidade na industria de embutidos carneos fermentados. Entre as bactérias
predominantes envolvidas em doencgas transmitidas por alimentos estd a bactéria
Staphylococcus aureus que produz enterotoxinas nos alimentos provocando
intoxicacao gastrintestinal. Os objetivos da pesquisa foram avaliar a contaminacao por
estafilococos coagulase positiva (ECP) em produtos carneos e derivados de leite
comercializados em Santa Catarina e detectar por PCR multiplex a presenca dos genes
que codificam as enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED e SEE e gene especifico para
espécie S. aureus. Foram coletadas 72 amostras de alimentos entre queijos tipo
mussarella (15), prato (15) e colonial (15), lingliga colonial (18) e salaminho (09) em
estabelecimentos comerciais na regido do Alto Uruguai Catarinense em Santa
Catarina. Foram realizadas a contagem de estafilococos coagulase positiva (ECP) e a
deteccdo por PCR dos genes especificos para S. aureus (femA) e para os genes (sea,
seb, sec, sed e see) das enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED e SEE, a partir do DNA
extraido de 102 cepas isoladas das amostras. A presenca de ECP foi detectada em 33
amostras (45,8%) de produtos de origem animal analisadas e as contagens de ECP
estavam acima do valor maximo permitido pela legislacdo (10° UFC.g") em 22
amostras (30,5%). De 102 cepas isoladas ECP, para 91 (89,2%) cepas ocorreu a
amplificacdo do gene femA. A amplificacdo dos genes sea, sed e see que codificam as
enterotoxinas, ocorreu em 10, 12 e 4 cepas, respectivamente. Os resultados do
presente trabalho confirmam que a PCR multiplex € um método rapido e sensivel para
analise de varredura de Staphylococcus coagulase positiva enterotoxigénico, sendo
altamente especifica. Este trabalho sugere que os produtos analisados podem conter
as enterotoxinas SEA, SED e SEE e aponta a necessidade de melhoria na producgéo e
nos sistemas de fiscalizacdo dos produtos analisados.

Palavras-chave: lipase, recombinante, Staphylococcus, enterotoxinas, PCR multiplex.
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PELISSER, M. R. Cloning, expression and purification of lipase of Staphylococcus
xylosus and detection of genes for enterotoxins of Staphylococcus aureus
isolated from animal products. 2008, 108p. Thesis (Ph.D. in Food Science), the
Graduate Program in Food Science, Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianopolis.

ABSTRACT

Staphylococcus xylosus causes fermentation in meat products and produces
extracellular lipases which catalyze hydrolysis and synthesis from esters formed by
glycerol and fatty acids. These lipases are also valuable tools to biotechnolgy. The aim
of this work was cloning, sequencing and express a S. xylosus recombinant lipase. The
DNA extraction was made from S. xylosus strains isolated from artisanal salami and
from a S. xylosus standard strain (ATCC 29971). Fragments corresponding to a mature
lipase (AF208229) were amplified (1.1 kb) and cloned into pGEM-T Easy plasmid. The
sequences obtained showed 99% homology with the lipase gene of S. xylosus
AF208229. Fragments corresponding to the mature region of lipase were inserted into a
pET14b plasmid to build fusion proteins containing histidine tail. Fusion-proteins were
expressed into E. coli and then purified with nickel affinity column. Purified proteins
showed lipase activity using p-nitrophenilpalmitate and p-nitrophenilbutirate esters as
substrates. The lipase obtained from Staphylococcus xylosus has a potential
applicability in the fermented meat industry. The other organism studied was
Staphylococcus aureus which is involved in food diseases and produce enterotoxins in
food causing gastrointestinal poisoning. Contamination by coagulase-positive
Staphylococci (CPS) in meat and milk-derived products commercialized in Santa
Catarina, Brazil was evaluated and the presence of genes for classical staphylococcal
enterotoxins A, B, C, D and E (sea, seb, sec, sed and see) and for gene femA, specific
for S. aureus species, by multiplex PCR, detected. A total of 72 food samples including
mozzarella (15 samples), American cheese (15 samples), colonial cheese (15
samples), colonial sausage (18 samples) and salaminho (09 samples) were analised.
Of 102 strains isolated CPS, for 91 (89.2%) strains of gene amplification occurred at
fema. The amplification of genes sea, sed and see coding for enterotoxins, occurred in
10, 12 and 4 strains, respectively. Results of the present work confirm that multiplex
PCR is a rapid and sensitive method for screening of enterotoxigenic coagulase-positive
Staphylococci, being highly specific. Results also indicate that better hygiene practices
and better inspection are required in the production of the foods included in the study.

Keywords: lipase, recombinant, Staphylococcus, enterotoxins, PCR multiplex
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CAPITULO |
Clonagem, expressao e purificacao e de lipase recombinante de

Staphylococcus xylosus



Capitulo 1 — Introducéo

1.1 INTRODUCAO

As triacilglicerol hidrolases lipases (EC 3.1.1.3) ou simplesmente lipases sao
enzimas que catalisam a hidrélise e a sintese de ésteres formados a partir de glicerol e
acidos graxos de cadeia longa, sendo as enzimas com a mais ampla utilizacdo em
biocatélise (SECUNDO et al., 2006). Apesar da ampla distribuicdo e ocorréncia em
varias espécies, as lipases de origem microbiana tém maior potencial industrial e
muitas vezes sdo mais Uteis que as enzimas provenientes de outras fontes devido a
sua especificidade por substratos e capacidade de se manter ativa em solventes
organicos, além de alto rendimento e facilidade de manipulagdo genética (HASAN;
SHAH; HAMEED, 2006).

Além disso, lipases bacterianas sdo enzimas preferenciais para inuameras
reacdes nas industrias devido ao seu potencial catalitico em reacdes aquosas e nao-
aquosas (ROUSTAN et al., 2005). Lipases atuam na interface lipideo-agua. A triade
catalitica que é composta de Ser-Asp/Glu-His, geralmente ocorrendo na sequéncia
consenso Gly(Ala)-X-Ser-Gly-X encontrada em torno do sitio ativo Serina. As estruturas
tridimensionais das lipases revelam a caracteristica tridimensional motivo o/
(TIESINGA et al., 2007; TYNDALL et al., 2002).

Embora a atividade da lipase seja definida como a habilidade de hidrolisar
triglicerideos, em certas condicoes experimentais as lipases podem catalisar
esterificacdo ou transesterificagdo. Existe um interesse particular em lipases capazes
de catalisar a transesterificagdo e a sintese de ésteres para producao de derivados de
alto valor agregado (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004; ROSENSTEIN; GOTZ, 2000;
ROUSTAN et al.,, 2005). Cada aplicacao requer propriedades Unicas em relacao a
especificidade, estabilidade, temperatura e dependéncia de pH (CHAKRABORTY; RAJ,
2008). Para usar qualquer lipase para hidrolise, esterificacdo ou qualquer outra
aplicacdo, é essencial a producdo de enzima purificada em alta concentracédo e
caracterizar esta enzima bioquimicamente.

No entanto, apenas 2% dos microrganismos tém suas enzimas testadas e
lipases com origem diferente tem uma grande variagdo na sua atividade enzimatica,
como especificidade a acidos graxos, temperatura, pH, etc. (HASAN; SHAH; HAMEED,
2006).
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Staphylococcus xylosus é uma espécie Staphylococcus coagulase negativa que
€ comumente isolada de produtos carneos fermentados (FIORENTINI 2008; IACUMIN
et al., 2006; KOZACINSKI et al., 2008; MOROT-BIZOT et al., 2003; RANTSIOU et al.,
2005; SIMONOVA et al., 2006). Nesses produtos, Staphylococcus spp. sdo
responsaveis pela estabilizacdo de cor, decomposicdo de peroxidos e formacado de
aroma devido a suas atividades proteoliticas e lipoliticas (IACUMIN et al., 2006; TALON
et al., 1999). De acordo com Montel et al. (1996) varios estafilococos, incluindo
Staphylococcus xylosus, produzem lipases que sao capazes de liberar acidos graxos
responsaveis pelo aroma dos salames fermentados. Mosbah et al. (2005) purificaram e
caracterizaram uma lipase de S. xylosus (AF701336) isolada a partir de residuos de
uma industria de 6leos. Rosenstein e Goétz (2000) publicaram a seqliéncia do gene
gehM correspondente a lipase AF208229 (NCBI) de S. xylosus (linhagem DSM 20266),
no entanto, esta lipase nunca foi totalmente caracterizada. lacumin et al. (2007)
apresentaram estudos preliminares sobre a expressdao do gene gehM de lipase de S.
Xxylosus e sugeriram que uma concentracdo aumentada de triglicerideos no meio de
cultura suprime a expressdao do gene da lipase. Portanto, o objetivo do presente
trabalho foi clonar, expressar e purificar o gene que codifica para uma lipase de S.
xylosus isolada de lingUica colonial.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral
Clonar, expressar e purificar lipase recombinante de uma linhagem de

Staphylococcus xylosus isolada de linglica colonial, produzida no sul do Brasil.

1.2.1 Objetivos especificos
- Extrair DNA de diferentes linhagens de Staphylococcus xylosus.
- Realizar a PCR com iniciadores especificos para um gene que codifica uma lipase.
- Clonar as sequéncias de DNA amplificadas por PCR no vetor pGEM —T Easy.
- Sequenciar os fragmentos amplificados.
- Realizar a clonagem do DNA complementar em um vetor de expressao.
- Expressar a proteina-fusdo contendo cauda de afinidade N-terminal.
- Obter a proteina-fusdo em forma soluvel.

- Purificar a proteina-fusdo em colunas de afinidade com niquel.

17



Capitulo 1 — Revisao de Literatura

1.3 REVISAO DE LITERATURA

1.3.1 Lipases

Lipase é o nome genérico para um grupo de enzimas pertencentes a classe das
hidrolases (E.C.3.1) e que atuam sobre ligacoes éster (E.C. 3.1.1) de varios
compostos, sendo os acilgliceréis seus melhores substratos (JAEGER; REETZ, 1998;
JAEGER; DIUKSTRA; REETZ, 1999).

As triacilglicerol hidrolases lipases (E.C.3.1.1.3) de interesse nesta pesquisa séo
descritas como glicerol éster hidrolases que atuam sobre ligacoes éster presentes em
acilgliceréis, liberando acidos graxos e glicerol constituindo uma classe especial entre
as carboxil éster hidrolases (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004; JAEGER; DIJKSTRA;
REETZ, 1999).

No entanto, as lipases sdo capazes de catalisar ndo apenas reacdes de
hidrélise, mas também de sintese em meios aquo-restritos, como reacdes de
esterificacao, interesterificacdo, transesterificacao, alcodlise e amindlise, e por atuar
sobre substratos ndo naturais (MOSBAH et al., 2005 ).

Conforme a classificacdo das enzimas, segundo Paques; Macedo (2006) as
lipases séo divididas em:

1- Regiosseletivas - subdivididas em:

a) lipases nao-especificas - hidrolisam ésteres de acidos graxos primarios ou
secundarios, liberando acidos graxos na posi¢ao 1(3) ou 2;

b) lipases 1,3-especificas - hidrolisam apenas ésteres de acidos graxos primarios, isto
€, na posicao 1 ou 3;

2- Tipo-seletivas com relagdo ao tamanho da cadeia carbbnica e/ou ao numero de
insaturacao do grupo acila;

3- Enantiosseletivas.

As lipases tém sido definidas, simplesmente como carboxilesterases que
hidrolisam acilglicerbis de cadeia longa. A hidrélise ou sintese de triacilglicerdis,
constituidos por acidos graxos com menos do que 10 carbonos é catalisada com maior
frequéncia por esterases (JAEGER; DIUKSTRA; REETZ, 1999). A diferenciacao entre
lipases e esterases também tem sido feita pela diferenca de especificidade preferencial
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das duas enzimas. Os substratos naturais para lipases sdo 6leos e gorduras contendo
triacilglicerdis constituidos de acidos graxos de cadeia longa, ou seja, ligacbes éster
triplices, enquanto esterases atuam sobre ligacdes éster Unicas, liberando acidos
graxos de baixa massa molar. Deve-se enfatizar, entretanto, que a maioria das lipases
pode hidrolisar os substratos de esterases, enquanto o inverso ndao é verdadeiro
(JAEGER; DIUKSTRA; REETZ,1999).

1.3.2 Fontes de obtencao

As lipases sdo comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a
partir de fontes animais, vegetais e microbianas. Em eucariontes superiores, elas estao
envolvidas em varias etapas do metabolismo de lipideos, em processos de digestao,
absorcao, reconstituicdo e metabolismo lipoprotéico. Nas plantas, sdo encontradas em
tecidos de reserva (SHARMA, CHISTI, BANERJEE, 2001).

As lipases de origem microbiana, principalmente de fungos e bactérias séo
amplamente utilizadas, apresentando muitas aplicacées em biotecnologia (GUPTA;
GUPTA; RATHI, 2004). Este enorme potencial biotecnolégico das lipases microbianas
inclui o fato de que elas sédo estaveis em solventes organicos, ndo necessitam de co-
fatores, apresentam enantioseletividade e especificidade de substratos e sao de facil
manipulagdo genética (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; JAEGER; REETZ, 1998;
SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001). Segundo Mosbah et al. (2006), genes de lipase
de Staphylococcus aureus, S. hyicus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. simulans e S.
xylosus tém sido clonados e seqlenciados, devido principalmente ao interesse na area
da saude e suas aplicacdes biotecnolégicas.

As fontes fungicas, utilizadas na area de alimentos, ndo sdo nocivas a saude
humana, sendo reconhecidas como GRAS (Generally Regarded as Safe). Fungos de
diversas espécies como Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Mucor javanicus,
Rhizopus niveus, Rhizopus oryzae, Penicillium camembertii, Penicillium roqueforti,
Penicillium cyclopium, Penicillium simplicissimum, Galactomyces geotrichum, Candida
rugosa, Candida cylidracae, Pichia burtonni demonstraram ser bons produtores de
lipases e as suas enzimas tém sido estudadas sob o ponto de vista académico e
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industrial (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; JAEGER; REETZ, 1998; FERNANDEZ et
al., 2006; LEE et al., 2007; LORENZO et al., 2005; OLEMPSKA-BEER et al., 2006).

Existem mais de 4000 enzimas conhecidas e destas, mais de 200 encontram
utilizacdo comercial, sendo que a maior parte das enzimas de interesse industrial
possui origem microbiana (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001). Embora exista um
namero consideravel de bactérias produtoras de lipase (Tabela 1) poucas sao
exploradas comercialmente como linhagens selvagens ou recombinantes, sendo as
mais importantes: Alcaligenes, Arthobacter, Achromobacter, Bacillus, Bulkholderia,
Chromobacterium, Pseudomonas (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004; JAEGER; REETZ,
1998; SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001). O rapido crescimento bacteriano celular,

em relacdo aos fungos, é uma das vantagens das fontes bacterianas como produtoras

de enzimas lipoliticas (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ,1999).

Tabela 1- Bactérias descritas como produtoras de lipases

Achromobacter Bacillus subtilis Moraxella sp. Pseudomonas

lipolyticum pseudomallei

Acinetobacter sp. Bacillus thaiminolyticus ~ Mycobacterium Pseudomonas
immobilis wisconsinensis

Acinetobacter Bacillus Pasteurella multocida Psychrobacter chelonae

calcoaceticus thermocatenulatus

Acinetobacter Brochothrix Propionibacterium Staphylococcus

radioresistens thermosphacta acnes aureus

Alcaligenes denitrificans  Burkholderia glumae Propionibacterium Staphylococcus
avidium epidermidis

Archaeglobus Chromobacterium Propionibacterium Staphylococcus

fulgidus violaceum granulosum haemolyticus

Bacillus alcalophilus Chromobacterium Proteus vulgaris Staphylococcus

viscosum hyicus
Bacillus atrophaeus Corynebacterium Pseudomonas Staphylococcus
acnes aureofaciens warneri

Bacillus megaterium Cryptocoocus laurentii Pseudomonas Staphylococcus
fluorescens xylosus

Bacillus laterosporus Enterococcus faecalis Pseudomonas Serratia marcescens
fragi

Bacillus pumilus Lactobacillus curvatus Pseudomonas Streptomyces exfoliatus
luteola

Bacillus sphaericus Lactobacillus plantarum  Pseudomonas Sulfolobus
mendocina acidocaldarius

Bacillus Microthrix parvicella P. nitroreducens var. Vibrio chloreae

stearothermophilus thermotolerans

Fonte: GUPTA; GUPTA; RATHI (2004)
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1.3.3 Aplicacoes biotecnoldgicas de lipases

As lipases sé&o consideradas excelentes biocatalisadores em numerosos
processos industriais nas mais diversas areas (Tabela 2), tais como alimentos,
processos farmacéuticos, formulacdo de detergentes, oleoquimica, agroquimica,
cosméticos, manufatura de papéis, couro, entre outras (CASTRO; MENDES; SANTOS,
2004; KOBLITZ, 2003; PASTORE; COSTA; ROSENSTEIN; GOTZ, 2000). Ainda
podem ser ferramentas Uteis na fabricacao de biossensores para utilizacado em analises
clinicas, analises de alimentos, andlises quimicas, de contaminagdo ou poluicdo de
ambientes (PANDEY et al., 1999). Além disso, as lipases tém sido utilizadas na
degradacao biolégica e remocdo de carga lipolitica de efluentes industriais de
alimentos em geral (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; PANDEY et al., 1999;).

Lipases microbianas sdo amplamente diversificadas em suas propriedades
enzimaticas, especificidade por substrato e habilidade de catalisar ndo apenas a
hidrélise mas também a sintese de acidos graxos, tornando-se muito atrativa para
aplicacoes comerciais (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004; ROSENSTEIN; GOETZ, 2000;).
A utilizagdo da lipases como aditivos em detergentes, aproximadamente 1000
toneladas por ano, ainda representa a maior aplicacdo industrial destas enzimas
(JAEGER; DIUKSTRA; REETZ,1999; KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002).
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Tabela 2 — Aplicacoes industriais das lipases

Areas
Laticinio

Panificacao
Bebidas

Molhos e condimentos
Processamento de
carnes

Oleos e gorduras

Quimica fina
Detergentes

Farmacéutica

Médica

Cosmético

Curtume

Tratamento de residuos

Aplicagéao

Hidrélise da gordura do leite

Melhoria do aroma, da qualidade e vida de prateleira
Melhoramento do sabor/qualidade, prolongamento da vida de
prateleira. Confeitos e bolos

Melhoria do aroma e aceleragcao do processo fermentativo,
por remoc¢ao de lipideos. Bebidas alcodlicas

Aumento de propriedade funcionais da gema de ovo
Desenvolvimento de aromas e reducdo de excesso de
gorduras. Produtos embutidos

Transesterificacao de éleos — introdugéo de acidos graxos de
interesse em 6leos e gorduras naturais. Hidrélise de 6leos
(acidos graxos), diglicerideos e monoglicerideos

Sintese de ésteres e resolucao de racematos

Hidrélise de gorduras

Transesterificagao, hidrolise. Cefalosporinas, penicilinas
naproxeno, ibuprofeno hidantoinas, patuloide A rapamicina-
42, lamivudina vitamina D

Determinacgéao de lipidios no sangue (biosensores)

Remocéo de lipideos

Remocgéao de gordura da matéria-prima

Decomposicao de lipideos de efluentes

Fonte: CASTRO; MENDES; SANTOS (2004); PASTORE; COSTA; KOBLITZ (2003)

As lipases sdo enzimas aplicadas no processamento de 6leos e gorduras, uma
vez que 6leos com triacilgliceréis estruturados e propriedades fisico-quimicas alteradas
possuem um grande potencial na industria de alimentos. Lipases tém sido utilizadas
para hidrélise seletiva de acidos graxos, seguida da sintese de novas ligacoes éster,
construindo assim triacilglicerdis com caracteristicas distintas das originais e de
interesse para um dado alimento. Assim, pela acdo de uma enzima lipolitica, um
triacilglicerol que inicialmente constituia-se, por exemplo, dos acidos palmitico-oléico-
estearico, pode tornar-se estearico-oléico-estearico, com modificacdo das propriedades
funcionais do produto (JAEGER; REETZ, 1998; PANDEY et al., 1999).
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Oleos de qualidade inferior poderiam ser modificados para sintetizar
triacilglicerdis estruturados e nutricionalmente importantes como substitutos de
manteiga de cacau, tracilglicerdis de baixas calorias e 6leos enriquecidos com &cido
oléico. Modificagcdes mediadas por lipases, como a interesterificacao, irdo ocupar um
lugar proeminente na industria de 6leos, uma vez que estas modifica¢cdes enzimaticas
sao especificas e podem ser executadas em condicoes de reagdes moderadas
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). Além de preservar a posicao 2 do glicerol,
predominantemente rica em acidos graxos essenciais na maioria dos 6leos vegetais e
de maior biodisponibilidade, por corresponder a posicao mais facilmente absorvida pelo
organismo, na forma de monoacilglicerol (PAQUES; MACEDO, 2006).

A lipase é responsavel pela formacao do aroma distinto no preparo de queijos do
tipo Cheddar, para produzir substitutos de manteiga e outros aditivos usados na
manufatura de cereais, balas, aperitivos e bolos. Hidrolisados deste tipo de gordura tém
sido extensivamente utilizados em cereais, molhos, aperitivos e assados em geral,
resultando em produtos com melhor aroma e maior aceitabilidade pelos consumidores
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; JAEGER; REETZ, 1998).

A hidrdlise seletiva da gordura do leite também é um exemplo de aplicacdo de
lipases. O declinio do consumo per capita de gorduras do leite em diversos paises € a
demanda por leite e derivados com menores teores de gorduras tém aumentado a
necessidade e o interesse do setor industrial em encontrar alternativas para o
aproveitamento destas gorduras (CASTRO; MENDES; SANTQOS, 2004).

Outro campo de aplicacao de lipase, com boa perspectiva de crescimento, é na
industria de panificagdo. O uso de lipase 1,3-especifica tem um excelente efeito
condicionador da massa, facilitando o seu manuseio em maquinas convencionais da
industria de panificagdo. Além disso, aumenta o volume do p&o, melhora a textura do
miolo e confere a0 mesmo uma cor mais branca. Nesta aplicacao, a lipase degrada os
lipideos do trigo, modificando sua interagdo com o gluten, permitindo que o gluten
obtenha uma rede mais forte e mais elastica. Lipases de A. niger, R. oryzae, C.
cylindracea sao atualmente utilizadas na industria da panificagdo (CASTRO; MENDES;
SANTOS, 2004; HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).

Na producao de embutidos fermentados, como o salame, a aplicacéo de lipases
de Rhizomucor miehei apresenta também aspectos econdmicos positivos, uma vez que

proporciona reducdo do tempo de maturacdo, com manutencdo de caracteristicas
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analiticas e sensoriais (PANDEY et al., 1999). As lipases também desempenham um
papel importante nas etapas fermentativas da producdo de embutidos carneos,
determinando mudancas na liberagao de acidos graxos de cadeia longa durante a cura.
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).

A lipase de Staphylococcus xylosus é particularmente importante na producao
de compostos aromaticos muito desejaveis em embutidos carneos. O S. xylosus é
utilizado como cultura iniciadora em embutidos carneos fementados para estabilizar a
cor e contribuir no desenvolvimento do aroma (MARTIN et al., 2005; RANTSIOU et al.,
2005).

Fiorentini (2008) caracterizou linhagens de Staphylococcus xylosus e suas
propriedades tecnologicas e aplicabilidade como cultura iniciadora em produtos
carneos. Entre as propriedades decritas estdo a habilidade em reduzir nitratos e
nitritos, crescimento na presenca de NaCl e NaNO, e atividades positivas de catalase e
lipase, apresentando potencial para uso como cultivos iniciadores em embutidos

fermentados.

1.3.4 Aspectos genéticos e estruturais gerais de lipases

Devido as varias possibilidades de aplicacao das lipases, estas enzimas tém
sido amplamente estudadas. Diversas lipases tiveram suas seqliéncias de nucleotideos
e aminoacidos determinadas e depositadas no banco de dados do NCBI (The National
Center for Biotechnology Information). Em alguns casos, estruturas tridimensionais
também ja estdo disponiveis como as lipases de Bukholderia (Pseudomonas) cepacia,
Pseudomonas glumae, Pseudomonas aeruginosa, Chromobacterium viscosum,
Bacillus stearothermophilus (Figura 1), Bacillus subtilis (TYNDALL et al., 2002).
Recentemente, Tiesinga et al. (2007) apresentaram a estrutura tridimensional da lipase
de Staphylococcus hyicus.

A elucidacgao das estruturas tridimensionais de algumas lipases por cristalografia
de raios X proporciona melhor entendimento a respeito do mecanismo de acao dessas
enzimas. As lipases sado o/B-proteinas, formadas por um dominio de folhas -
pregueadas, dispostas paralelamente, interligadas e circundadas por a-hélices. O sitio
ativo da lipase é formado por uma triade catalitica constituida pelos aminoacidos:
serina, acido aspartico (ou glutamico) e histidina (JAEGER; DIUKSTRA; REETZ,1999).
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O residuo nuclecfilico serina é localizado no C-terminal da fita 5 de um pentapeptideo
GXSXG altamente conservado, formando uma caracteristica principal “B em torno de
a”, designada como a cavidade nucleofilica (CASTRO; MENDES; SANTOS, 2004;
JAEGER; DIUKSTRA; REETZ,1999; TYNDALL et al., 2002 ).

Figura 1 Modelo estrutural da lipase de Bacillus stearothermophilus
Fonte: Tyndall et al. (2002)

Na figura as fitas P sdo representadas por flechas vermelhas e o-hélices como espirais azuis.
Os residuos marcados, da esquerda para a direita, Glu360, Gly286, Pro366 e Asp365 com calcio em
verde, a triade catalitica consiste em Asp317, His358 e Ser311.

O interesse na producao de lipases por Staphylococcus spp. teve origem com a
observacgao da atividade lipolitica das espécies patogénicas (MOSBAH et al., 2006). E
conhecido que o Staphylococcus aureus causa algumas doencas infecciosas tais
como furdnculos, pneumonia, osteomilites e meningites. Desta forma, as lipases de
Staphylococcus spp. sao importantes devido ao envolvimento em alguns processos
patogénicos e devido ao consideravel interesse nas aplicacbes biotecnoldgicas
(MOSBAH et al., 2005; SAYARI et al., 2007).

Varias lipases estafilocécicas tem sido purificadas incluindo as espécies de S.
hyicus, S. aureus, S. epidermidis, S. warneri, S. haemolyticus, S. simulans e S. xylosus
e suas propriedades bioquimicas tem sido estudadas. E a comparacado entre estas
lipases estafilocécicas mostrou importantes diferencas em suas caracteristicas
bioquimicas, tais como seletividade no comprimento da cadeia, especificidade de

substratos e afinidade por ions de calcio (FRIKHA et al., 2008).
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Rosenstein e Goetz (2000) realizaram uma comparacao das sequéncias de
aminoacidos de lipases de Staphylococcus spp. (Figura 2) revelando valores de
similaridade entres as partes maduras apresentando variacdo de identidade de 50 a
81%. Todas as lipases sao similarmente organizadas como pré-pro-proteinas, com pré-
regides correspondendo a um peptideo sinal de 35 a 38 aminoacidos, um pré-peptideo
de 207 a 321 aminoacidos com um carater hidrofilico e um peptideo maduro contendo
383 a 396 aminoacidos. As lipases sao secretadas na forma pr6 e sao posteriormente
processadas a forma madura por proteases especificas (ROSENSTEIN; GOTZ, 2000).

A estrutura tridimensional de lipase de Staphylococcus xylosus nao foi descrita
até o momento, o que compromete o entendimento da relacdo estrutura-fungéo.
Assumindo que as lipases estafilocécicas pertencem a classe das a/B-hidrolases,
Mosbah et al. (2005) propde a comparacdo de seqliéncias de lipases estafilococicas
com as lipases de Burkholderia glumae, para realizar estudo de similaridade entre as
lipases, das quais as estruturas tridimensionais j& sdo conhecidas. Atualmente, €
possivel realizar a comparacao estrutrural de sequéncias de lipases estafilococicas
entre si, pois Tiesinga et al. (2007) descreveram a primeira estrutura tridimensional de

uma lipase de Staphylococcus hyicus.
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Figura 2 - Alinhamento mutliplo de formas maduras de lipases de

Staphylococcus spp.
Fonte: ROSENSTEIN; GOETZ (2000)

Os residuos conservados que provavelmente formam a triade catalitica estdo indicados com o sinal de
(+) acima das sequéncias alinhadas. S. aureus NCTC 8530,SAL-1; S. aureus PS54, SAL-2; S.

epidermidis 9 (GehC),SEL-1; S. epidermidis 9 (GehD),

SEL-2; S. epidermidis RP62A, SEL-3; S.

haemolyticus, SHal; S. hyicus, SHyL; S. warneri, SWL; and S. xylosus, SXL.

Em preto os residuos conservados e em cinza os diferentes.
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1.3.5 Producao e purificacao de lipase recombinante

A obtencdo de proteina purificada a partir da seqiéncia de DNA codante
necessita das seguintes etapas: clonagem do DNA complementar em um vetor de
expressao; expressao da proteina-fusdo contendo cauda de afinidade N-terminal ou C-
terminal; obtencdo da proteina-fusdo; purificacdo da proteina-fusdo em colunas de
afinidade; verificagdo do grau de pureza da proteina obtida.

Para facilitar a purificacao de proteinas, um procedimento utilizado é expressar a
proteina de interesse fusionada a uma cauda especifica que permite sua purificagao
em coluna por cromatografia de afinidade, pois a cauda se liga especificamente a
resina da coluna, retendo a proteina-fusdo. A introducao da cauda de afinidade pode
proporcionar efeitos positivos nas propriedades bioquimicas das proteinas, como por
exemplo, a melhora do rendimento, prevencédo da protedlise, aumento da solubilidade
(ARNAU et al., 2006). No entanto, efeitos negativos também s&o relatados como a
alteracdo na conformacéao da proteina, reducao do rendimento, inibicdo da atividade
biolégica, entre outros. Em funcao disso, é usualmente desejavel remover a cauda de
afinidade apds o processo de purificacdo (ARNAU et al., 2006).

Entre os vetores usados com sucesso para producdo de proteinas-fusao
podemos citar: pGEX (glutationa-S-transferase), pMAL (proteina ligante de maltose),
pET (polihistidina) e pUR (fragmento da B-galactosidase). O pET apresenta como
vantagem uma cauda de polihistidina de pequeno volume, que € a mais popular e
efetiva para estudos de estrutura (ABOLA et al., 2000). Entre os diferentes hospedeiros
para expressar as proteinas heterdlogas podemos citar Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, células de insetos, mamiferos e células
vegetais (ARNAU et al., 2006).

Diversas estratégias tém sido empregadas para purificacao de lipases (GUPTA,;
GUPTA; RATHI, 2004; MACIEL et al., 2004; MOSBAH et al., 2005; SHARMA; CHISTI;
BANERJEE, 2001; VAN KAMPEN et al., 2001;). No entanto, apesar da disponibilidade
de diferentes métodos de purificacdo de proteinas, atualmente a técnica por
cromatografia tem sido utilizada com freqiiéncia devido ao elevado poder de resolucao.
A escolha do tipo de cromatografia depende das caracteristicas biol6gicas e fisico-
quimicas da molécula da proteina como tamanho (cromatografia de filtracdo em gel),

carga elétrica (cromatografia de troca ibnica), bioespecificidade (cromatografia por
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afinidade) e hidrofobicidade (cromatografia de interacédo hidrofébica - HIC) (QUEIROZ;
TOMAZ; CABRAL, 2001).
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1.4 MATERIAL E METODOS

1.4.1 Extracao de DNA total

Foi realizada a extracdo de DNA de uma linhagem de Staphylococcus xylosus
(ATCC 29971) obtida da Fundagcdo André Tosello (Campinas —SP) e de trés linhagens
de Staphylococcus xylosus, isoladas a partir de linglica colonial produzida no Rio
Grande do Sul (FIORENTINI et al., in press) através de protocolo de extragdo descrito
em Khaled et al. (1997), com modificagdes (ANEXO A)

O rendimento e grau de pureza dos DNAs extraidos foram estimados através da
leitura da densidade o6tica (D.O.) nos comprimentos de onda 260 nm e 280 nm em

espectrofotometro (Hitachi modelo U1800).

1.4.2 Amplificacao do gene de lipase de Staphylococcus xylosus

Um fragmento (1158pb) do gene da lipase de S. xylosus foi amplificado
utilizando os iniciadores especificos LIP (Invitrogen Brazil Ltda) desenhados a partir da
sequéncia de lipase (AF208229).

LIP1 5-GCTGCAAAACAAGGACAGTATAA- 3
LIP2 5'-TAAGCATCAAATTGCTCGTTACGA-3'

As reacoes de amplificacdo foram padronizadas em um volume final de 25 pL
contendo tampéao de PCR (20 mM Tris-HCI, pH 8,4, 50 mM KCI), 2 mM MgCl,, 0,2 mM
de cada dNTP, 500 nM de cada iniciador, 1 unidade de Taq DNA polimerase e 50 ng
de DNA molde.

As amplificagbes foram executadas em um Minicycler™ (MJ Research, Inc.
Watertown, MA) com o seguinte programa: desnaturagdo a 95 °C por 5 minutos
seguido de 40 ciclos de 95 °C por 60 segundos, 50 °C por 60 segundos, e 72 °C por 90
segundos; extensao final a 72 °C por 7 minutos, modificado a partir de Morot-Bizot;
Talon; Leroy-Setrin (2003).

O DNA, apés amplificacdo, foi analisado através da eletroforese com uma
corrente de 400 mA e 80 V por 50 minutos em gel de agarose (1,2%), comparando

com padrdo de numero de pares de base de 1 Kb (Invitrogen ou Promega);
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evidenciado com brometo de etidio na concentracao de 0,2 pg/mL. Apés a eletroforese
os géis foram analisados sob luz ultravioleta UV (254 nm) e as imagens digitalizadas
utilizando camera fotografica CANON Powershot A70.

1.4.3 Construcao do pGEMSYX e pGEMS4

Para inserir o fragmento de DNA correspondente a regido codante da lipase
madura de S. xylosus em um plasmideo pET14b (Novagen), o produto da PCR obtido a
partir dos iniciadores LIP1 e LIP2 foi re-amplificado utilizando os iniciadores LIPET para
introduzir os sitios de restricdo para Xhol e BamHI (indicado em negrito). As condicdes
da PCR utilizada foram iguais as descritas para as reacées com os iniciadores LIP1 e
LIP2.

LIPET1 5-TTCTCGAGCAAGGACAGTATAAAAACC-3'
LIPET2 5-TTACGGATCCTCAGTAGGATGATT-3'

Os fragmentos resultantes da reacdo de PCR, com tamanho esperado de
1085pb, foram purificados através da utilizacdo de kit Concert Rapid PCR (Gibco BRL)
e clonados em plasmideo pGEM-T Easy (Promega), resultando em plasmideos
recombinantes pGEMSXY e pGEMS4 correspondente a lipase de referéncia e a
linhagem selvagem, respectivamente. Esses plasmideos foram utilizados na
transformacao de células competentes de E. coli DH5a. Os transformados positivos,
com o gene de lipase, foram utilizados para o seqlenciamento e construcao vetor de

expressao.

1.4.4 Sequenciamento de nucleotideos e analise da sequéncia

O sequenciamento do inserto contido nos plasmideos pGEMSXY (gene clonado
a partir da linhagem ATCC 29971) e pGEMS4 (gene clonado a partir da linhagem
isolada de linguica colonial, Fiorentini et al., in press) foram realizados no Centro de
Biotecnologia da UFRGS-Porto Alegre-RS no equipamento MegaBace1000
(Amersham Biosciences, Piscataway). A comparacdo das sequéncias de lipases
obtidas (Sxy e S4) com a lipase AF208229 DSM 20266 (ROSENSTEIN; GOTZ, 2000)
foi realizada através do Programa Blast e o alinhamento multiplo através do Clustal X

(versao 2.0.9).
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1.4.5 Construcao do vetor de expressao - pET14b_lip

Os plasmideos pGEMSXY e pGEMS4 foram clivados com Xhol/Sall e os
fragmentos inseridos no plasmideo pET14b clivado com Xhol e defosforilado,
resultando nos plasmidios recombinantes pET14b_lip1 e pET14b_lip2, sendo a cepa E.
coliBL21 (DES) pLysS utilizada para para superexpressao da lipase recombinante com
cauda de histidina. A confirmacéo da insercdo em fase, do gene de lipase madura, no
pET14b foi realizada através da digestdo enziméatica utilizando EcoRl. Foi escolhido o
plasmideo recombinante pET14b_lip2 (lipase selvagem) para realizar a expressao da
lipase com cauda de histidina.

1.4.6 Expressao e purificacao de lipase

O pET14b_lip2 foi utilizado para transformar linhagens de E.coli BL21(DES3)
pLysS para serem submetidas a testes de expressdo. Foi inoculado uma colbnia
transformada (choque térmico) em 10 mL de caldo LB (Luria Bertani) suplementado
com 100 ug/mL de ampicilina e 50 ug/mL de cloranfenicol e incubados a 37 °C por 12
a 15 horas. As culturas foram inoculadas em 250 mL de caldo LB e incubados a 37 °C
até atingirem uma DOgg de 0,8. Foi adicionado 1 mM (concentragao final) de isopropil
b-D-tiogalactopiranosida (IPTG), a inducao aconteceu em temperaturas de 30 °C por 5
horas. Apo6s a inducao, células foram recolhidas por centrifugacao (4 °C, 3000 g, 15
min.) e o precipitado celular foi lavado com fosfato de sdédio (50 mM, pH 8,0). As
células foram ressuspendido em de tampéao de ligacao (50 mM fosfato, 300 mM NacCl,
10 mM imidazol, pH 8,0) e PMSF (concentragéo final 1 mM) e entdo foi realizada a
lise celular em desmembrador sénico Fischer 100 (7 ciclos a 10 W por 20 s com 30 s
de intervalo). O lisado foi entdo centrifugado (4 °C, 10.000 g, 20 min.) para separacao
do sobrenadante, contendo as proteinas soluveis. O extrato bruto contendo a lipase
recombinante foi injetado na coluna Ni-NTA (QIAGEN) previamente equilibrada com o
tampéo de ligacao e purificada de acordo com as orientagdes do fabricante. A lipase
recombinante foi eluida com 5 mL de tampéao de elui¢cdo (50 mM fosfato, 300 mM NaCl,
250 mM imidazol, pH 8,0) e coletadas fragdes de 0,5 mL. Pureza e massa molecular
aparente foram determinadas por eletroforese SDS-PAGE em géis contendo 10% de
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poliacrilamida de acordo com o protocolo (LAEMMLI, 1970) utilizando sistema Bio-Rad
Mini-PROTEAN®. A concentragdo de proteina foi determinada utilizando sistema Bio-
Rad utilizando BSA como padrao.

1.4.7 Determinacao da massa molecular da lipase recombinante na forma nativa
por filtracao em gel

A massa molecular aproximada da lipase nativa foi estimada por filtracdo em gel
(Superdex 200 Prep Grade - GE Healthcare) conectado a um sistema AKTA (GE
Healthcare). A coluna foi equilibrada com tampao Tris 20 mM (pH 8,0) contendo 500
mM NaCl, 5 mM DTT, 10% de glicerol e calibradas com: tireoglobulina, 669 kDa;
apoferritin, 443 kDa; AN, 200 kDa; alcool desidrogenase, 150 kDa; BSA , 66 kDa;
anidrase carboénica, 29 kDa (VERNAL et al., 2007). A proteina selvagem foi eluida com

0 mesmo tampao.

1.4.8 Determinacao da atividade de lipase recombinante da linhagem selvagem
S4

A atividade enzimatica foi determinada através de espectrofotometria de acordo
com van Kampen et al. (2001) utilizando p-nitrofenil butirato (pNPC4) e p-nitrofenil
palmitato (pNPCis) como substratos, ambos da marca Sigma. A liberacdo de p-
nitrofenol foi continuamente monitorada a 400 nm (espectrofotobmetro HITACHI U2010)
por 5 min a temperatura ambiente. Para realizar a reacdo, uma solucao estoque de 20
mM e 100 mM de pNPC4 e pNPC16, respectivamente, foi preparada em isopropanol. A
solucdo de reacao consistiu de 135 4L da solucédo estoque em 10 mM de CaCl; e 50
mM Tris-HCI pH 8,0 diluidos em um volume final de 2,95 mL de isopropanol. Em
seguida, foram adicionados 50 ulL de lipase recombinante purificada para cada
amostra. O coeficiente de absortividade molar para o p-nitrofenol utilizado foi de 16,888
M'ecm™ (VAN KAMPEN et al., 2001). Uma unidade de lipase foi definida como a

quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de p-nitrofenil por minuto.
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1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir de trés cepas de Staphylococcus xylosus (Q3, R1 e S4) isoladas de
lingUica colonial (FIORENTINI et al., in press), e da linhagem padrao Staphylococcus
xylosus ATCC 29971 (SXY) foi realizada a extragédo de DNA e o fragmento do gene da
lipase (AF208229) foi amplificado utilizando iniciadores designados como LIP1/LIP2
(Figura 3). Para inserir o fragmento de DNA correspondente a regido codante da lipase
madura de S.xylosus em um plasmidio pET, o produto da PCR foi amplificado
utilizando os iniciadores LIPET para introduzir os sitios de restricdo para Xhol e BamHI

nos fragmentos do gene da lipase (Figura 4).

125 3 ad S 6 a8 gl

‘od
"y
1000pb - -

Figura 3 — Amplificacdao com iniciadores LIP1 E LIP2 de DNA de S. xylosus
1 Controle negativo, 4gua; 2 Padréo de pares de base del1 Kb; 3 Controle positivo, S. xylosus ATCC

29971; 4 Linhagem Q3; 5 Linhagem R1; 6 Linhagem S4; 7 a 10 repeticdo das canaletas 3, 4, 5 e 6
respectivamente, com maior concentragdo de DNA
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Figura 4 — Amplificacao com iniciadores LIP1/LIP2 e LIPET1/LIPET2 de DNA de S.
xylosus

1 Controle negativo, agua; 2 Padrdo de pares de base de 1 Kb; 3 Controle positivo, ATCC 29971 com
iniciadores lip; 4 sem amostra ; 5 Controle positivo, ATCC 29971 com iniciadores lipet

Um fragmento de 1158 pb foi amplificado utilizando o DNA gendmico da linhagem
S. xylosus ATCC 29971, (SXY) e DNA da linhagem de S. xylosus isolada de lingtica
colonial, S4 (selvagem). Este fragmento de 1158 pb corresponde a regido codificadora
da lipase madura (ROSENSTEIN; GOTZ, 2000), incluindo os sitios de restrigao
adicionados.

Os produtos da PCR correspondentes a regidao do gene que codifica a lipase
madura SXY e S4 foram clonados e seqtienciados, revelando 1085 pb de nucleotideos
em cada seqliéncia (Anexos B e C). A sequéncia de polipetideos traduzidos,
correspondentes a parte madura da proteina, compreende 361 aminoacidos (Figura 5)
com a massa molecular calculada em 40,75 kDa para a lipase SXY e 40,95 kDa para a
lipase S4. As seqliéncias obtidas (SXY e S4) apresentaram homologia de 99% com o
gene de lipase de S.xylosus AF208229 isolada da linhagem DSM 20266
(ROSENSTEIN; GOTZ, 2000).
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A comparacdo das sequUéncias de aminoacidos das lipases S4 (linhagem
selvagem) e AF208229 (linhagem DSM 20266) revelou que apenas o0s residuos lisina
(46) e a Glicina (361) sao diferentes. Quando lipase AF208229 foi comparada com a
lipase de ATCC 29971, foram encontradas diferencas nos residuos 59, 136, 137, 162,
220, 223, 243, 357 e 361.
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Figura 5 - Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos parte madura da lipase das

linhagens Sxy (ATCC) e S4 (selvagem) com a sequéncia AF208229

Sao indicados em negrito os aminoacidos SER, ASP e HIS que formam a triade catalitica. O alinhamento
multiplo foi realizado através do programa CLUSTAL X (verséo 2.0.9)
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A atividade das lipases é dependente de um sistema de substituicdo de carga que
envolve a triade ativa Ser-Asp/Glu-His, chamada triade catalitica (JAEGER et al.,
1999). Além disso, o residuo ativo de serina € comumente encontrada no sequéncia
altamente conservada Gly(Ala)-X-Ser-X-Gly (JAEGER et al., 1999). Apesar das
diferencas indicadas, a triade catalitica formado por Ser-Asp-His foi encontrada nos
residuos 115, 308 e 347, respectivamente. Nucledfilo Ser-115 foi encontrado na
seqUéncia Ala-113, His-114, Ser-115, Met-116, Gly-117, que formam a seqliéncia
consenso Gly(Ala)-X-Ser-X-Gly, apesar do primeiro residuo Gly ser um residuo na
lipase de S. xylosus.

Mosbah et al. (2005) clonaram e expressaram a lipase AF701336 da linhagem S.
xylosus que apresentou a completa seqiéncia consenso Gly(Ala)-X-Ser-X-Gly.

1.5.1 Construcao do vetor de expressao - pET14b_lip

Para realizar a expressado da lipase, os fragmentos correspondentes a regiao
madura da lipase foram clivados Sall/Xhol dos plasmidios pGEMSxy e pGEMS4 e
inseridos em fase no sitio Xhol do plasmidio pET para expressar em E.coli as
proteinas-fusado lipase contendo a cauda de histidina N-terminal. A proteina de fuséo
deduzida com cauda N-terminal de histidina inicia com:
MGGSHHHHHHSSGLVPAGSHMLEQGQYKNQD, na qual Q24 corresponde a Q2 da
forma madura da lipase de S. xylosus e termina com DSNHPTEDP*, na qual E
corresponde ao E362 da lipase madura. Os plasmideos recombinantes resultantes
foram denominados de pET_lip1 e pET_lip2.

1.5.2 Expressao e purificacao de lipase

Apenas o plasmideo pET lip2 (lipase selvagem) foi introduzido em cepas E. coli
BL21 (DE3) para expressar a lipase recombinante. Diferentes condicbes foram
testadas para expressdo da lipase, sendo que a melhor expressdao ocorreu na
temperatura de 30 °C por 5 h com 1 mM isopropil B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG), o
que foi confirmado por uma banda de aproximadamente 37 kDa na analise de SDS-
PAGE (Figura 6). Lipase recombinante foi entdo purificada através de uma coluna de
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afinidade de niquel, a partir de um homogeneizado células lisadas. A proteina-fusao

ligada a resina foi eluida com 250 mM de imidazol.

25 kDa——»| —

Figura 6 - SDS-PAGE de lipase recombinante de linhagem selvagem S4 de
S.xylosus purificada em coluna de Ni-NTA

Canaleta 1: extrato bruto; Canaleta 2: marcador de pares de base; Canaleta 3: eluato 6; Canaleta 4:
eluato 7; Canaleta 5: eluato 8; Canaleta 6: eluato 9; Canaleta 7: eluato 7; Canaleta 8: lipase apos a
filtracdo em gel.

1.5.3 Determinacado da massa molecular por filtracao em gel da lipase
recombinante em forma nativa

A mobilidade eletroforética da lipase selvagem foi coerente com a massa
molecular obtida teoricamente (42,8 kDa), prevista para todo o comprimento da
proteina recombinante. O estado monomérico da lipase selvagem foi determinado
através da comparacao de seu perfil de eluicdo na coluna filtracado em gel com outras
proteinas (Figura 7). O resultado mostra que a lipase selvagem elui em 84,4 mL, entre
o volume de eluicdo anidrase carbénica (89,7 mL, 29 kDa) e BSA (75,6 mL, 66 kDa).
Este resultado sugere que a lipase recombinante da linhagem selvagem nativa é um
monomero de 38,5 kDa.

A lipase de S. xylosus isolada por Mosbah et al. (2005) é uma proteina
monomérica de 45 kDa. Ao contrario de outras lipases estafilocécicas descritas
previamente, que apresentaram propriedades de formar agregados sob condicdes
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nativas, estas duas lipases de S. xylosus apresentaram-se como proteinas

monomeéricas.
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Figura 7- Cromatografia de filtracao em gel da lipase de S. xylosus (Superdex
200 Prep Grade)

Marcadores moleculares séo indicados pelas setas (A — F). (A) tireoglobulina (51,13 mL, 669 kDa); (B)
apoferritin  (56,97mL, 443 kDa); (C) B-amilase (63,67mL, 200 kDa); (D) &lcool desidrogenase (68,98mL,
150 kDa); (E) BSA (75,65 mL, 66 kDa); (F) anidrase carbonica (89,50 mL, 29 kDa). Volume de eluigéao de
lipase native de S. xylosus foi de 84,4 mL

1.5.4 Determinacao da atividade da lipase recombinante da linhagem selvagem
S4

A atividade especifica da lipase selvagem foi determinada de acordo com van
Kampen et al. (2001) pelo monitoramento em 400 nm da produgédo de p-nitrofenol a
partir da hidrélise de pNPC4 e pNPC1s. A linhagem da lipase selvagem apresentou alta
atividade especifica para ambos substratos, entretanto para a atividade pNPCie, a
atividade foi maior do que para pNPC4 (Tabela 3).

A lipase de S. xylosus apresentada por Mosbah et al. (2005), purificadas a partir
do sobrenadante da cultura apresentaram atividades especificas de 1900 U / mg
usando tributirina e o6leo de oliva como substratos. Esta lipase, foi clonada e
expressada em E. coli BL21 (DE3) com pET-14b, como vetor expressao (MOSBAH et
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al., 2006). A lipase recombinante mostrou atividades especificas de 1500 U/mg e 850
U/mg, usando tributirina e 6leo de oliva como substratos, respectivamente.

Algumas lipases estafilocécica, como por exemplo S. epidermidis (SEL3), S.
haemolyticus (Shal), S. aureus (SAL1) hidrolisam preferencialmente substratos de
cadeia curta, soliveis em agua (ROSENSTEIN e GOTZ, 2000; VAN KAMPEN et al.,
2001). Entretanto, a lipase de S. xylosus apresentada neste trabalho parece preferir
substratos de cadeia longa. Isto pode ser devido ao fato de esta lipase ter sido isolada
a partir de uma linhagem isolada de uma linguica fermentada naturalmente, onde
predominam lipidios com &cidos graxos de cadeia longa (BAGGIO; BRAGAGNOLO,
2008; BIANCHI et al., 2007; DI CAGNO et al. , 2007; VISESSANGUAN et al., 2006).

Tabela 3 - Atividade especifica da lipase de S. xylosus utilizando pNPC4 e
pNPC16 como substratos

Concentracao da proteina Atividade especifica (U/mg)
Eluatos (ug/mL) PNPC4 PNPC1g
1 258,4 34 174
2 325,1 32 185
8 41,7 559 2.829
9 35,1 539 2.936
10 32,8 555 3.419

Atividade especifica foi determinada pelo acompanhamento da liberacao de p-nitrofenol em 400 nm de
acordo com van Kampen et al. (2001).
Os valores sao uma média de 3 medidas.

A modificacdo de 6leo e gorduras € uma das areas mais promissoras na
industria de alimentos. Oleos de interesse nutricional, com triglicerideos estruturados
intencionalmente, tém um grande potencial no processamento de alimentos (PIRES-
CABRAL E FERREIRA-DIAS, 2008). Lipases bacterianas com caracteristicas de
especificidade podem ser utilizadas para modificar 6leos e gorduras intencionalmente,
desde que as modificagdes enzimaticas sejam especificas e possam ser realizadas em
condicbes moderadas de reacdo (Hasan e Hameed, 2006). A lipase selvagem de S.

xylosus pode ser util na modificacao de lipidios com acidos graxos de cadeia longa.
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1.6 CONCLUSOES

No presente estudo os genes que codificam lipases de S. xylosus (Sxy e S4)
foram clonados em E. coli DH5a e a proteina-fusao (lipase selvagem - S4) foi expressa
em E. coliBL21 (DES3) pLysS, com sucesso.

A caracterizacdo molecular dos genes mostrou que as seqléncias de
aminoacidos obtidas a partir das linhagens de S. xylosus (Sxy e S4), apresentam
homologia de 99% quando comparados com o gene de lipase de S. xylosus AF208229.

O sequienciamento dos genes também revelou que a triade catalitica composta
de Ser-Asp/Glu-His apresenta-se conservada nas linhagens estudadas.

A proteina-fusdo purificada em resina Ni-NTA apresentou alta atividade
especifica para p-nitrofeniloutirato (pNPC4) e p-nitrofenilpalmitato (pNPCss), sendo
aparentemente mais ativa em substrato de cadeia longa (C1s) podendo ser utilizada na
modificacdo de 6leos e gorduras, area de grande potencial no processamento de

alimentos.
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Anexos

ANEXOS

A) Protocolo de extracao de DNA

Segundo KHALED et al. (1997), com modificacdes

A partir de uma cultura de 10 mL de Staphylococcus xylosus, incubada por 18
horas a 35 °C, uma aliquota de 1,5 mL foi centrifugada por 10 minutos a 6000 g, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 400 pL de caldo TE (10
mM Tris, pH7,6 e 1 mM EDTA). Em seguida foi adicionado 10 uL de RNAse (20mg/mL)
e a solucao foi incubada por 30 minutos a 37 °C. Apds periodo de incubacéao, foi
adicionado 20 uL de solucao proteinase K (20 mg/mL) e 20 uL de Sodium Dodecyl!
Sulfate- SDS a 10%. A mistura foi incubada em banho-maria a 55 °C por 30 minutos ou
até haver a lise das células e clarear. A solucao foi resfriada em banho de gelo e a fase
aquosa foi extraida com igual volume de Fenol:Cloroférmio:Alcool isoamilico (25:24:1),
seguido de duas extragées com Cloroférmio:Alcool isoamilico (24:1). Apés a lavagem
para retirada de interferentes e residuos de fenol, a fase aquosa foi transferida para
novo microtubo com igual volume de isopropanol a temperatura ambiente para
precipitacdo de DNA com homogeneizacao e centrifugacao por 5 minutos a 6.000 g; o
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1 mL de etanol 70%. Apds foi
realizada a centrifugacao por 2 minutos a 6.000 g. A secagem ocorreu em temperatura
ambiente por aproximadamente 1 hora ou em estufa 30 °C por 20 minutos. O
precipitado de DNA foi ressuspendido em 50 yL de tampéao TE (10 mM TRIS10 - pH
7,6 e 1 mMEDTA) e colocado em geladeira por uma noite antes de estocar a — 20 °C.
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B)Sequiéncia de nucleotideos da lipase Sxy e traducao da sequéncia de
aminoacidos

caaggacagtataaaaaccaagatcctatcattttagtgcatggtttcaatggctttact 60
O G QY K N 0 DP I I L V HG F N G F T 20
gatgatattaatccagcggtattagctcattattggggtggagataaattgaatatccge 120
b DI NP A V L A HY W G G D K L N I R 40
caagatttagaaagtaatggttatgaaacatacgaagcgagcgttggtgcattaggtagt 180
Q b L E SN G Y E T Y E A S V G A L G s 60
aactacgatcgtgccgttgagectttattactatattaagggtggcacggtagattatggt 240
N Y D RAV EL Y Y Y I K G G T V D Y G 80
gcagcccatgctgagaagtacggtcatgaacgttatggtaaaacatatgaaggtgtatat 300
A A H A E K Y G HE R Y G K T Y E G V Y 100
aaagattggcaaccaggtaaaaaagttcacttagtggctcatagtatgggtggacaaaca 360
K D W Q P G K KV HL V A H S M G G Q T 120
gtgagacaacttgaagaattattgcgtaacggtaatcaagaagaactaggatatcaaaaa 420
V R ¢ L E E L L R N G N Q E E L G Y Q K 140
gaacatggcggtgagatttctccactattccaaggcaataacgataatatggtgaattca 480
E H G G E I S P L F Q G N N DN MV N S 160
attgctactattggtacgcctcataatggtacacatgctgcagatgcattaggtaatgag 540
I A T I G T P H N G T H A A D A L G N E 180
gcgatagttagacaattagcatttgattacgccaaattcaaaggtaataaaaactcaaaa 600
A I V R Q L A F DY A K F K G N K N S K 200
gtagattttggttttggccagtggggtcttaaacagagagaaggagaaacgtacgctcca 660
vV D F G F G Qg W G L K Q R E G E T Y A P 220
tacgtacaccgcgttcaaaatagcggattatggaaaacagaagacaacggattttatgat 720
Yy vV H RV Q N S G L W K T E D N G F Y D 240
ttggctagggaaggtgctgctaaattaaataaaaacacatcgttaaaccctaacattgte 780
L A R E G A A KL N KN T S L N P N I V 260
Tataaaacatacactggagaatcaacaagacctactttgtttggcaatcaaaaatccgat 840
Yy K T vy T G E S T R P T L F G N Q K S D 280
gttaatttgttcctaccatttactgtaacgggtaatgtaattggcaaagctgcagaaaaa 900
vV N L F L P F T V T G N V I G K A A E K 300
gaatggcgtgaaaatgacggcttagtctctactatttcatcacaacatccatttaatcaa 960
E wW R E N D G L V S T I S S Q H P F N QO 320
gcctttatagaagctacggacgaagtgaaaaaaggtgtatggcaagtgactccaattaaa 1020
A F I E A T D E V K K G V W Q VvV T P I K 340
cacggttgggaccatgtagattttgttggtcaagattctactgactcaattcatcctact 1080
H G W D H V D F V G Q DS T D S I H P T 360
ggga 1085
E 361
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C)Seqiiéncia de nucleotideos da lipase S4 e traducdao da sequéncia de
aminoacidos

caaggacagtataaaaaccaagatcctatcattttagtgcatggtttcaatggctttact 60
Q G QY K N Q9 DP I I L V HG F N G F T 20
gatgatattaatccagcggtattagcccattattggggtggagataaattgaatatccge 120
D DI N P A V L A HY W G G D K L N I R 40
caagatttagaaagtaagggttatgaaacatacgaagcgagcgttggtgcattaagtagt 180
¢ b L E S K G Y E T Y E A S V G A L S s 60
aactacgatcgtgccgttgagectttattactatattaagggtggcacggtagattatggt 240
N Y DR AV E L Y Y Y I K G G T V D Y G 80
gcagcccatgctgagaagtacggtcatgaacgttatggtaaaacatatgaaggtgtatat 300
A A H A E K Y G HER Y G K T Y E G V Y 100
aaagattggcaaccaggtaaaaaagttcacttagtggctcatagtatgggtggacaaaca 360
K D W Q P G K KV HL V A H S M G G Q T 120
gtgagacaacttgaagaattattgcgtaacggtaatcaagaagaaatagaatatcaaaaa 420
vV R ¢ L E E L L R N G N Q E E I E Y Q K 140
gaacatggcggtgagatttctccactattccaaggcaataacgataatatggtgaattca 480
E H G G E I §$ P L F Q G N N D N M V N S 160
attactactattggtacgcctcataatggtacacatgctgcagatgcattaggtaatgag 540
I T T I G T P H N G T H A A D A L G N E 180
gcgatagttagacaattagcatttgattacgccaaattcaaaggtaataaaaactcaaaa 600
A I V R Q L A F DY A K F K G N K N S K 200
gtagattttggttttggccagtggggtcttaaacagagagaaggagaaacgtacgctcaa 660
v D F G F G Q W G L K Q R E G E T Y A Q 220
tacgtacaacgcgttcaaaatagcggattatggaaaacagaagacaacggattttatgat 720
Y v ¢ R V. ¢ N S G L wW K T E D N G F Y D 240
ttgactagggaaggtgctgctaaattaaataaaaacacatcgttaaaccctaacattgtc 780
L T R E G A A KL N KN T S L N P N I V 260
tataaaacatacactggagaatcaacaagacctactttgtttggcaatcaaaaatccgat 840
Yy K T vy T 6 E S T R P T L F G N Q K S D 280
gttaatttgttcctaccatttactgtaacgggtaatgtaattggcaaagctgcagaaaaa 900
vV N L F L P F T V T G N V I G K A A E K 300
gaatggcgtgaaaatgacggcttagtctctactatttcatcacaacatccatttaatcaa 960
E W R E N D G L VvV S T I S S Q H P F N Q 320
gcctttatagaagctacggacgaagtgaaaaaaggtgtatggcaagtgactccaattaaa 1020
A F I E A T D E V K K G V W O Vv T P I K 340
cacggttgggaccatgtagattttgttggtcaagattctactgactcaaatcatcctact 1080
H G W D H V D F V G 0 D S T D S N H P T 360
ggga 1085
E 361
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D) Mapa do plasmideo com inserto

EcoRI - 5791 - G'AATT C

BamHI - 5279 - G'GATC_C
EcoRI - 52535 - G'AATT C
BamHI - 5235 - G'GATC _C

EcoRI - 4630 - G'AATT C
Ndel - 4440 - CA'TA_TG

Xhol - 4152 - C'TCGA_G
Sitio de Insercio - 4152
Ndel - 4147 - CA'TA_TG
Neol - 4087 - C'CATG_G
Xbal - 4048 - T'CTAG A

Sall - 3708 - G'TCGA_C

New DNA entry, 2730 bp. (LINEAR)

Oligonucleotide priming analysis 6/12/2005
PDRAW32 revision 1.1.88

Database containing 4 oligonucleotides.

LenPr = 3' anealing length.

MaxMM = maximum # mismatch with in LenPr

Minimum TM set to 40 °C

[primer] = 300 nM

[NaCl + KC1l] = 50 mM, [MgCl,] = 1 mM

[Glycerol] = 1 %, [Formamide] = 0 %, [DMSO] = 0 %
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhdk

lipl
Tm = 56, 9°C
Length = 23, LenPr = 23, MaxMM =1
5'-GCTGCAAAACAAGGACAGTATAA-3'
GCTGCAAAACAAGGACAGTATAA priming site at position 1550 forward
Tm = 56,9°C. Tpcr = 52,6°C.

lip2
Tm = 58, 6°C
Length = 24, LenPr = 24, MaxMM = 1
5'-TAAGCATCAAATTGCTCGTTACGA-3'

TAAGCATCAAATTGCTCGTTACGA priming site at position 2661 revers
Tm = 58,6°C. Tpcr = 53,1°C.

Lipl/lip2: fragmento de 1158 pb

lipetl
Tm = 47,5°C
Length = 19, LenPr = 19, MaxMM = 5
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5'-CAAGGACAGTATAAAAACC-3'
CAAGGACAGTATAAAAACC priming site at position 1555 forward

Tm = 47,5°C. Tpecr =

lipet2

Tm =

Length =

4

9,3°C
17,

LenPr =

49,8°C.

5'-TCCTCAGTAGGATGATT-3"'
TCCTCAGTAGGATGATT priming site at position 2605 revers

50, 3°C.

15, MaxMM = 1

5'-TTCTCGAGCAAGGACAGTATAAAAACC-3'

5'-TTACGGATCCTCAGTAGGATGATT-3'

Tm = 49,3°C. Tpcr =
lipetl
Xhol
LENGTH = 27
lipet2
* BamHI
Length = 24

lipetl/lipetl: Fragmento de 1101 pb

1 AAAATACATT TTGGAAAAGA TAGAAATAAA TTATTTATGC TATGGTACTA

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

CTTAATTAAA

AACTTATATA

AATTGTGCGT

TAGTAGAATC

AGATATTTTT

CTCAATGAAT

TTTTATAGGT

TCATCTAGTT

TTAGAGGTGT

ATTTGCTGTC

F AV

ATGTAGAGAC
VvV E T

ACACAAGTAC
T Q@ VvV @

AGTGAATGAC
V N D

ATGATGAAAA
D E K

TTTATTTTAC

GCATTAAAAA

AATTTAGTTG

TAATTAAATT

TAATAATTTA

GTAAGCGCTT

AAATTTTTTG

TTTCCTTTTA

TGTATATGGA
M E

GGCGCTTCTT
G A S S

TGTAAAAGCT
V K A

AAAGTGGGAA
S G N

AATACAAATA
N T N T

AGACAATCAA
D N Q

CAGTAGTTAT

TTCTCGTTCT

TAATCGGTTA

ATTTATTGAA

CTGAAAATTC

TCTTTGGGAA

AACTATTACC

GTTAAATTGT

GAATAAACGA
N K R

CAATTTTAAT
I L I

GCTGAAGAAA
A E E N

TCATTTGGGA
H L G

CACCGGTTAA
P V N

GCAACTCATA
A T H T

CGTGTTGATA

AAACGCTGCG

TTGACTAGAA

AGTTTTTAGT

TTTTGATAAA

GGGGTGAGTG

GCGTTTTATC

GTTTTAAAAA

AATAAGTATA
N K Y S

TGGCTCGTTA
G S L

ATAATCAAAG
N Q s

GATGATGAAC
D D E H

TGATGATAAA
D D K

CTAGCTTACA
S L H

TTCATAGTGC

AGAATTTTTT

GTAGTTTTTT

TGTTAATTAT

TAAAATTTTT

GTATGAAAGC

ATTAACTTTT

TCAAGAAAAT

GTATACGTAA
I R K

TTATTTTTGA
L F L N

TGAAGTGGAC
E V D

ATCAAAATTT
0 N L

ACACAAGTGA
T Q V N

TAAAGATCAA
K D Q

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame
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751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

CAAGATACGA
Q DT N

ATTTAATGAA
F N E

CAGAATATAA
E Y N

GATCCAGAAT
D P E Y

AGTAGATCCA
vV D P

CAGAAGTAGA
E V D

CAGTCAGAAG
Q S E V

AGATCAGTCA
D Q S

AGCAAGACCA
Q D 9

AAAGAACAAG
K E Q D

AGAACAAGAA
E Q E

TAGAAAACAG
E N S

ATAAAAGAGA
I K E S

CGATTCTGAA
D s E

TGAAAGAAAA
K E N

GAAAAAGCGA
E K A N

AAACCAAGAT
N Q D

ATATTAATCC
I N P

ATCCGCCAAG
I R Q D

TGGTGCATTA
G A L

ATACTAAAGT
T K V

GCAGATAAAG
A D K D

TGCAAAAGAT
A K D

ATAATGCAAA
N A K

GAATATAATG
E Y N A

TCCAGAATAT
P E Y

TAGATCCAGA
D P E

GAAGTAGATC
E VvV D P

GTCAGAAGTA
S E V

ATCAGTCAGA
Q0 S E

AATCATGTAG
N H V D

TCAGCCCGCA
QO P A

GCACATCTTT
T S F

CAAGATGATG
Q D D D

TGCTGTAGCA
A V A

ATGAACAACC
E Q P

CCTATCATTT
P I I L

AGCGGTATTA
A V L

ATTTAGAAAG
L E S

AGTAGTAACT
S S N Y

TAACGACTCA
N D S

ATAAAGAGCA
K E O

AAAGCGAAAG
K A K E

AGATAAAGCG
D K A

CAAAAGATAA
K D K

AACGCAAAAG
N A K D

ATATAACGCA
Y N A

CAGAATATAA
E Y N

GATCCGGAAT
D P E Y

AGTAGATCCG
vV D P

ATCATAAAGA
H K D

TTAAATGAGC
L N E R

CGATAAATTA
D K L

ACAGTAATCC
S N P

ACGCCGAAGA
T P K N

TAATAAAGCT
N K A

TAGTGCATGG
V H G

GCTCATTATT
A H Y W

TAATGGTTAT
N G Y

ACGATCGTGC
D R A

ACAGATAAAG
T D K V

AGACCAAGCA
D Q0 A

AACAAGATCA
Q@ D 0

AAAGAACAAG
K E Q D

AGCGAAAGAA
A K E

ATAAAGCGAA
K A K

AAAGATAAAG
K D K A

CGCAAAAGAT
A K D

ATAACGCAAC
N A T

GAATATAACG
E Y N A

TGCTAATCAA
A N Q

GTGTTAAAAA
V K N

CCGAATCAAA
P N Q T

TGACAAAGCA
D K A

ACCAAACGCA
9 T ©

GCAAAACAAG
A K Q G

TTTCAATGGC
F N G

GGGGTGGAGA
G G D

GAAACATACG
E T Y E

CGTTGAGCTT
vV E L

TAGATCCGGA
D P E

GAAGTAGATC
E V D P

GTCAGAAGTA
S E V

ATCAGTCAGA
Q S E

CAAGACCAGT
9 D 9 s

AGAACAAGAT
E Q D

CGAAAGAACA
K E O

AAAGATAAAG
K D K E

AGATAAAGCG
D K A

CAACAGATAA
T D K

AATAAAATGC
N K M L

TGATAATAAT
D N N

CTGCAAACCA
A N H

TTAAATACGT
L N T L

ACAAAATGTA
O N V

GACAGTATAA
0 Y K

TTTACTGATG
F T D D

TAAATTGAAT
K L N

AAGCGAGCGT
A S V

TATTACTATA
Y Y Y I

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame
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1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

TTAAGGGTGG
K G G

CATGAACGTT
H E R Y

AGGTAAAAAA
G K K

GACAACTTGA
0 L E

CAAAAAGAAC
O K E H

TAATATGGTG
N M V

ATGCTGCAGA
A A D

GATTACGCCA
D ¥ A K

TGGCCAGTGG
G Q W

TACAACGCGT
O R V

TATGATTTGA
Y D L T

AAACCCTAAC
N P N

CTTTGTTTGG
L F G

GTAACGGGTA
V T G N

TGACGGCTTA
D G L

TTATAGAAGC
I E A

ATTAAACACG
I K H G

CTCAAATCAT
S N H

AAGATTTAGT
D L V

TAATAAGGGA

CACGGTAGAT
T V D

ATGGTAAAAC
G K T

GTTCACTTAG
V H L V

AGAATTATTG
E L L

ATGGCGGTGA
G G E

AATTCAATTA
N S I T

TGCATTAGGT
A L G

AATTCAAAGG
F K G

GGTCTTAAAC
G L K Q

TCAAAATAGC
O N s

CTAGGGAAGG
R E G

ATTGTCTATA
I VvV Y K

CAATCAAAAA
N QO K

ATGTAATTGG
v I G

GTCTCTACTA
v 8§ T I

TACGGACGAA
T D E

GTTGGGACCA
W D H

CCTACTGAGG
P T E E

TCGTAACGAG
R N E

GGTAATGATT

TATGGTGCAG
Y G A A

ATATGAAGGT
Y E G

TGGCTCATAG
A H S

CGTAACGGTA
R N G N

GATTTCTCCA
I s P

CTACTATTGG
T I G

AATGAGGCGA
N E A I

TAATAAAAAC
N K N

AGAGAGAAGG
R E G

GGATTATGGA
G L W K

TGCTGCTAAA
A A K

AAACATACAC
T Y T

TCCGATGTTA
S D V N

CAAAGCTGCA
K A A

TTTCATCACA
S S Q

GTGAAAAAAG
V K K G

TGTAGATTTT
V D F

AGTTACAACA
L o @

CAATTTGATG
Q F D A

ATGACTGGAG

CCCATGCTGA
H A E

GTATATAAAG
V Y K D

TATGGGTGGA
M G G

ATCAAGAAGA
Q E E

CTATTCCAAG
L F Q G

TACGCCTCAT
T P H

TAGTTAGACA
V R ©Q

TCAAAAGTAG
S K V D

AGAAACGTAC
E T Y

AAACAGAAGA
T E D

TTAAATAAAA
L N K N

TGGAGAATCA
G E S

ATTTGTTCCT
L F L

GAAAAAGAAT
E K E W

ACATCCATTT
H P F

GTGTATGGCA
vV W 0

GTTGGTCAAG
vV G Q@ D

GTTTTGGCAC
F W H

CTTAAATAAA

GAAGTACGGT
K Y G

ATTGGCAACC
W Q P

CAAACAGTGA
O T V R

AATAGAATAT
I E Y

GCAATAACGA
N N D

AATGGTACAC
N G T H

ATTAGCATTT
L A F

ATTTTGGTTT
F G F

GCTCAATACG
A Q Y V

CAACGGATTT
N G F

ACACATCGTT
T S L

ACAAGACCTA
T R P T

ACCATTTACT
P F T

GGCGTGAAAA
R E N

AATCAAGCCT
N Q A F

AGTGACTCCA
v T P

ATTCTACTGA
S T D

AATTTAGCAG
N L A E

AATTGAATTA
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CAPITULO Il

Deteccao de genes de enterotoxinas de estafilococos coagulase positiva
isolados de produtos de origem animal comercializados em Santa Catarina



Capitulo 2 — Introducéo

2.1 INTRODUCAO

A importancia dos produtos de origem animal como alimentos basicos para a
populacao é muito conhecida, e assumindo uma dimensao social dificiimente superada
por outros setores produtivos, pois garantem a sustentabilidade de muitas regides
brasileiras, a exemplo da regidao Oeste de Santa Catarina.

A linglica colonial e o queijo colonial sdo produtos de grande aceitacdo na
regido sul do Brasil, especialmente por fazerem parte da gastronomia de origem
italiana e alema e também pela cultura na produgdo de suinos e gado leiteiro em
pequenas propriedades, para o consumo domiciliar ou para a comercializacao.
Tradicionalmente, a linglica e o queijo colonial sdo produzidos de maneira artesanal,
no préprio domicilio ou em pequenas agroindustrias, sendo comercializado em feiras
livres, supermercados e bancas de produtos coloniais localizadas ao longo de rodovias.

Da mesma forma que cresceu a produgdo e o consumo destes derivados, tém
crescido no Brasil e em muitos paises em desenvolvimento as exigéncias do
consumidor por qualidade, em especial, por seguranca alimentar. De fato, esse aspecto
constitui-se problema relevante de saude publica e ndo hd como negar que programas
que busquem a melhoria dos produtos, em geral, sdo necessarios.

Estima-se que, anualmente, ocorram 1,5 bilhdo de episdédios de
gastroenterocolite aguda em todo o0 mundo, dos quais 70% s&o causados pela ingestao
de alimentos contaminados (SATCHER, 2000). Considerando apenas os agentes
biolégicos patogénicos para os humanos como bactérias, virus, protozodrios, parasitas
e toxinas naturais, muitos sdo transmitidos pela agua e alimentos, somando mais de
250 doencas de origem alimentar descritas (BALBANI; BUTUGAN, 2001; LE LOIR;
BARON; GAUTIER, 2003). Segundo Tauxe (2002), existem aproximadamente 27
patégenos causadores de doencas transmitidas por alimentos (DTAs), que contribuem
com 19% do numero total desses casos e 36% dos casos de mortes, sendo os demais
casos causados por patégenos ainda nao identificados.

As DTAs causam impacto na saude publica e segundo a Organizacao Mundial
da Saude (OMS), em paises industrializados, o percentual de pessoas acometidas
pelas DTAs tem aumentado, aproximadamente, 30% a cada ano (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2007). E estimado que somente nos Estados Unidos, as DTAs
afetem de 6 a 80 milhées de pessoas a cada ano, causando mais de 9 mil mortes, e
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um custo aproximado de 5 bilhdes de dolares (PELES et al., 2007). Na Francga, por um
periodo de dois anos (1999 a 2000), ocorreram, 1.267 surtos de DTAs, envolvendo
17.378 pessoas, causando 1.383 hospitalizagdes e 10 mortes (LE LOIR; BARON;
GAUTIER, 2003). E importante ressaltar que a incidéncia de DTAs é provavelmente
subestimada, porque apenas 10% dos pacientes adultos com diarréia procuram o0s
servicos médicos e, destes, somente 20% sao submetidos a exames de coprocultura e
pesquisa de virus (BALBANI; BUTUGAN, 2001; SATCHER, 2000).

Staphylococccus aureus é considerado a terceira mais importante causa de
doenca de origem alimentar no mundo (BOEREMA; CLEMENS; BRIGHTWELL, 2006;
NORMANNO et al., 2005; PELES, 2007). Entre os alimentos envolvidos em intoxicacao
estafilocécica, carne, leite e seus derivados, especialmente os produtos que
necessitam de maior manipulagdo, tem um importante papel devido ao frequente
isolamento de linhagens enterotoxigénicas nestes produtos (NORMANNO et al., 2005;
NORMANNO et al., 2007).

Embora o S. aureus seja encontrado com relativa freqtiéncia como membro da
microbiota normal do corpo humano, 0 mesmo causa intoxicacdo gastrintestinal devido
a producdo de enterotoxinas estafilocdcicas nos alimentos (BALABAN; RASOOLY,
2000; CUNHA et al., 2006; LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). E uma das bactérias
patogénicas mais importantes, uma vez que atua como agente de infeccoes de baixa e
de elevada gravidade (MARTINS; KOGA-ITO; JORGE, 2002; NORMANNO et al.,2005).
Sua patogenicidade é crescente devido a ampla resisténcia aos antibioticos (MELO et
al., 2005) e capacidade de adaptacdo ao meio ambiente, podendo sobreviver
extremamente bem fora do hospedeiro formando biofiime em superficies de inox e
vidro (HECKER; ENGELMANN; CORDWELL, 2003; MARQUES et al., 2007).

S. aureus produz inUmeras exoproteinas que contribuem com sua habilidade de
colonizar e causar doencas nos hospedeiros. Todas as linhagens secretam um grupo
de enzimas e citotoxinas que incluem quatro hemolisinas (alfa, beta, gama e delta),
nucleases, proteases, lipases, hialuronidase e coagulase. Algumas linhagens
produzem exoproteinas adicionais, que incluem a Toxina-1 da sindrome do choque
toxico — TSST-1, as toxinas esfoliativas Eta e Etb, que causam a sindrome
estafilocécica da pele escaldada e as enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG,
SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, e SEU (BLAIOTTA et
al., 2004; LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003).
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Apesar de S. aureus ser produtor de varias enterotoxinas, 95% dos surtos de
intoxicagao alimentar foram causados pela enterotoxinas classicas: SEA, SEB, SEC,
SED e SEE (LETERTRE et al.,, 2003). As enterotoxinas estafilocécicas sao
termoestaveis, resistindo ao calor (100% C por 30 minutos) e permanecendo ativas nos
alimentos mesmo apds seu processamento térmico. Apresentam ainda resisténcia a
inativacdo por proteases gastrintestinais, como a pepsina, o que explica sua
capacidade de permanecer ativa apds a ingestdao (ATANASSOVA; MEINDL; RING,
2001; BALABAN; RASOOLY, 2000; SORIANO et al., 2002).

A quantidade de enterotoxina estafilococica suficiente para causar os sintomas
caracteristicos da intoxicacao alimentar é muito pequena, variando de 20 ng a 1 ug
(NORMANNO et al., 2007), e calcula-se que aproximadamente 10° UFC de S. aureus
por grama ou mL de alimento sdo necessarios para provocar um quadro de
intoxicacdo (SORIANO et al,, 2002; LAMAITA et al.,, 2005; FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2007).

A identificacdo de enterotoxinas produzidas pelos Staphylococcus spp. €
importante pois através dela € possivel determinar a origem da contaminacdao do
alimento. Por exemplo, as enterotoxinas SEA e SEB tém sido associadas com
contaminacao envolvendo manipuladores de alimentos, ja as enterotoxinas SEC e SED
estdo relacionadas com contaminagdo de origem animal, principalmente bovinos e
suinos (CARMO et al., 2002; NAJERA-SANCHEZ et al., 2003).

Varios estudos no Brasil demonstram que a contagem de estafilococos
coagulase positiva em linglica colonial e leite e derivados pode estar acima dos
parametros maximos permitidos pela legislagdo (BRASIL, 2001) (ADESIYUM; WEBB;
ROMAIN, 1998; ALMEIDA FILHO; NADER FILHO, 2000; ANUNCIACAO et al., 1994;
ARAGON-ALEGRO et al., 2007; ARAUJO et al.,2002; BORGES et al., 1999; CARMO;
BERGDOLL, 1990; CARMO et al.,, 2002; CHAPAVAL et al., 2006; LAMAITA et al.,
2005; LOGUERCIO; ALEIXO, 2001; PEREIRA, 2007).

Uma vez que as DTAs representam consideravel perigo para a saude humana e
para a economia, seu controle requer unido de esforcos do governo, das industrias de
alimentos e dos consumidores (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007).
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2.2. OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

Detectar por PCR multiplex a presenca de genes que codificam para as
enterotoxinas estafilocécicas classicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) e gene
especifico para Staphylococcus aureus (femA) em linhagens isoladas de produtos de

origem animal (queijos e embutidos carneos) comercializados em Santa Catarina.

2.2.2 Objetivos especificos

- Quantificar a contaminacdo por Staphylococcus aureus, através de método
convencional, em amostras de salaminho, linguica colonial e queijos mussarela, prato e
colonial;

- Confirmar, através da presenca do gene femA, as linhagens de Staphylococcus
aureus isoladas dos produtos derivados de carne e leite;

- Detectar a presenca de genes codificadores para as enterotoxinas SEA, SEB, SEC,
SED e SEE nas linhagens de S. aureus isoladas.

58



Capitulo 2 — Revisao de Literatura

2.3 REVISAO DE LITERATURA

2.3.1 Staphylococcus spp.

Os estafilococos sdo bactérias em forma de cocos esféricos de 0,5 a 1,5 um de
didmetro; ocorrem isolados, aos pares ou em grupos que se assemelham a cachos de
uva irregulares; sdo anaerobios facultativos, porém crescem melhor aerobicamente
(HOLT et al., 1994; TORTORA; FUNKE; CASE, 2000). O género Staphylococcus inclui
mais de trinta espécies sendo dezoito espécies e subespécies de interesse na area de
alimentos. Destas somente seis (S. aureus, S. aureus subespécie anaerobius, S.
intermedius, S. delphini, S. schleiferi subespécie coagulans, S. hyicus) sdo coagulase
positiva e geralmente produzem nuclease termoestavel (HOLT et al., 1994).

Entre os estafilococos coagulase negativa estédo S. epidermidis, S. haemolyticus,
S. saprophyticus, S. simulans, S. warneri, S. xylosus, S. caprae, S. cohnii, S. lentus, S.
sciuri, S. shleferi e S. saccharolyticus (HOLT et al.,1994). Dez entre eles apresentam
capacidade de produzir enterotoxinas, mas nao produzem nucleases, ou se produzem,
elas sao termossensiveis (JAY, 2005). Desta forma, a pratica da pesquisa de
estafilococos coagulase positiva em alimentos, levou a estimativas inferiores da real
prevaléncia de linhagens produtoras de enterotoxinas (JAY, 2005).

Trés espécies de estafilococos sao patégenos humanos, S. epidermidis, S.
saprophyticus e S. aureus (STROHL; ROUSE; FISHER, 2004) sendo estas
diferenciadas das outras espécies através de uma combinacdo de fatores como
caracteristicas morfotintoriais, producado de coagulase, termonuclease, acetoina, beta-
galactosidase, fosfatase, alfa-toxina (hemdlise), producéo de acidos a partir de manitol,
maltose, xilose, sacarose, trealose, sensibilidade a novobiocina e a lisostafina,
presenca de ribitol no acido teicoico e proteina A e fator de aglutinagcdo na parede
celular (LANCETTE; BENNETT, 2001). A caracteristica isolada mais confiavel para
identificar S. aureus é determinada pela prova de coagulase (LANCETTE; BENNETT,
2001; STROHL; ROUSE; FISHER, 2004). Todos os estafilococos produzem catalase,
enquanto que os estreptococos nao produzem esta enzima (STROHL; ROUSE;
FISHER, 2004).

Staphylococcus aureus é o principal representante dos estafilococos coagulase

positiva, sendo considerado um importante patégeno para humanos e animais,
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causando uma grande variedade de doencas, cuja gravidade varia desde uma infeccao
cutdnea de menor significAncia até infeccdes graves como pneumonia e septicemia
(NASCIMENTO; CORBIA; NASCIMENTO, 2001; NORMANNO et al., 2007).

Os S. aureus sao bactérias mesdéfilas apresentando temperatura de crescimento
na faixa de 7 °C a 48,5 °C, sendo a temperatura 6tima de crescimento de 30 °C a 37 °C
(HOLT et al., 1994 ; LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). Geralmente podem crescer
em concentragdes de até 10% de NaCl e reduzem nitratos a nitritos, o que torna os
alimentos curados veiculos potenciais para as mesmas (HOLT et al., 1994). Em relagcao
ao pH, S. aureus cresce na faixa de 4,2 a 9,3, sendo o 6timo entre 7 e 7,5 e o valor
minimo de atividade de 4gua de 0,86 apesar de, sob condicdes ideais, esta bactéria ja
ter se desenvolvido com atividade de agua de 0,83 (LE LOIR; BARON; GAUTIER,
2003).

As principais caracteristicas do meio de cultura para o isolamento de S.aureus
incluem: a capacidade de crescer na presencga de 7,5 a 10% de NaCl; a capacidade de
crescer na presenca de 0,01% a 0,05% de telurito de potassio em combinacdo com
0,2% ou 0,5% de cloreto de litio, e de 0,12% a 1,26% de glicina, ou 40 ug/mL de
polimixina; a habilidade do S. aureus reduzir o telurito de potassio, produzindo coldnias
negras; a forma, a aparéncia e o tamanho das colbnias; a pigmentagcédo das colénias; a
atividade de coagulase e de producédo de acidos em meios sélidos; a habilidade do
S.aureus hidrolisar a lecitina de gema de ovo; a producgéo de fosfatase; a producédo de
termonuclease e crescimento a 42 °C a 43 °C em meios seletivos (LANCETTE;
BENNETT, 2001).

S. aureus esta presente nas narinas, garganta, trato intestinal, na pele e pélos
de animais de sangue quente, sendo que 30 - 50 % da populacdo humana é portadora
desta bactéria, sendo os indices mais elevados entre pessoas que trabalham em
hospitais (BACHERT; GEVAERT; VAN CAUWENBERGE, 2002; LE LOIR; BARON;
GAUTIER, 2003; NORMANNO et al., 2007). A cavidade nasal é o principal habitat dos
Staphylococcus nos humanos e, a partir deste foco, atingem tanto a epiderme e lesdes
como o ar, agua, solo, leite, esgoto e qualquer superficie ou objeto que tenha entrado
em contato com humanos (RAPINI et al.,2005).

Doencas de origem alimentar causam preocupacdes no mundo todo. Foram
descritas aproximadamente 250 diferentes tipos de doencas de origem alimentar,

sendo que as bactérias sdo os agentes causadores de 2/3 dos surtos de origem
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alimentar (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). Entre as bactérias predominantes
envolvidas em toxinfeccdes alimentares esta o S. aureus que causa intoxicacao
gastrintestinal devido a absorcao de enterotoxinas estafilocdcicas pré-formadas nos
alimentos (BALABAN; RASOOLY, 2000; LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003).

Segundo Lancette e Bennett (2001), existem trés razbes para investigar a
presenca de S. aureus em alimentos: para confirmar que este microrganismo pode ser
0 agente causador de uma DTA; para determinar quando um alimento ou ingrediente
alimentar é fonte potencial de estafilococos enterotoxigénico; e para demonstrar
contaminacao pos-processamento, que usualmente € devido ao contato do alimento
processado com humanos ou exposicdo do alimento em superficies inadequadamente

sanitizadas.

2.3.2 Enterotoxinas

Segundo Atanassova, Meindl, Ring (2001), o Staphylococcus aureus em muitos
paises, € considerado o segundo patégeno mais freqlente causador de DTA(s),
produzindo compostos extracelulares como as enterotoxinas estafilocécicas. As
enterotoxinas sao produzidas principalmente por S. aureus, porém outras espécies,
coagulase positiva, como S. intermedius e S. hyicus tém sido incriminadas como
enterotoxigénicas (BERGDOLL, 1990; LANCETTE; BENNETT, 2001; BLAIOTTA et al.,
2004; LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). S. intermedius foi isolado de manteiga
liqguida e margarina sendo identificado com causador de intoxicagdo alimentar
(LANCETTE; BENNETT, 2001).

Entre os Staphylococcus coagulase negativa, as espécies S. chohnii, S.
epidermis, S. xylosus e S. haemolyticus tem sido isoladas de leite de ovelhas com
producdo de uma ou varias enterotoxinas (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). No
Brasil, foram isolados Staphylococcus coagulase negativa de varios alimentos. S.
epidermidis foi a linhagem predominante com 40 % dos isolados, seguido do S. warneri
(20 %), S. xylosus (20 %), S. saccharolyticus (15 %) e S. hominis (5 %). Entre as
linhagens isoladas, quatro apresentaram genes para producdo de enterotoxinas pelo
método de PCR, com predominancia do gene sea (CUNHA et al., 2006).
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Mamprim Filho (2006) pesquisou genes enterotoxigénicos a partir de linhagens
de Staphylococcus coagulase negativa e positiva isoladas de fossas nassais e maos de
manipuladores de alimentos. A prevaléncia dos isolados foi de 24,4% para S. aureus e
75,6% para Staphylococcus coagulase negativa (S. warneri, S. epidermidis, S. capitis e
S. Xylosus). Foram detectadas as enterotoxinas SEA, SEC, SEE, SEG, SEH, SEI E
SEJ, independente da espécie de Staphylococcus.

Apesar das espécies de estafilococos coagulase positiva serem as mais
freqientemente envolvidas em intoxicagdes alimentares, algumas espécies coagulase
negativa também sdo produtoras de enterotoxinas, necessitando desta forma, de uma
maior caracterizacdo desse grupo de microrganismos em alimentos (CUNHA et al.,
2006; VERAS, 2008).

As linhagens de S. aureus produzem uma grande variedade de exoproteinas
que contribuem com sua habilidade de colonizar e causar doengas nos hospedeiros.
Todas as linhagens secretam um grupo de enzimas e citotoxinas que incluem quatro
hemolisinas (alfa, beta, gama e delta), nucleases, proteases, lipases, hialuronidase e
coagulase. Algumas linhagens produzem exoproteinas adicionais, que incluem a
Toxina-1 da sindrome do choque téxico — TSST-1, as toxinas esfoliativas Eta, Etb, Etc
e Etd que causam a sindrome estafilococica da pele escaldada e as enterotoxinas —
SEs, que sao a causa direta de intoxicagcdo alimentar estafilocdécica (BALABAN;
RASOOLY, 2000; BLAIOTTA et al.,2004). As enterotoxinas, assim como TSST-1,
pertencem a familia dos superantigenos (HWANG et al., 2007; MEHROTRA; WANG;
JOHNSON, 2000).

As enterotoxinas estafilococicas sdo nomeadas de acordo com a atividade
emética e o fator etiolégico do alimento envolvido na intoxicacao estafilococica, mas o
mecanismo exato ainda ndo é totalmente conhecido (HWANG, et al., 2007). Varias
enterotoxinas estafilococicas sdo descritas como SE-like devido a sua fraca atividade
emética, ou porque seu efeito emético ainda nao foi testado em modelos primatas
(HWANG et al., 2007).

Sao conhecidas 19 tipos de enterotoxinas estafilocdcicas com a inclusdo SE-
like-SEls, 5 enterotoxinas classicas (SEA a SEE) de intoxicacao estafilocécicas de
origem alimentar (BALABAN; RASOOLY, 2000; HWANG et al., 2007) e 14 tipos
adicionais que foram recentemente descritas (SEG a SEI) ou SEls (SEIJ a SEIR, SEIU
e SEIV) (HWANG et al., 2007; JARRAUD et al., 2001; LETERTRE et al., 2003; OMOE
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et al., 2002; ORWIN et al., 2001, 2003; SU, WONG,1995). Além disso, para SEC,
SEG, SEI e SEU existem informacées de algumas variantes (ABE et al., 2000;
BLAIOTTA et al., 2004; LETERTRE et al., 2003; OMOE et al., 2002;).

Muitos estudos avaliaram a ocorréncia das cinco enterotoxinas classicas (SEA,
SEB, SEC, SED e SEE) em linhagens estafilococicas de origem alimentar e/ou
diretamente de amostras de alimentos (ADWAN; ABU-SHANAB; ADWAN, 2005;
ARAGON-ALEGRO, et al., 2007; BALABAN; RASOOLY, 2001; CARMO et al., 2002;
CUNHA NETO; SILVA; STAMFORD, 2002; ERCOLINI et al., 2004; FUEYO et al., 2001;
MARTIN; GONZALEZ-HEVIA; MENDOZA, 2003; NEMA et al, 2007;
PORTOCARRERO; NEWMAN; MIKEL, 2002).

As enterotoxinas estafilocdcicas mais freqientemente isoladas de surtos de
intoxicacdo alimentar sdo a SEA e SED (ARAGON-ALEGRO et al.,, 2007;
ATANASSOVA; MEINDL; RING, 2001; BALABAN; RASOOLY, 2000; NAJERA-
SANCHEZ et al., 2003; PORTOCARRERO; NEWMAN; MIKEL, 2002), possivelmente
porque podem ser produzidas em amplas condigdes de crescimento (Aa, pH e
potencial de oxi-reduc¢do) (ARAGON-ALEGRO et al., 2007).

Com relacdo as ultimas enterotoxinas descritas, segundo Blaiotta et al. (2004), a
relacdo destas e a intoxicacdo alimentar humana ndao é completamente entendida.
Além disso, existem poucos estudos a respeito da incidéncia dos genes que codificam
estas novas enterotoxinas, sendo estes principalmente de amostras clinicas ou de
colecdes bacterianas (ABE et al., 2000; BECKER et al., 2003; OMOE et al., 2002;).

As enterotoxinas sao um grupo de proteinas simples, com baixo peso molecular,
de 26.000 a 29.600 daltons, que sao produzidas durante todas as fases do crescimento
bacteriano, mas principalmente durante a metade e o fim da fase exponencial
(BALABAN; RASOOLY, 2000; NORMANNO et al., 2005; SORIANO, et al., 2002;). Para
que ocorra sua producdo é necessario uma contagem de 10° UFC/g de Staphylococcus
aureus (CARMO et al., 2002 ; FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2007). Assim
sendo, esse crescimento pode ser reduzido através da produgao de acido lactico pela
fermentacdo e consequientemente reducdo do pH. O sistema lactoperoxidase, a
competicdo por nutrientes, a producdo de enterotoxinas, e a producdo de outras
substancias inibidoras tais como a nisina também reduzem o crescimento de
Staphylococcus (CARMO et al., 2002).
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As células de S. aureus sao consideravelmente mais sensiveis ao calor que as
enterotoxinas, apresentando valores D para inativacao térmica de 3 a 8 minutos a 121
°C (PELES et al., 2007). Como resultado, as enterotoxinas podem estar presentes em
alimentos, resistindo ao calor (cozimento, pasteurizagdo) e permanecendo ativas nos
alimentos por longos periodos de tempo, mesmo na auséncia de células viaveis
(CASTRO et al., 2002; JORGENSEN et al., 2005; PELES et al., 2007)

A quantidade de enterotoxina estafilococica suficiente para causar os sintomas
caracteristicos da intoxicagdo alimentar € muito pequena, variando de 20 ng a 1 ug
(NORMANNO et al., 2007). Os sintomas aparecem pouco tempo apés a ingestao de
alimentos contaminados, variando de 30 minutos a 8 horas, dependendo da
susceptibilidade do individuo e da dose de enterotoxina ingerida. Os sinais e sintomas
sao caracterizados por nauseas, vbmito, diarréia, dores abdmonias, sudorese e,
eventualmente dores de cabeca, calafrios, queda de pressdo arterial, prostracdo e
rarissimas vezes, febre (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003; NASCIMENTO; CORBIA;
NASCIMENTO, 2001; NORMANNO et al., 2007).

2.3.3 Alimentos envolvidos em intoxicacoes estafilococicas

A capacidade do S. aureus crescer e produzir enterotoxinas sob vérias
condicdes é evidente, uma vez que uma grande variedade de alimentos foi envolvida
em intoxicagao alimentar estafilococica (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003; MORANDI
et al., 2007). Os alimentos que sao freqlientemente envolvidos sdo carnes e derivados,
leite e derivados, saladas com ovos, atum, batatas e massas, produtos de panificagéo,
assim como tortas recheadas com creme, bombas de chocolate, sanduiches
recheados, pratos prontos para o consumo, entre outros (LE LOIR; BARON; GAUTIER,
2003; FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2007).

Blaiotta et al. (2004) avaliaram a ocorréncia de varias enterotoxinas
estafilocécicas e do gene tsst-1 (Toxina 1 da Sindrome do Choque Toxico) em
linhagens estafilocécicas isoladas de carne e derivados de leite comercializados na
Italia. De 109 linhagens de Staphylococcus spp. analisadas, 11 foram confirmadas

como S. aureus , detectando-se os genes seg, sei, sem, sen, seo e tsst-1.
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Hwang et al. (2007) declararam que muitos surtos de intoxicacdo estafilococica
de origem alimentar sdo suspeitos de terem sido causados pelas SEs ou SEls
recentemente descritas. |lkeda et al. (2005) relataram um surto de intoxicagao
estafilocécica com mais de 10 mil casos registrados, envolvendo leite desnatado em p6
reconstituido no Japao. Os resultados revelaram claramente que a intoxicacao
alimentar foi causada por multiplas enterotoxinas SEA e SEH. Outro surto também no
Japéo, envolvendo a enterotoxina SEH, ocorreu com puré de batatas preparado com
leite cru de bovinos (JORGENSEN et al., 2005).

Normanno et al. (2005) investigaram a presenca de estafilococos coagulase
positiva e S. aureus em varios alimentos (carne, hamburguer, derivados de peixe, leite
e derivados, sorvete, macarrdo, etc.) comercializados na lItalia. Foram isoladas 1.971
linhagens de estafilococos coagulase positiva que levaram a identificacdo de 537 S.
aureus testados quanto a capacidade de produgdo de SEA, SEB, SEC e SED. Um
total de 298 linhagens de S. aureus (55, 5%) produziram uma ou mais enterotoxinas.

Aragon-Alegro et al. (2007) analisaram a qualidade microbioldégica de
sobremesas, sanduiches, derivados de leite entre outros alimentos, comercializados no
estado de Sao Paulo. Staphylococcus coagulase positiva foi isolado em 26 amostras
(15,1%) de 172. A partir de 50 linhagens de S. aureus isoladas das amostras de
alimentos, foi verificada a producdo de uma ou mais enteterotoxinas em 27 (54%) das
amostras. A enterotoxina SEC foi a mais freqlientemente detectada seguida da SEA,
SEA e SEC, SEB, SEA e SEC através de ensaio imunolégico (ELISA).

Salame (Linguiga colonial)

Os produtos carneos frescais tiveram sua origem nos paises frios do norte
europeu; produtos cozidos, defumados e semi-secos sdo originarios da Alemanha;
produtos secos foram desenvolvidos principalmente nos paises de verdao quente do sul
da Europa (OLIVEIRA; ARAUJO; BORGO, 2005).

No Brasil, a producdo de salames teve origem nos mais antigos métodos de
conservacao de alimentos conhecidos pelo homem. Estes métodos foram trazidos para
o pais pelos imigrantes italianos e alemaes, principalmente na regido sul do pais, que

iniciaram com a produgcdo caseira, a qual com o passar do tempo, originou as
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pequenas fabricas e hoje constitui um importante segmento da industria de derivados
carneos (CASTRO; LUCHESE; MARTINS, 2000; LOBO, 2001).

Apesar de atualmente, a carne poder ser preservada através de outras formas
de conservacao como o congelamento, refrigeracao e utilizagdo do calor os embutidos
fermentados, curados e desidratados sdo produzidos em grande escala devido ao seu
Unico e muito apreciado sabor (ARNAU et al., 2007).

O salame é um produto carneo industrializado obtido de carne suina ou da
mistura entre carne suina e bovina, adicionado de toucinho, ingredientes, embutido em
envoltérios naturais e/ou artificiais, curado, fermentado, maturado, defumado ou néo e
dessecado (BRASIL, 2000). As caracteristicas de identidade e qualidade de oito tipos
de salame (Salaminho, Salame tipo Alemao, Salame tipo Calabresa, Salame tipo
Friolano, Salame tipo Napolitano, Salame tipo Hamburgués, Salame tipo Italiano,
Salame tipo Milano) estdo definidos, sendo que a diferenciacéo entre eles esta no tipo
de matéria-prima, na granulometria da carne e do toucinho, com énfase na
condimentacdo (BRASIL, 2000; MARTINS, 2006; TERRA, 2006). A denominagao de
salame colonial, apesar de ser muito utilizado em publicacées nacionais e nos roétulos
dos produtos, ndo esta cadastrada no Ministério da Agricultura do Abastecimento, nao
existindo nenhum regulamento técnico de identidade e qualidade para salame colonial,
0 que existe & a denominacao de lingtiica colonial (BRASIL, 2000; PEREIRA, 2007).

O salame tem como ingredientes obrigatérios a carne suina (minimo de 60%,
exceto para o salame tipo hamburgués, onde o teor permitido € de no minimo 50%),
toucinho, sal, nitrito e/ou nitrato de sédio e/ou potassio. Como ingredientes opcionais
pode possuir carne bovina, leite em pd, aglcares, maltodextrinas, proteinas lacteas,
aditivos intencionais, vinho, condimentos, aromas e especiarias e substancias
glaceantes (BRASIL, 2000).

No Brasil, o salame tipo italiano € obtido a partir de carne suina com maturagéao
de aproximadamente trinta dias, com aroma e sabor suaves, com pH em torno de 5,4
(TERRA, 2006). O processo de fabricagdo ocorre em duas fases: na primeira, ha a
fermentacdo com ocorréncia simultanea de acidificacdo e de formacao de cor durante
sete dias; a segunda, conhecida como maturacdo, consiste na desidratacdo como
decorréncia da fermentacéo, por vinte trés dias (FERNANDES et al., 2001; TERRA,
2006).
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E ainda, segundo Martins (2006), de forma mais detalhada, o processo de
elaboracao do salame passa pelas fases de recebimento de matérias-primas e insumo,
moagem da matéria-prima, mistura dos temperos e condimentos, embutimento,
secagem e maturacdo, embalagem e estocagem.

Na selecao da matéria-prima, recomenda-se a utilizacao de carnes com valores
de pH de 5,4 e 5,8 para facilitar a penetracdo dos agentes de cura e do sal impedindo a
multiplicacdo de microrganismos patogénicos e deteriorantes no embutido
(CAMPAGNOL; FRIES; TERRA, 2007; MARTINS, 2006). A gordura deve apresentar
uma proporcao entre acidos graxos saturados e insaturados para manter-se em estado
sélido em temperatura ambiente e em propor¢des que evitem a rancidez e defeitos no
sabor e aroma (CAMPAGNOL; FRIES; TERRA, 2007).

Os agentes de cura, as especiarias, a desidratacdo, a reduzida tensao de
oxigénio, a acidez e anaerobiose favorecem uma inversdo da microbiota Gram negativa
para Gram positiva, que sao os principais envolvidos no desenvolvimento das
caracteristicas organolépticas dos embutidos curados (ORDONEZ, et al., 2005).

Os sais de nitrato e/ou nitrito de sédio ou potassio agem como inibidores da
germinacao de esporos e formacao de toxinas, principalmente de Clostridium botulinum.
Contribuem também, conferindo cor, sabor e protegdo contra a oxidacgdo lipidica no
produto (ZHANG; KONG; XIONG, 2007). Apesar de todas as suas propriedades
desejaveis, a seguranga da utilizacao de nitrito para saide humana apresenta efeitos
adversos representados principalmente, pela metamioglobina téxica e pela formacgao
de nitrosaminas (OLIVEIRA; ARAUJO; BORGO, 2005; ZHANG; KONG; XIONG, 2007).

A utilizagdo de culturas iniciadoras € essencial para o controle de
microrganismos deteriorantes e patogénicos além de refinar o sabor, aroma e textura
do produto durante o processamento de salames, podendo ser utilizadas tanto puras
como combinadas (MARTIN et al., 2005; MARTINS, 2006; TERRA, 2006). Estes
microrganismos podem ser agrupados em bactérias acido lacticas (Lactobacillus e
Pediococccus) responsaveis pelo processo de acidificacao e as bactérias flavorizantes
(Staphylococcus xylosus e Staphylococcus carnosus) ligadas a coloracdo, aroma e
sabor do embutido (LEROY; VERLUYTEN; VUYST, 2006; TERRA, 2006).

A presenca de coadjuvantes tecnoldgicos, classificados como antioxidantes,
estabilizantes (ascorbato de sodio, aglcares e polifosfato), bem como alteracdes nos
processos de atividades bioquimicas também proporcionam variaveis de grande
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influéncia no aprimoramento da qualidade dos produtos carneos curados
(CAMPAGNOL; FRIES; TERRA, 2007; ORDONEZ, et al., 2005).

A maturacgao, devido a alta possibilidade da massa deteriorar, é a etapa mais
sensivel durante o processamento do salame, onde ocorrem numerosas reacdes
enzimaticas catalisadas tanto por enzimas tissulares como microbianas, originando
substancias que contribuem para o sabor e aroma do produto final (CAMPAGNOL;
FRIES; TERRA, 2007; MARTINS, 2006;).

O produto final se conserva a temperatura ambiente e apresenta um aumento da
vida-de-prateleira em conseqiéncia da inibicdo de bactérias patogénicas e
deteriorantes (FERNANDES et al., 2001). No caso de subdivisdo ou embalagens a
vacuo de produtos fatiados, este deve ser mantido em temperatura de refrigeracao
(MARTINS, 2006).

O salame (lingiica colonial) tem sido objeto de estudo de varios pesquisadores
em diferentes regides do pais. Entre os parametros analisados, os microbioldgicos
correspondem a maior parte dos artigos nacionais publicados. Um estudo realizado no
municipio de Chapec6-SC analisou 50 amostras de salames (linglica colonial) e os
resultados revelaram a presenca de Salmonella em 6% das amostras, e de E. coli em
84% das amostras sendo que 72% das amostras em niveis acima do numero maximo
(1x10° NMP/g) permitido para consumo humano (MAGNANI et al., 2000).

No estado do Rio Grande do Sul, foram realizadas duas pesquisas no municipio
de Santa Rosa. A primeira realizada por Lobo et al. (2001), onde de 60 amostras de
salames (linguica colonial) analisadas, 67% foram classificadas como improprias para o
consumo. Em 65% das amostras as contagens de S.aureus foram maior ou igual a 10°
UFC/g. A presenca de clostridios sulfito redutores foi detectada em 3,3% das amostras
e o0 género Salmonella em 5%. E ainda, os coliformes a 45 °C foram detectados em
niveis acima do permitido pela legislacdo em 35% das amostras.

O segundo estudo, realizado com 13 amostras de salames (lingliga colonial),
revelou presenca de coliformes a 45 °C com valores acima do permitido pela legislagao
em 53,3% das amostras. Nao foi isolado Salmonella dos produtos e S. aureus foi
detectado em apenas uma amostra, com contagem na ordem de 10°> UFC/g (RITTER
et al., 2003). No Rio Grande do Sul 12,7% do total de 1.037 surtos investigados entre
1987 e 1998 foram atribuidos a S. aureus (SILVA et al., 2002).
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Perazolli e Gelinski (2006) estudaram a qualidade microbiolégica de salame
artesanais de Arroio Trinta-SC. Foram analisadas 675 salames dos quais 58%
apresentaram S. aureus, coagulase positiva, 7% Salmonella spp., 100% das amostras
foram insatisfatérias para coliformes a 35 °C, 67% para coliformes a 45 °C com o
isolamento de 27% de E. coli.

Um estudo de nossa autoria realizado em Santa Catarina, na regidao do Alto
Uruguai Catarinense, avaliou parametros fisico-quimicos e microbiolégicos em 12
amostras de salames (linglica colonial) industrializados. Os resultados mostraram uma
contaminacao microbiolégica por E.coli em 83,3% das amostras e em niveis acima do
permitido pela legislacdo em 25% delas. Todas as amostras apresentaram auséncia de
Salmonella (VIOTT; STOLBERG; PELISSER, 2006).

Outro trabalho de nossa autoria analisando salames (linglica colonial),
industrializados, na mesma regiao do Alto Uruguai Catarinense avaliaram 6 marcas do
produto detectando a presenca de Staphylococcus aureus, coagulase positiva, em
83,3% das 18 amostras analisadas. Destas, 9 amostras (50%) estavam acima do limite
estabelecido, estando em desacordo com a Resolugdo RDC No. 12 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de 02 de janeiro de 2001, que permite até
5x10° UFC/g em produtos carneos maturados. Esse estudo analisou ainda, a presenca
de Toxoplasma gondii, nas amostras e todos os resultados demonstraram auséncia do
mesmo (KLEIN et al., 2006).

Pesquisa realizada em Sao José do Rio Preto-SP, com 8 amostras de salames
de uma industria da regido demonstrou que 25% das amostras estavam contaminadas
com Salmonella spp. e com contagens de S. aureus na ordem de 10* UFC/g. No
entanto, na avaliagdo de coliformes a 45 °C todas as amostras estavam de acordo
com a legislagdo e ndo foi verificado a presenca de clostridio sulfito redutor
(HOFFMAN; GARCIA-CRUZ; VINTURIM, 1997).

Uma pesquisa também realizada no estado de Sao Paulo, no municipio de
Campinas, entre os anos de 2004 e 2005, avaliou a qualidade microbioldgica de 90
amostras de salames industriais (tipo Italiano e Milano). Foi constada boa qualidade
dos produtos para os parametros coliformes a 45 °C, estafilococos colagulase positiva
e Salmonella spp., excecao para duas amostras, uma positiva para presenca de
Salmonella sp. e a outra positiva para enterotoxina estafilocécica (PEREIRA, 2007).
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Na cidade do Rio de Janeiro, Borges et al. (1999) analisaram 81 amostras de
salames (tipo Italiano, Milano, Friolano e Hamburgués) industrializados. Foram isolados
Listeria monocytogenes de 6 amostras de salame tipo italiano.

Queijo mussarella, prato e colonial

O leite, devido a sua composicao quimica, € considerado um excelente meio de
cultura, podendo ser facilmente contaminado por varios microrganismos,
especialmente bactérias patogénicas (CHYE; ABDULLAH; AYOB, 2004). Assim sendo,
o leite deve ser obtido em excelentes condi¢cdes higiénico sanitarias e mantido em
temperaturas de refrigeracdo, desde a ordenha até o seu beneficiamento, visando a
garantia das caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais (BONFOH et al., 2003). A
composicao do leite, sua microbiota natural, a contaminacdo pés-pasteurizacao, o
processamento e manipulacdo, os equipamentos, a temperatura inadequada durante
estocagem e o transporte podem resultar em altos niveis de microrganismos
patogénicos em queijos (ARAUJO et al., 2002).

A analise de microrganismos como Staphylococcus aureus e coliformes sao
utilizados como indicadores de contaminacao pds-processamento em industrias de
lacticinios possibilitando o controle sanitario dos produtos (ARAUJO et al., 2002).

Entende-se por queijo mussarella o queijo que se obtém por filagem de uma
massa acidificada, (produto intermediario obtido por coagulacao de leite por meio de
coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas), complementada ou ndo pela
acdo de bactérias lacticas especificas. E um queijo de média, alta ou muito alta
umidade e extra-gordo, gordo a semi-gordo segundo a classificacdo estabelecida no
Regulamento Técnico Geral para fixacdo de ldentidade e Qualidade de Queijos
(BRASIL, 1997). Ja o queijo Prato &€ um queijo gordo, de média umidade, maturado e
se obtém através da coagulacao do leite da mesma forma que o queijo mussarella,
mas sem a etapa de filagem (BRASIL, 1997). O queijo minas frescal € um queijo fresco
obtido também por coagulacdo enzimatica do leite com coalho e/ou outras enzimas
coagulantes apropriadas, complementada ou ndo com acdo de bactérias lacticas.
Sendo classificado como um queijo semi-gordo, de muito alta umidade, a ser
consumido fresco, de acordo com a classificagdo estabelecida no Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos (BRASIL, 2004).
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A presenca de Staphylococcus aureus em leite e seus derivados tem sido objeto
de varios estudos no Brasil (ADESIYUM et al.,1998; ALMEIDA FILHO; NADER-FILHO,
2000; ANUNCIACAO et al., 1994; ARAUJO et al., 2002; BORELLI et al., 2006;
CARMO; BERGDOLL, 1990; VIEIRA-DA-MOTTA; FOLLY; SAKYIAMA, 2001).

Em algumas regides do Brasil o queijo minas € comercializado com a
denominacao de “queijo colonial”, produzido principalmente por lacticinios de pequeno
porte, com fabricagdo simples e custo reduzido, representando a maior parte dos
queijos comercializados em feiras livres, bares e mercearias (ROOS et al., 2005).
Sendo desta forma, amplamente produzido e comercializado no Brasil, apresentando
freqientemente contaminagdo por microrganismos que oferecem riscos a saude
publica (AVILA et al., 2003).

A qualidade microbiolégica do queijo colonial esta relacionada a varios fatores
como a qualidade de matéria-prima, que é influenciada pela sanidade do rebanho e
higiene na obtencdo do leite; o beneficiamento, que envolve o preparo da matéria-
prima, tratamento térmico, higienizacdo dos equipamentos, manipulacdo e
armazenamento e ainda, a distribuicdo do produto e conservacdo (ARAUJO et al.,
2002; ROOQOS et al., 2005). Todos esses fatores associados a estocagem do produto em
temperatura ambiente permitem o crescimento de S. aureus e Staphylococcus spp. €
consequentemente a producio de enterotoxinas (ARAUJO et al., 2002).

A produgdo e a comercializacdo de queijo colonial no Brasil, com leite nao
pasteurizado, sdo consideradas clandestinas, no entanto, esta pratica tem sido
freqUente, sendo um problema em saude publica, pois se constitui em um veiculo para
inUmeros agentes etioldgicos de enfermidades zoondéticas (ALMEIDA FILHO; NADER
FILHO, 2000; ARAUJO et al., 2002; CASTRO et al., 2002; IDE; BENEDET, 2001).

Leite ndo pasteurizado pode conter Staphylococcus devido a mastite, uma
inflamacéo no Ubere das vacas, causada principalmente por esta bactéria, produzindo
em niveis reduzidos as enterotoxinas SEA e/ou SED (CASTRO et al., 2002).

No Brasil, tem-se evidenciado a presenca de microrganismos patogénicos em
queijo minas frescal, em diferentes regides do pais. Os diferentes estudos tém por
objetivos avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e as condicées microbioldgicas
deste produto. Almeida Filho e Nader Filho (2000) investigaram a presenca € 0 numero
de cepas de Staphylococcus aureus em 80 amostras de queijo tipo minas frescal

produzido artesanalmente e comercializado na cidade de Pocos de Caldas, MG. Os
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resultados obtidos evidenciaram a presenca do microrganismo em 40 (50%) das
amostras cujas contagens revelaram valores médios em torno de 10° UFC/g de queijo.

Em Cuiaba/MT, 29 (96,67%) amostras de queijo minas frescal, produzido
artesanamente, apresentaram valores superiores ao permitido pela legislagdo de S.
aureus (LOGUERCIO; ALEIXO, 2001). Na cidade de Rio de Janeiro/RJ, S. aureus foi
isolado em 20% das amostras de queijo minas frescal, dos quais 17,7 % estavam
acima dos limites estabelecidos pela legislacéo brasileira (ARAUJO et al., 2002).

Carmo et al. (2002) analisaram amostras de queijo Minas frescal e leite cru
suspeitos de causarem dois surtos alimentares em Minas Gerais. As andlises dos
queijos mostraram que S. aureus estava presente nas amostras em contagens
variando entre 2,4 x 10° a 2,0 x 108 UFC/g. Foi detectada a producédo das enterotoxinas
SEA, SEB e SEC. No leite cru foi identificada a presenca de estafilococos coagulase
negativa com contagens acima de 2,0 x 108 UFC/g e, foi detectada a producédo das
enterotoxinas SEC e SED.

Veras e colaboradores (2008) realizaram uma pesquisa no estado de Minas
Gerais, com objetivo de identificar genes enterotoxigénicos isolados de Staphylococcus
coagulase positiva e Staphylococcus coagulase negativa, obtidos a partir de derivados
de leite envolvidos em 16 surtos de intoxicacdo alimentar. Foram selecionadas 15
linhagens de Staphylococcus coagulase positiva e 15 Staphylococcus coagulase
negativa para realizagdo da PCR e deteccao da presenca de enterotoxina através de
imunoensaio. Das 30 linhagens selecionadas para pesquisa foram detectados genes
enterotoxigénicos em 21 e muitas destas produziram enterotoxinas. Os genes
enterotoxigénicos sea e seb foram os mais freqlentes. Em 5 linhagens coagulase
negativa, foram dectados genes entetoxigénicos e confirmada a presenca da
enterotoxina.

Buyser et al. (2001) fez uma estimativa do envolvimento de leite e derivados em
doencas de origem alimentar na Franca e em diferentes paises industrializados. Sete
paises indicaram que o leite e derivados estiverem envolvidos de 1 a 5% do total de
surtos bacterianos e ainda, que o S. aureus foi o patégeno mais freqlientemente
associado aos surtos (85 %) seguido pela Salmonella (10,1 %).
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2.3. 4. Métodos de deteccao

A analise microbiol6gica de um produto alimenticio pode ser realizada através de
inUmeros métodos, para investigar a presenca ou auséncia, para quantificar e para
identificar e caracterizar as diferentes espécies de microrganismos. Os métodos
abrangem analises bioquimicas, fenotipicas, imunolégicas, muito aplicadas
rotineiramente em laboratérios, e técnicas moleculares (SETTANNI; CORSETTI, 2007).

Atualmente, a caracterizacao fenotipica € o método padrao mais aplicado para
identificacdo de bactérias, sendo os métodos genotipicos utilizados como alternativos
ou complementares nesta identificacao (SETTANNI; CORSETTI, 2007).

O método da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido estabelecido em
diagnésticos microbiolégicos como uma valiosa ferramenta, rapida, com bom limite de
deteccao, seletividade e grande potencial para otimizacao (MALORNY et al., 2003;
NAJERA-SANCHEZ, 2003).

A PCR pode ser utilizada para caracterizar linhagens isoladas e purificadas
através de métodos tradicionais de cultura, substituindo desta forma, a confirmacao
bioquimica e sorolégica. Também pode ser aplicado na deteccao direta de bactérias de
alimentos ou a partir de caldos de enriquecimento e meios seletivos (RIJPENS;
HERMAN, 2002). Esta técnica apresenta vantagens em relagéo as outras, pois oferece
elevada eficacia e seguranca, além de ser um método rapido e sensivel (SOUZA;
REIS; PIMENTA, 2005).

Existem varios procedimentos gerais para analise microbioldgica de alimentos
padronizados, como por exemplo, boas praticas de laboratério, preparacdo de
amostras, validagdo de métodos e protocolos de PCR (RODRIGUEZ-LAZARO, et al.,
2007).

O método PCR multiplex, consiste na amplificacao simultanea de véarios genes,
através da utilizagdo de multiplos pares de iniciadores na mesma reagdo. E
amplamente aplicado em varias areas da microbiologia para identificacao rapida de
espécies microbianas sem comprometer a acuracia da analise (SETTANNI;
CORSETTI, 2007).

O método imunolégico, ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), € um
ensaio utilizado para detectar enterotoxinas estafilocécicas de forma rapida e simples
(SORIANO et al., 2002; NORMANNO et al., 2005). E baseado na reacgdo do antigeno
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com anticorpo especifico fixo a uma matriz sélida, como esferas de poliestireno, placas
de microtitulagdo, particulas metdlicas revestidas de carbonato, e outras. E, ao
antigeno fixo, liga-se outro anticorpo especifico marcado por uma enzima. As enzimas
utilizadas com essa finalidade sdo normalmente cromogénicas, sendo a fosfatase
alcalina e a peroxidase as mais utilizadas nesses testes. Para o desenvolvimento da
cor, muitos substratos podem ser utilizados: ABTS (acido 2,2 — azino-bis (3-etil-
benztiazolin-6-sulfénico); o-toluidina; 4-cloro-1-naftol entre outros. A intensidade da cor
pode ser observada visualmente ou medida com espectrofotometros (JAY, 2005).

Outro método imunoldgico utilizado para deteccdo de enterotoxinas é de
aglutinacdo em latex passiva e reversa (RPLA). Esta baseado na aglutinagdo de
particulas de latex sensililizadas com anticorpos antitoxinas (SANT'ANA; AZEREDO,
2005).

No entanto, os métodos imunolégicos disponiveis atualmente detectam somente
as enterotoxinas estafilocécicas classicas (SEA a SEE), podendo desta forma,
subestimar a producdo de enterotoxinas quando empregado de forma isolada
(MORANDI et al., 2007).

Najera-Sanchez et al. (2003), compararam a deteccdo de genes que codificam
as enterotoxinas estafilocdcias classicas através de PCR com a expressdao desses
genes através do ensaio imunolégico ELISA. Os resultados obtidos mostram uma
correlacado de 100% para SEA e SEE, 86% para SEC, 89% para SED e 47% para SEB.

Segundo Veras et al. (2008) o método PCR ¢é sensivel e especifico para
realizar uma triagem das linhagens isoladas de surtos de intoxicacdo estafilocécica,
sem levar em conta a expressdo da enzima coagulase. Entretanto, a deteccdo de
genes das enterotoxinas nao indica necessariamente a capacidade do microrganismo
produzir a toxina biologicamente ativa ou em quantidade suficiente para causar uma

intoxicacao.

Gene femA

Iniciadores especificos para deteccdo de Staphylococcus aureus através de
PCR tem sido direcionados para os seguintes genes: nuc (termonuclease), genes de

enterotoxinas, gene ftst (sindrome do choque t6xico), genes eta e etb (toxinas
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esfoliativas A e B), regido rDNA 16-23, gene 23S rDNA e gene femA (fator essencial
de resisténcia a meticilina) (RIYAZ-UL-HASSAN; VERMA; QAZI, 2008).

Ja foram identificados genes fem, denominados femA, femB, femC, femD, femE
e femF (VANNUFFEL et al., 1995). Estes genes auxiliam o gene mecA a expressar um
alto nivel de resisténcia a meticilina e a outros beta-lactamicos (MEHRORA; WANG;
JOHNSON, 2000; SOUZA; REIS; PIMENTA, 2005). Ao contrario do gene mecA, os
genes fem estdo presentes tanto em linhagens estilocAcicas resistentes a meticilina
quanto naquelas que sao susceptiveis a esta droga (BENSON et al.,2002).

O gene femA é universalmente presente em todos os isolados de S. aureus
(MEHRORA; WANG; JOHNSON, 2000), ndo sendo encontrado em outras espécies de
Staphylococcus (SOUZA; REIS; PIMENTA, 2005). O produto deste gene é uma
proteina de 48 kDa, que desempenha um papel vital na sintese de peptideoglicano da
parede celular de Staphylococcus (BENSON et al., 2002; MEHROTRA; WANG;
JOHNSON, 2000).

Riyaz-Ul-Hassan Verma, Qazi, (2008) avaliaram trés genes diferentes (fmhA,
catalase e femA) como marcadores moleculares na deteccao de S. aureus através de
PCR. Eles concluiram que os trés genes sao conservados em S. aureus e poderiam
ser utilizados como marcadores especificos na deteccdo e identificacdo deste
microrganismo patogénico em amostras de alimentos, clinica e ambiental, através de
PCR.

Silva et al. (2003) realizaram a identificacdo de 65 linhagens de estafilococos
coagulase positiva através da utilizacdo das sequéncias dos genes coa especifico para
S.aureus e nuc especificos para S. intermedius e S. hyicus.
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2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Amostras

Foram coletadas 72 amostras de alimentos de origem animal, queijo mussarela
(15), queijo prato (15), queijo colonial (15), linglica colonial (18) salaminho (09) em
estabelecimentos comerciais na regidao do Alto Uruguai Catarinense — AMAUC, no
estado de Santa Catarina, Brasil, no periodo de 2005 a 2007. Todas as marcas dos
queijos mussarela (A,B,C) e prato (D,E,F) analisadas eram submetidas aos Servicos de
Inspecao Federal (SIF), enquanto que as marcas de queijo colonial eram provenientes
de diferentes sistemas de inspecdo, sendo a marca G por Inspecao Estadual (SIE), a
marca H por Inspeg¢do Municipal (SIM) e a marca | por SIF. Das seis marcas de
lingUica colonial analisadas, cinco marcas (A, B, C, D, E) eram inspecionadas pelo SIE
e uma marca (G) pelo SIM (Concoérdia-SC). As trés marcas de salaminho (A, B, C)
eram fiscalizadas pelo SIF.

2.4.2 Quantificacao e identificacao de Staphylococcus aureus

Foi realizada a quantificacdo e identificacdo de Staphylococcus aureus de
acordo com Downes e Ito (2001). Para tanto, aliquotas de 25 g (0,1 g) de cada
amostra de produto foram pesadas assepticamente e transferidas para embalagens
estéreis do homogeneizador, tipo Stomacher, contendo 225 mL de agua peptonada
tamponada 0,1 % como diluente. A mistura foi homogeneizada por 60 segundos, sendo
esta a primeira diluicdo 10-1, a partir desta foi obtida a diluicdo 102 e 10 transferindo-
se 1 mL da solugéo precedente para 9 mL do mesmo diluente.

Para a diluicdo 10" foram distribuidos seis volumes de 0,3 mL e dois volumes
de 0,1 mL e das diluicdes 102 e 103, foram semeados dois volumes de 0,1 mL de
cada diluicdo na superficie do meio de cultura Agar Baird-Parker, em placas de Petri.
Em seguida, o in6culo foi espalhado por toda a superficie do meio, com o auxilio de
uma alca de Drigalski e as placas foram incubadas em estufa a 35 °C (x 2 °C) por 48
horas, em posicéo invertida.
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Para a contagem das colbénias foram selecionadas placas, da mesma diluicéo,
com 20 a 200 colbnias com caracteristicas tipicas de S. aureus: colbnias circulares, de
coloragdao cinza escuro a preto, pequenas (maximo 1,5 mm de diametro), lisas,
convexas, com bordas perfeitas, massa de células esbranquicada nas bordas,
rodeadas por uma zona opaca e/ou um halo transparente. Durante a contagem, os
diferentes tipos de coldnias suspeitas foram classificadas enumeradas e encaminhadas
para os ensaios de identificacao bioquimica.

Para a confirmacdo da presenca de Staphylococcus aureus, foram realizadas
semeaduras em meio de cultura Agar MacConkey (controle negativo) e Agar Sangue
de 5 (cinco) colénias de cada placa. As placas com colbnias que apresentaram
colonias com hemodlise positiva em Agar Sangue foram selecionadas para as demais
provas bioquimicas: coloracdo de Gram, coagulase, catalase, oxidase, urease e

maltose.

2.4.3 Deteccao através de PCR multiplex de genes das enterotoxinas classicas e
femA

O DNA genbmico foi extraido a partir de 5 mL de uma cultura de estafilococos
coagulase positiva apdés 16 a 24 horas de incubacgao a 35 °C (2 °C) com agitacao de
150 rpom em caldo BHI utilizando Wizard® genomic DNA purification kit (Promega
corporation, Madison, WI, USA) e adigdo de 120 pL lisozima 10 mg/mL (Sigma Aldrich).
As linhagens de Staphylococcus aureus produtores de enterotoxinas ATCC 13565
(SEA), ATCC 14458 (SEB), ATCC 19095 (SEC), ATCC 23235 (SED) e ATCC 27664
(SEE) foram utilizadas como controles positivos e a linhagem de Staphylococcus
xylosus ATCC 29971, como controle negativo.

A deteccao dos genes especificos para S. aureus (femA) e para as enterotoxinas
SEA, SEB, SEC, SED e SEE foi realizada segundo Mehrotra, Gehua, Johnson (2000),
com modificagbes. Os iniciadores (IDT,USA) descritos pelos autores estao
apresentados na Tabela 4. Foram realizados trés protocolos com diferentes
concentracdes de substratos e diferentes temperaturas para as reacdes de
amplificacdo dos genes das enterotoxinas (Tabela 5).
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Tabela 4 — Seqiiéncia dos iniciadores e tamanho dos produtos da PCR

Gene alvo Sequéncia de Oligonucleotideos Tamanho

(5°-3) do amplicon
(pb)

sea GGTTATCAATGTGCGGGTGG 102
CGGCACTTTTTTCTCTTCGG

seb GTATGGTGGTGTAACTGAGC 164
CCAAATAGTGACGAGTTAGG

sec AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 451
CACACTTTTAGAATCAACCG

sed CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG 278
ATTGGTATTTTTTTTCGTTC

see AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 209
CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC

femA AAAAAAGCACATAACAAGCG 132
GATAAAGAAGAAACCAGCAG

Fonte: MEHROTRA, WANG, JOHNSON, (2000)

Tabela 5- Protocolos de amplificacao realizados com as amostras

Condicoes e Procolo 1 Procolo 2 Procolo 3
Concentracoes Genes (femA, Genes (femA, sec) Genes (femA, sea,
sea,seb,sec, see) seb, sed, see)
Cloreto de 1,5 Mm MgCl, 1,5 mM MgCl, 3,0 mM MgCl,
magneésio
dNTP 0,2 mM de cada 0,2 mM de cada 0,2 mM de cada
Iniciadores 400 nM de cada 400 nM de cada 400 nM = femaA,
femA, sea, femA, sec sea, seb, see
seb,sec, see 800 nM = sed
Taq DNA 1,25 unidade 1,25 unidade 1,25 unidade
polimerase
DNA molde 10 a 300 ng 10 a 300 ng 10 a2 300 ng
Volume final da 50 pL 25 uL 50 uL
reacao
Ciclo de Mehrotra et al., Mehrotra et al., Modificagdes:
temperatura 2000 2000 anelamento: 52°C

extensdao:3 min 72
°C
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Para as reacoes de padronizacdo da PCR, simplex e deteccao simultanea de
sea, seb, sec, see e femA (protocolo 1) foram realizadas em um volume final de 50
microlitros contendo tampao de PCR (20 mM Tris-HCI, pH 8,4, 50 mM KCI), 1,5 mM
MgClz, 0,2 mM de cada dNTP, 400 nM de cada iniciador, 1,25 unidade de Taq DNA
polimerase e 10 a 300 ng de DNA molde em termociclador Minicycler™ (MJ Research,
Inc. Watertown, MA) com o seguinte ciclo de temperatura: 5 minutos a 94 °C para uma
desnaturacgao inicial, 35 ciclos de 2 minutos a 94 °C, 2 minutos a 57 °C e 60 segundos
a 72 °C, com uma extensao final de 7 minutos a 72 °C.

Para detecgdo simultdnea de sec e femA (protocolo 2), foram mantidas as
concentragdes anteriores de acordo com Mehrotra, Gehua, Johnson (2000), alterando
somente o volume final da reagéo para 25 pL.

Para deteccdo simultanea de sea, seb, sed, see e femA (protocolo 3), as
reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 50 uL contendo
tampao de PCR (20 mM Tris-HCI, pH 8,4, 50 mM KCI), 3 mM MgCl,, 0,2 mM de cada
dNTP, 400 nM e ou 800 nM de cada iniciador, 1,25 U de Taq DNA polimerase e 100 a
300 ng de DNA molde. O perfil de amplificagdo foi padronizado em 5 minutos a 94 °C
para uma desnaturagao inicial, 35 ciclos de 2 minutos a 94 °C, 2 minutos a 52 °C e 3
minutos a 72 °C, com uma extensao final de 7 minutos a 72 °C.

O produto da PCR foi analisado através da eletroforese em gel de agarose 2% a
80 V por 70 min; evidenciado com brometo de etidio. Os géis foram analisados sob
luz ultravioleta e as imagens digitalizadas utilizando camera fotografica CANON
Powershot A70.

2.4.3 Analise Estatistica

Os resultados de contaminacdo por Stapylococcus coagulase positiva nas
amostras, foram analisados através do software Statistica (v. 6.0) aplicando-se Analise
de Variancia (ANOVA) e Teste de Diferenca entre as Médias (LSD), ao nivel de

significancia de 5%.
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Contaminacao por estafilococos coagulase positiva — ECP

A presenca de estafilococos coagulase positiva (ECP) foi detectada em 33
amostras (45,8%) do total de 72 produtos de origem animal analisados. Em queijo
colonial de 15 amostras analisadas, 12 (80%) apresentaram contaminacao por ECP,
em queijo prato, o percentual diminui para 40% (6 entre 15 amostras). No queijo
mussarela, ndo foi detectada a presenca de ECP em nenhuma das 15 amostras
(Tabela 6).

Entre as amostras com presenca de ECP, 72,2% (13 entre 18) apresentaram
contagens acima do limite de 10° UFC.g'estabelecido na Resolucdo RDC No. 12 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001).

Tabela 6- Amostras de derivados de leite com estafilococos coagulase positiva

Alimentos Ndmero de NuUmero de Amostras em
amostras amostras ECP desacordo com os
analisadas (%) parametros
microbioldgicos™ (%)

Queijo mussarela 15 0 (0%) 0 (%)

Queijo prato 15 6 (40 %) 4 (26,6 %)

Queijo colonial 15 12 (80 %) 9 (60 %)

Total 45 18 (40,0 %) 13 (28,8 %)

* ECP acima de 10° UFC.g™' (RDC N°12, Brasil, 2001)

A andlise de variancia das médias de contaminagédo para ECP mostra que existe
diferenca significativa entre os tipos de queijo e o teste de homogeneidade de grupos
LSD indica que o queijo tipo colonial é significativamente diferente dos demais, ao nivel
de 5% de significancia. As médias das contagens de contaminacdo de ECP nas
amostras com inspecao municipal, estadual e federal diferem significativamente, sendo
que a contagem média de ECP dos produtos inspecionados pelo SIF é
significativamente menor (1,4x10® UFC.g™") que SIE e SIM (1,5x10° e 1,7x10° UFC.g™
respectivamente).

Em seis amostras de queijo colonial, 33,3% do total de amostras positivas, 0s
resultados para contagem para ECP estiveram acima de 10° UFC.g"'. De acordo com
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Carmo et al. (2002) e FDA (2007), em contagens acima desses valores € possivel
ocorrer a producao de enterotoxinas estafilococicas no alimento, com a ocorréncia de
sintomas. A multiplicacdo de S. aureus em alimentos representa um perigo em
potencial devido a existéncia de muitas linhagens produtoras de enterotoxinas, que
causam intoxicacdo alimentar quando ingeridas (BOEREMA; CLEMENS;
BRIGHTWELL, 2006; PELES et al., 2007).

Uma das principais fontes de contaminacao por ECP em queijos tem origem nas
maos e nos antebracos dos manipuladores devido ao deficiente controle higiénico
sanitario e ainda, a n&o utilizacio de luvas durante o processamento (ASSUMPCAO et
al., 2003). Desta forma, a contaminagdo deve ser oriunda, provavelmente, da
manipulagdo humana ou de matérias-primas procedentes de animais portadores
(CUNHA et al., 2006).

Além disso, a qualidade microbiolégica do queijo colonial também esta
relacionada a varios fatores, como por exemplo, a qualidade de matéria-prima, que é
influenciada pela sanidade do rebanho e higiene na obtencdo do leite; o
beneficiamento, que envolve o preparo da matéria-prima, tratamento térmico,
higienizagdo dos equipamentos, manipulagdo e armazenamento e ainda, a distribuicéo
do produto e conservagdo (ARAUJO et al., 2002). Estes fatores associados &
estocagem do produto em temperatura ambiente permitem o crescimento de S. aureus
e Staphylococcus spp. e consequentemente a producdo de enterotoxinas (ARAUJO et
al., 2002).

Buyser et al. (2001) realizaram uma estimativa do envolvimento de leite e
derivados em doencas de origem alimentar na Franca e em diferentes paises
industrializados. Sete paises indicaram que o leite e derivados estiverem envolvidos de
1 a 5% do total de surtos bacterianos e ainda, que o S. aureus foi o patégeno mais
freqlentemente associado aos surtos (85%) seguido pela Salmonella (10,1%).

Com relacao aos produtos derivados de carne, entre as 18 amostras de lingtiica
colonial analisadas, 83,3% apresentaram ECP em concentragdes que variaram de
4x10% a 1,8x10° UFC/g. Destas amostras, 9 estavam acima do limite estabelecido na
Resolucdo RDC n°. 12 (BRASIL, 2001), que permite até 5x10° UFC/g em produtos
carneos maturados (Tabela 7) e em 6 delas, a contagem de ECP superou a
concentracdo de 10° UFC/g, considerada de maior probabilidade para a producdo de

enterotoxinas, conforme discutido anteriormente.
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Tabela 7 - Amostras de derivados de carne com estafilococos coagulase positiva

Alimentos Numero de Numero de Amostras em
amostras amostras ECP (%) desacordo com 0s
analisadas parametros
microbiolégicos™ (%)
LingUica colonial 18 15 (83,3%) 9 (50%)
Salaminho 09 0 (0%) 0 (0%)
Total 27 15 (55,5%) 9 (33,3%)

* ECP acima de 10°UFC.g"' (RDC N°12, Brasil, 2001)

Nas amostras de salaminho, os resultados mostraram auséncia de
contaminacao por ECP (Tabela 7). Estes resultados séo similares aos encontrados por
outros autores, como Pereira (2006), que constatou boa qualidade dos salames
industriais (milano e italiano).

Um estudo realizado no estado de Sao Paulo analisou a presenca de S. aureus
e coliformes a 45 °C em sobremesas, sanduiches, derivados de leite entre outros
alimentos. S. aureus foi isolado em 26 amostras (15,1%) de 172 amostras, no entanto,
69 amostras (40,1%) estavam em desacordo com a legislagdo vigente para os
parametros microbiolégicos (ARAGON-ALEGRO et al., 2007)

Na Italia, Normanno et al., (2005) investigaram a presenca de estafilococos
coagulase positiva e S. aureus em varios alimentos (carne, hamburguer, derivados de
peixe, leite e derivados, sorvete, macarrdo, etc.) Foram isoladas 1.971 linhagens de
estafilococos coagulase positiva que levaram a identificacdo de 537 S. aureus testados
quanto a capacidade de producéo de enterotoxinas SEA, SEB, SEC e SED. Um total
de 298 linhagens de S. aureus (55, 5%) produziu uma ou mais enterotoxinas.
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2.5.2 Padronizacao dos protocolos de PCR

Para testar os iniciadores (MEHROTRA, WANG, JOHNSON, 2000) foram
realizadas reacoes de PCR com os padrdes ATCC 13565 (SEA), ATCC 14458 (SEB),
ATCC 19095 (SEC) e ATCC 27664 (SEE). Os produtos da PCR multiplex mostraram
que o protocolo 1 ¢é eficaz para a deteccdo dos genes sea, femA, seb e see no
entanto, ndo foi possivel a deteccao do gene sec (Figura 8A). O protocolo 2 foi eficiente
na amplificacdo dos genes femA e sec (Figura 8B) e o o protocolo 3 para a deteccao

dos genes sea, femA, seb, sed e see (Figura 8C).

451bp sec sk
- Ry
e 278bp sed e
209bp see W : A a——
164bp seb W W 1320p femA

132bp femA W - =

102bp sea - -

-

Figura 8 — Diferentes reacoes de PCR realizadas para amplificacao dos genes alvos
A — PCR para deteccao dos genes sea, femA, seb, see das linhagens ATCC de Staphylococcus aureus

Canaleta 1: padrédo de pares de base de 50pb (Promega); canaleta 2: controle negativo (Staphylococcus
xylosus); canaleta 3: ATCC 13565 (SEA); canaleta 4: ATCC 14458 (SEB); canaleta 5: ATCC 27664

(SEE); (10 pL do produto da PCR + 2 pL tampé&o de carga por canaleta)
B — PCR duplex para deteccao dos genes femA e sec das linhagens ATCC de Staphylococcus aureus.

Canaleta 1: padrao de pares de base de 50pb (Promega); canaleta 2: ATCC 19095 (SEC); (12 uL do
produto da PCR + 2 uL tampéao de carga por canaleta)

C — PCR multiplex para deteccdo dos genes sea, femA, seb, sed e sec das linhagens ATCC de
Staphylococcus aureus.

Canaleta 1: padrao de pares de b ase de 50pb (Promega); canaleta 2: controles positivos (ATCC 13565
SEA, ATCC 14458 SEB, ATCC 23235 SED, ATCC 27664 SEE);
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2.5.3 PCR multiplex para deteccao de genes de enterotoxinas e femA

Das 200 cepas de Staphylococcus spp analisadas, 116 foram isoladas de
queijos prato e colonial, e 84 de linglica colonial. Do total de isolados, 102 (51%)
foram caracterizadas como Staphylococcus aureus através da prova de coagulase,
semeaduras em meio de cultura Agar MacConkey e Agar Sangue, coloracdo de Gram,
catalase, oxidase, urease e maltose, sendo 67 (80%) cepas isoladas a partir de lingtica
colonial e 35 (30,2%) de queijo prato e colonial. As 98 (49%) cepas restantes foram
Staphylococcus spp. coagulase negativa (Tabela 8).

As cepas ECP foram analisadas através de PCR multiplex (protocolo 1, 2 e 3)

para deteccado do gene femA e para genes enterotoxigénicos sea, seb, sec, sed e see.
De 102 isoladas ECP, obtivemos 91 (89%) cepas positivas para o gene femA e 11
cepas ECP isoladas de linglica colonial negativas para o gene femA especifico de S.
aureus. Obtivemos 10 cepas positivas para presengca do gene sea, 12 cepas para 0
gene sed e quatro cepas para o gene see (Figura 9A e Tabela 8). Apenas trés cepas
isoladas de linglica colonial amplificaram simultaneamente dois genes
enterotoxigénicos (sea e see).
O gene femA foi amplificado para todas as 35 cepas ECP isoladas de queijos,
confirmando a caracterizagdo bioquimica convencional. Destas cepas, a amplificacao
dos genes de enterotoxinas sed ocorreu em 11 (31,4%) cepas e do gene see, em uma
(2,9%) (Figura 9A e Tabela 8). Nas cepas com amplificacdo do gene sed, também foi
observada a amplificagdo de fragmentos com 600 e 700 pb (Figura 9A), resultados
também encontrados por Cremonesi et al. (2005) para derivados de leite.

Para as 56 cepas ECP e femA positivas isoladas de linglica colonial, sete
cepas amplificaram somente o gene sea, uma cepa, 0 gene sed e trés cepas
amplificaram os genes sea e see (Figura 9B e Tabela 8). Nenhuma cepa foi positiva
para a amplificacao dos genes seb e sec.

Assim como em nossos resultados, os genes das enterotoxinas sea e sed foram
relatados como os mais freqlientes em alimentos por diversos autores (ARAGON-
ALEGRO et al., 2007; ATANASSOVA; MEINDL; RING, 2001; BALABAN; RASOOLI,
2000; NAJERA-SANCHEZ et al., 2003; PORTOCARRERO; NEWMAN; MIKEL, 2002).
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Tabela 8- Presenca de genes femA, sea, seb, sec, sed e see em linhagens de
estafilococos coagulase positiva (ECP) isolados de alimentos

Alimento Cepas ECP ECP ECP ECP ECP ECP ECP
isoladas femA sea seb sec sed see
positivo  positivo  positivo  positivo  positivo  positivo

Queijo prato e 116 35 35 0 0 0 11 1

colonial

Lingliga 84 67 56 10 0 0 1 3*
colonial

Total 200 102 91 10 0 0 12 4

* Estas 3 cepas também apresentaram o gene para enterotoxina SEA
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Figura 9 - PCR Multiplex de cepas ECP isoladas A) de queijo e B) de linglica
colonial

A) Canaleta 1: padréo de pares de base de 50pb (Promega); canaleta 2:4gua destilada; canaleta 3:
controle negativo ATCC 29971 Staphylococcus xylosus; canaleta 4: controle positivo mistura de 4 ATCC
(13565 SEA, 14458 SEB, 23235 SED, 27664 SEE); canaletas 5 — 14: colénias de S. aureus isoladas de
queijo.

B) Canaleta 1: padrdo de pares de base de 50pb (Promega); canaleta 2: controles positivos (ATCC

13565 SEA, ATCC 14458 SEB, ATCC 23235 SED, ATCC 27664 SEE); canaletas 3 - 13: colbnias de S.
aureus isoladas de lingliga colonial; canaleta 14: controle negativo Staphylococcus xylosus.
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Carmo et al. (2002) analisaram amostras de queijo minas frescal e leite cru
suspeitos de causarem dois surtos alimentares em Minas Gerais e detectaram a
producdo das enterotoxinas SEA, SEB e SEC. No leite cru foi identificada a presenca
de estafilococos coagulase negativa com contagens acima de 2,0 x 108 UFC.g" e
detectaram a producéo das enterotoxinas SEC e SED. Borelli et al (2006) analisaram o
queijo produzido na Serra da Canastra, MG, e encontraram a presenca de S. aureus
acima de 10° UFC.g" e as cepas produtoras de enterotoxinas SEB e SEC foram as
encontradas com maior freqiiéncia.

A identificacao dos tipos de enteretoxinas produzidas pelos Staphylococcus spp.
€ importante pois através delas € possivel determinar a origem da contaminagédo do
alimento. As enterotoxinas SEA e SEB tém sido associadas com contaminagao
envolvendo manipuladores de alimentos, ja as enterotoxinas SEC e SED estao
relacionadas com contaminacdao de origem animal, principalmente bovinos e suinos
(NAJERA-SANCHEZ et al., 2003).

Em nosso trabalho, os genes que codificam as enterotoxinas estafilocécicas
SEA, SED e SEE foram observados nas cepas ECP isoladas de queijo e linglica
colonial. O gene sed foi o mais freqliente em amostras de queijo, sugerindo
contaminacao de origem animal e o gene sea foi 0 mais freqlente em amostras de
linglica colonial, sugerindo contaminagdo de origem humana. Nossos resultados
sugerem que os produtos analisados podem conter as enterotoxinas SEA, SED e SEE
e apontam a necessidade de melhoria na producdo e nos sistemas de fiscalizagao
estadual e municipal dos produtos analisados.

As possiveis causas da contaminagdo dos alimentos por Staphylococcus spp.
estdo relacionadas com as condicOes insatisfatérias dos utensilios, a manipulacao
inadequada durante o processamento, a utilizacdo de leite sem pasteurizacdo para
producédo de queijos, pelo pequeno produtor e a falta de controle da temperatura da
matéria-prima durante o transporte e processamento (ALMEIDA FILHO; NADER
FILHO, 2002; ARAUJO et al., 2002; CARMO et al., 2002; LOGUERCIO; ALEIXO, 2001)
O controle da temperatura é fundamental para obtencdo de produtos com qualidade
microbiolégica, segundo Araujo et al. (2002) o armazenamento de queijo minas frescal,
sob elevada temperatura ambiental, permite o crescimento de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus spp. podendo estimular a producdo de enterotoxinas estafilocécicas

nos alimentos. Toshkova et al. (2001) e Vautor et al. (2005) analisaram a relagédo dos
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portadores assintomaticos de Staphylococcus aureus com a ocorréncia de infeccoes
estafilocécicas. Eles concluiram que os portadores tém um importante papel na
manutencdo e na disseminacdo desses microrganismos, especialmente os
profissionais da area da saude e os manipuladores de alimentos.

Além disso, a adicdo de culturas iniciadoras, no processamento de queijos e
lingUica contribuem para controlar o desenvolvimento de microrganismos deteriorantes
e patogénicos. Entretando, quando essas culturas ndo funcionam apropriadamente ou
quando ainda nao produziram acido lactico suficiente, esse controle nao ocorre
(CARMO et al., 2002; MARTIN at al., 2005; MARTINS, 2006).
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2.6 CONCLUSOES

A presenca de estafilococos coagulase positiva foi detectada em amostras de
queijo prato, queijo colonial e linguica colonial com contagens acima do valor maximo
permitido pela legislacao.

Foram amplificados genes que codificam para as enterotoxinas SEA, SED e
SEE e o gene especifico para Staphylococcus aureus (femA) a partir de ECP isolados
de alimentos.

Os resultados do presente trabalho confirmam que a PCR multiplex € um
método rapido e sensivel para analise de varredura de Staphylococcus coagulase
positiva enterotoxigénico, sendo altamente especifica.

Este trabalho sugere que os produtos analisados podem conter as enterotoxinas
SEA, SED e SEE e aponta a necessidade de melhoria na producédo e nos sistemas de
fiscalizacdo dos produtos analisados.
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ABSTRACT

Multiplex PCR was used to investigate the presence of enterotoxins genes (sea, seb,
sec, sed and see) and femA gene (specific for Staphylococcus aureus) in coagulase-
positive Staphylococci (CPS) isolated from cheese and meat products. From 102 CPS

isolates, 91 were positive for femA, 10 for sea, 12 for sed and four for see.

Key words: Staphylococcus aureus, enterotoxins, multiplex PCR

OCORRENCIA DE Staphylococcus aureus E DETECCAO POR PCR MULTIPLEX DE

GENES DE ENTEROTOXINAS CLASSICAS EM QUEIJO E DERIVADOS CARNEOS

RESUMO

PCR multiplex foi empregado para investigar a presenca de genes de enterotoxinas
estafilocécicas (sea, seb, sec, sed e see) e do gene femA, especifico para S.aureus,
em cepas de estafilococos coagulase positiva (ECP) isoladas de queijos e derivados
carneos. De 102 cepas, 91 foram positivas para femA, 10 para sea, 12 para sed e 4

para see.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; enterotoxinas, PCR multiplex
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Staphylococcus aureus is the predominant specie involved in staphylococcal
food-poisoning outbreaks, although other coagulase-positive Staphylococci, such as S.
intermedius and S. hyicus, may be enterotoxigenic (5, 34, 35). Despite S. aureus
produce a large variety of enterotoxins (A, B, C,D,E, G, H, |, J, K, L, M, N, O, P, Q, R
and U), 95 % of poisoning outbreaks were caused by classical enterotoxins: A, B, C, D
and E (24) and enterotoxin A is the most frequently detected (21). Staphylococcal
enterotoxins are thermostable and also resistant to gastrointestinal proteases such as
pepsin, explaining its ability in remaining active after ingestion (7, 8, 36).

The amount of staphylococcal enterotoxins required for establishment of typical
symptoms of food poisoning is very low, ranging from 20 ng to 1 ug (32). Moreover, to
produce sufficient enterotoxins to cause illness requires approximately 10°
Staphylococci  colony-forming units per gram (19) Several studies evaluated the
capability of staphylococcal strains isolated from foods to produce the classical
enterotoxins (A, B, C, D and E) (2, 5, 8, 13, 15, 18, 20, 26, 31, 33). In Brazil, several
studies reported counts of coagulase-positive Staphylococci above the maximum levels
allowed by the Brazilian legislation (11) in sausages (colonial sausage), milk and milk
products (1, 3, 4, 5,6, 10, 12, 13, 14, 23, 25).

The aim of the present work was to evaluate contamination by coagulase-positive
Staphylococci (CPS) in meat and milk-derived products commercialized in Santa
Catarina, SC, Brazil and to detect the presence of genes for classical staphylococcal
enterotoxins A, B, C, D and E (sea, seb, sec, sed and see) and for gene femA, specific
for S. aureus species, using multiplex PCR.

A total of 72 food samples including mozzarella (15 samples), American cheese

(15 samples), colonial cheese (15 samples), colonial sausage (18 samples) and
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salaminho (09 samples) were collected from markets in Alto Uruguai Catarinese region
(AMAUC), in Santa Catarina state, Brazil, from 2005 to 2007.

The mozzarella (A, B, C) and American cheese brands analyzed in this work are
under Federal Inspection Service (SIF), while colonial cheese brands are from different
inspection services: State Inspection (SIE) (G brand), Municipal Inspection (SIM) (H
brand) and SIF (I brand). Five (A, B, C, D, E) out of six brands of colonial sausages are
inspected by SIE. G brand is inspected by SIM (Concoérdia - SC). Salaminho brands (A,
B, C) are inspected by SIF.

For S. aureus enumeration (17), serial dilutions of food homogenates were plated
on Baird Parker agar (Oxoid) with 5% egg yolk tellurite emulsion (Oxoid) and incubated
at 35 °C for 48 h. After this period, typical colonies (circular, smooth, convex, gray to jet-
black, frequently with light-colored (off-white) margin, surrounded by opaque zone and
frequently with an outer clear zone) were counted and five colonies were transferred to
MacConkey agar (Oxoid) and blood agar. Colonies that grow in blood agar and not
grow in MacConkey were tested for Gram coloration, coagulase, catalase, oxidase,
urease and maltose.

Total DNA was extracted from 5 mL of a coagulase-positive staphylococcal
culture grown at 35 °C (x2 °C) for 16-24 h in Brain Heart Infusion (Merck) broth. DNA
was isolated using the Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega Corporation,
Madison, WI, USA) and lisozyme 10 mg.mL" (Sigma Aldrich). Enterotoxigenic S.
aureus strains ATCC 13565 (sea), ATCC 14458 (seb), ATCC 19095 (sec), ATCC 23235
(sed) e ATCC 27664 (see) were used as positive controls and Staphylococcus xylosus
ATCC 29971 as negative control.

Detection of specific genes for S. aureus (femA) and for enterotoxins A, B, C, D,

and E was carried out according to Mehrotra, Gehua, Johnson (27), with some
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modifications, yelding the expected amplicons: 102 bp for sea, 132 bp for femA, 164 bp
for seb, 209 bp for see, 278 bp for sed, 451 bp for sec.

For multiplex PCR detection of sec and femA genes, amplification reactions were
performed in final volume of 25 uL containing PCR buffer (20 mM Tris-HCI, pH 8.4, 50
mM KCI), 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM of each dNTP, 0.4 uM of each primer, 1.25 U Taq
DNA polymerase and 100-300 ng of template DNA. Reactions were carried out in
MinicyclerT'VI (MJ Research, Inc. Watertown, MA) with the following program: initial
denaturation at 94 °C for 5 min followed by 35 cycles of 94 °C for 2 min, 57 °C for 2 min
and 72 °C for 60 s with a final extension at 72 °C for 7 min.

For multiplex PCR detection of sea, seb, sed, see and femA genes, amplification
reactions were performed in final volume of 50 puL containing PCR buffer (20 mM Tris-
HCI, pH 8.4, 50 mM KCI), 3 mM MgCl,, 0.2 mM of each dNTP, 400 nM of each primer,
1.25 U Taq DNA polymerase and 100-300 ng of template DNA. Amplification profile was
standardized in 94 °C for 5 min followed by 35 cycles of 94 °C for 2 min, 52 °C for 2 min
and 72 °C for 3 min with a final extension at 72 °C for 7 min.

PCR products were separated by electrophoresis at 80 V for 70 min in 2%
agarose gel and stained with ethidium bromide. Gels were visualized in a UV
transilluminator and images were digitalized with a digital camera (CANON Powershot
A70).

Presence of coagulase-positive Staphylococci (CPS) was detected in 33 out of
72 analyzed samples. In American and colonial cheeses, from 30 samples analyzed, 19
presented contamination by CPS. However, presence of CPS was not detected in the
15 mozzarella samples. 28.8 % of samples contaminated with CPS presented counts
with levels above the limit established by RDC n® 12 of National Sanitary control Agency

(11), which establishes the limit of 10® CFU.g™, for indicative sample, in these products.
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Counts in samples inspected by municipal, state and federal inspection services differed
significantly, being those in SIF inspected samples significantly lower ( mean of 1.4x10°
CFU.g") than the samples inspected by the other two services (1.5x10° and 1.7x10°
CFU.g", for SIE and SIM, respectively). In 6 samples of colonial cheese, CPS counts
were above 10° CFU.g™". According to FDA (19), in foods with such high counts of CPS
the presence of staphylococcal enterotoxin is likely. From 18 samples of colonial
sausages, in 9 the concentration of CPS was above the limit established by the
Brazilian legislation (11), and among 6 of them, the counts were higher than 10° CFU.g"
', All salaminho samples were negative for CPS.

From the 200 Staphylococcus spp. isolates, 116 were from American and
colonial cheeses and 84 from colonial sausage. 102 (51%) strains were characterized
as coagulase-positive Staphylococci (CPS), being 67 from colonial sausage and 35
from American and colonial cheeses. The remaining 98 isolates (49%) were coagulase-
negative Staphylococci (Table 1).

CPS isolates were analyzed by multiplex PCR in order to detect femA, sea, seb,
sec, sed and see genes (Figure 1). 91 out of 102 isolates were positive for femA gene.
All femA gene negative CPS isolates (11 isolates) have been isolated from colonial
sausage. The sed, sea and see genes were detected in 12, 10 and 4 isolates,
respectively (Table 1). None of the isolates was positive for genes seb or sec genes.

The femA gene was detected in all 35 CPS isolates from cheeses, confirming the
biochemical characterization. From cheese samples, sed was detected in ten isolates
and see was detected in one isolate (Table 1). In sed gene positive isolates,
amplification of fragments with 600 and 700 bp was also observed (Figure 1A). The
presence of these two extra fragments was observed only when the sed fragment was

also present. Other authors have also reported the presence of unexpected fragments
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in some dairy products evaluated by multiplex PCR for the presence of enterotoxin
genes (16).

Among the 56 CPS isolates from colonial sausage that were positive for femA,
seven were also positive for sea and one for sed (Figure 1B, Table 1). Three isolates
amplified the enterotoxin genes sea and see simultaneously.

Table 1 and Figure 1

Several authors have also reported that enterotoxin genes sea and sed are the
most common in staphylococci isolated from foodstuffs (5, 7, 8, 30, 33). Minas fresh
cheese and raw milk was evaluated and the enterotoxins A, B and C were produced by
the strains isolated from minas fresh cheese and raw milk (13). Cheese produced in
Serra da Canastra, MG, contained S. aureus isolates able to produce enterotoxins B
and C (9).

Detection of the enterotoxin genes in the CPS isolates coming from a food is not
an indication that the toxins are effectively present in this food. Morandi et al (28)
evaluated 107 CPS isolates from dairy products, and observed that enterotoxin genes
were detected in 67% isolates, but only 52% of the isolates were capable to produce
enterotoxins. These authors reported that the results obtained by multiplex PRC and
immunoassay tests were in agreement when tested for the presence of enteroxins A, C
and D (16).

Results of the present work confirm that multiplex PCR is a rapid and sensitive method
for screening of enterotoxigenic coagulase-positive Staphylococci, being highly specific.
Results also indicate that better hygiene practices and better inspection are required in

the production of the foods included in the study.
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Table 1. Prevalence of femA, sea, seb, sec, sed and see genes in coagulase-positive

Staphylococci strains isolated from foods

Type of Number CPS CPS CPS CPS CPS sec CPS sed CPS see

Food of femA sea seb positive  positive  positive
Isolates positive  positive positive

Colonial and 116 35 35 0 0 0 11 1

American

Cheeses

Colonial 84 67 56 10 0 0 1 3*

Sausage

Total 200 102 91 10 0 0 12 4

* These strains were also positive for the presence of sea gene.

CPS = Coagulase-positive Staphylococci
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Figure 1. Multiplex PCR of CPS strains isolated from A) cheese, B) colonial sausage.
A) lane 1: Ladder 50bp (Promega); lane 2: water; lane 3: negative control
(Staphylococcus xylosus ATCC 29971); lane 4: positive control (mix of four ATCC
strains — 13565 sea, 14458 seb, 23235 sed and 27664 see); lanes 5 — 14: S. aureus
strains isolated from cheese.

B) Lane 1: Ladder 50 bp (Promega); lane 2: positive control (mix of four ATCC strains —
13565 sea, 14458 seb, 23235 sed and 27664 see); lanes 3 — 13: S. aureus isolated
from colonial sausage; lane 14: negative control (Staphylococcus xylosus ATCC
29971).
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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