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Resumo

Staphylococcus aureus é, entre as bactérias do género Staphylococcus, a espécie mais
frequentemente relacionada com casos e surtos de intoxicacdo alimentar, os quais tém
origem na producdo de enterotoxinas estafilocdcicas (SE), principalmente em alimentos de
origem animal.

Sabe-se que 95% das intoxicagcdes alimentares estafilococicas sdo causadas pelas
entorotoxinas classicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE). Sendo assim, neste estudo foi usado o PCR
multiplex para verificar a presenca de fragmentos de genes de SE (seq, seb, sec, sed e see) e do
fragmento de gene femA, especifico para Staphylococcus aureus, em 121 isolados de
Staphylococcus coagulase positiva obtidos de queijo de ovelha laborado com leite cru, de leite
(de vaca, de ovelha e de cabra) e de outros alimentos maioritariamente de origem animal.

De um total de 121 isolados, em 31,4% houve amplificacdo do fragmento de gene femA,
em 1,7% amplificacdo dos fragmentos de gene sea e femA, em 57% amplificacdo dos
fragmentos de gene sec e femA e em 4,1% amplificacdo dos fragmentos de gene see e femA.
Existiram isolados sem amplificagdo do gene femA, sendo submetidos a provas bioquimicas
para uma identificagcdo ao nivel da espécie.

Para além da avaliagdo da presenca de fragmentos de genes enterotoxigénicos e do gene
femA, um outro objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de resisténcia de 80 isolados de
Staphylococcus coagulase positiva a nove antibidticos (Sulfametoxazol/Trimetroprim 25 pg,
Ampicilina 10 ug, Amoxicilina 10 ug, Penicilina G 10 IU, Enrofloxacina 5 pg, Neomicina 30 pg,
Eritromocina 15 pg, Estreptomicina 10 pg, e Cefazolina 30 pg), através da técnica de Kirby-
Baeur. Apesar de77,5% dos isolados apresentarem sensibilidade a todos os antibiéticos em
estudo, verificou-se resisténcia a 2, 3 ou 5 antibidtico sem 17,7% dos isolados, tendo-se
verificado uma maior percentagem de multirresisténcia a Penicilina G e Ampicilina (8,75%) e
a Penicilina G, Ampicilina e Amoxicilina (5%). Tendo em conta a origem dos isolados, a maior
percentagem de resisténcia foi verificada em isolados de leite de vaca, onde 100% dos
isolados foram resistentes a Penicilina G e a Ampicilina e 25% a Amoxicilina. Estes dados
levam-nos a questionar a utilizacdo inadequada de antibiétocos em animais de producio
leiteira bovina.

Palavras-chave:

Staphylococcus coagulase positiva; Genes enterotoxigénicos; PCR multiplex; Resisténcia a
antibiéticos.
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Abstract

Staphylococcus aureus is the specie of the Staphylococcus genus more frequently related
with cases and outbreaks of food poisoning, caused by staphylococcal enterotoxins (SE),
mainly in foods of animal origin.

About 95% of staphylococcal food poisoning are caused by enterotoxins SEA, SEB, SEC,
SED and SEE. Thus, a multiplex PCR assay was used in this work to verify the presence of
gene fragments of SE (sea, seb, sec, sed \and see) and the femA gene fragment, specific for
Staphylococcus aureus, using 121 coagulase-positive Staphylococcus isolates obtained from
sheep's cheese labored with raw milk, milk (from cow, sheep and goat) and other foods
mainlyof animal origin.

From a total of 121 isolates, femA gene fragment was amplified in 31.4%, sea and femA
gene fragments in 1.7%, sec and femA gene fragments in 57% and see and femA gene
fragments in 4.1%. Isolates without amplification of femA were submitted to biochemical
tests for identification to the species level.

In addition to the evaluation of the presence of enterotoxigenic gene fragments and the
femA gene, another objective of this study was to evaluate the resistance profile of the 80
coagulase-positive Staphylococcus isolates to the nine antibiotics (Trimethoprim/
sulfamethoxazole 25 pg, Ampicillin 10 pg, Amoxicillin 10 pg, Penicillin G 10 1U, Enrofloxacin 5
ug, Neomycin 30 pg, Erythromycin 15 pg, Streptomycin 10 pg and Cefazolin 30 pg), through
the application of the Kirby-Baeur technique. Although 77.5% of the isolates show sensitivity
to all antibiotics studied, was observed resistance to two, three or five antibiotics in 17.7% of
the isolates, with a higher percentage of multidrug resistance to Penicillin G and Ampicillin
(8.75%) and Penicillin G, Ampicillin and Amoxicillin (5%). Concerning the origin of the
isolates, the highest percentage of resistance was detected in isolates from cow's milk, with
100% of the isolates resistant to Penicillin G and Ampicillin and 25% to Amoxicillin. These
data lead us to question the inappropriate use of antibiotics in milk production.

Keywords

Coagulase-positive  Staphylococcus;  Enterotoxigenic = genes; = Multiplex  PCR;
Antibioticsresistance.
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Genes enterotoxigénicos e resisténcia a antibioticos em isolados de Sthaphylococcus coagulase positiva de origem alimentar

1. Introducao

As infe¢des de origem alimentar tém sido a maior causa de doencas humanas durante
séculos, apesar de se manterem subnotifcadas e a sua verdadeira incidéncia desconhecida.

A intoxicacdo estafilocdcica é a causa mais frequente de surtos de doencas microbianas
transmitidas por alimentos, em muitos paises. Surtos e casos esporadicos de intoxicacdo
atribuidos ao consumo de produtos lacteos, principalmente queijos, tém sido relatados em
varios paises. Dos Staphylococcus coagulase positiva, Staphylococcus aureus é a espécie mais
frequentemente associada a casos de intoxicacdo alimentar, devido a sua habilidade de
produzir varios tipos de enterotoxinas.

Ha varios factores que, apesar de poderem ser prevenidos, podem contribuir para a
ocorréncia de intoxicacdes alimentares: ingredientes crus contaminados (incluindo agua),
refrigeracdo ou armazenamento inadequados, alimentos insuficientemente cozinhados,
contaminacdo cruzada, deficiente higiene pessoal dos manipuladores ou das instalagdes ou
ainda pessoal ndo treinado.

No leite e derivados a contaminac¢do pode aparecer quer de factores externos aos animais,
como é o caso do ambiente, da agua, do pessoal encarregue da ordenha, dos equipamentos e
utensilios que entram em contacto direto com o leite, quer com fatores relacionados
diretamente com os animais destacando-se a infe¢io da glandula mamaria.

A caracterizacdo molecular de isolados alimentares de bactérias patogénicas é importante
uma vez que permite criar uma base de dados que podera ser util quando comparada com
perfis moleculares de isolados clinicos.

A resisténcia aos antibidticos é um problema de seguranca alimentar, representando um
risco direto quando o microrganismo resistente se encontra no alimento ingerido ou
indiretamente quando a resisténcia é transmitida de uma bactéria comensal do alimento para
uma bactéria patogénica para o homem. A monitorizagdo da resisténcia antimicrobiana e o
uso prudente de antibiéticos em animais e humanos em todos os setores é o aspeto chave
para a prevencdo e controlo da resisténcia antimicrobiana.

Com o presente trabalho pretendeu-se verificar a presenca de genes de enterotoxinas
estafiloccicas em culturas de Staphylococcus coagulase positiva de isolados
maioritariamente de leite e produtos lacteos (leite de vaca, leite de cabra, leite de ovelha e
queijo feito com leite cru de ovelha). Devido a importancia de estudos que controlam o
aparecimento em alimentos de estirpes bacterianas resistentes aos compostos utilizados para
a sua eliminacdo, este trabalho teve também como objetivo testar a resisténcia

antimicrobiana das culturas bacterianas a nove antibioéticos.
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2. Revisao Bibliografica
2.1.0 género Staphylococcus

Os Staphylococcus foram descritos pela primeira vez em 1880, a partir de isolados
clinicos de pus de abscessos cirurgicos, pelo cirurgido escocés Alexandre Ogston, e
atualmente é um dos microrganismos mais comuns nas infe¢cdes piogénicas em todo o
mundo (Santos et al.,, 2007).

Os Staphylococcus sao ubiquos no ambiente e podem ser encontrados no ar, poeira,
esgoto, agua, superficies ambientais, em seres humanos e animais (Hennekinne et al, 2010).
Pertencem a familia Micrococcacea, sdo pequenos cocos Gram-positivos, apresentam-se
isolados, aos pares, em cadeias curtas, ou agrupados (com aspeto semelhante a um cacho de
uvas), com aproximadamente 0,5 a 1,5 pm de didmetro, imdveis, ndo esporulados e
geralmente ndo encapsulados. Eles formam coldnias normalmente grandes (1 a 2 mm de
didmetro) e cremosas, com pigmentos que variam do branco a varios tons de amarelo,
dependendo da espécie (Cordeiro, 2011).

Figura 1 - Coldnias de Sthaphylococcus aureus.
Fonte:Bactéria inphotos (2014).

Sdo anaerdbios facultativos, produzem a enzima catalase (Martins, 2012). Os estafilococos
sdo capazes de produzir enzimas e citotoxinas tais como quatro hemolisinas (o, 3, y e 6),
nucleases, proteases, lipases, hialuronidases, colagenases, fibrolisina, coagulase e f-
lactamase. Estas enzimas e citotoxinas sdo encontradas em elementos genéticos como
plasmideos, transposons e profagos (Novick et al., 2001).

Até ao momento, 50 espécies e subespécies de Staphylococcus foram descritas de acordo
com o seu potencial para a producdo de coagulase em estirpes produtoras de coagulase,
designados como estafilococos coagulase positiva (ECoP), e estirpes ndo produtoras de
coagulase, chamadas estafilococos coagulase negativa (ECoN) (Hennekinne et al, 2010).

A atividade da coagulase é considerada um fator de viruléncia, pois o coagulo consiste em
um acumulo de fibrina ao redor das células bacterianas que isola a area infetada, o que
dificulta o acesso das células do sistema imune do hospedeiro as bactérias (Martins, 2012).

Estirpes ECoP foram claramente implicadas em casos de intoxicacdo alimentar, emboraja
tenham sido descritos alguns surtos de intoxicacdo estafilococica associados a espécies
coagulase negativa (Borges et al, 2008b).
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Entre as espécies pertencentes ao grupo ECoP (Tabela 1), S. aureus é o principal causador
descrito em casos de intoxicacdo alimentar estafilococica. Durante o processamento e
armazenamento de alimentos, temperaturas fora do intervalo de 7-48°C previnem a
multiplicacdo de S. aureus. No entanto, os S. aureus sdo geralmente muito tolerantes a NaCl e
multiplicam-se bem em concentragdes de NaCl até 10%. O crescimento é possivel, embora
retardado, mesmo em concentracdes de NaCl até 20% (Hennekinne et al,, 2010).

Tabela 1 - Staphylococcus coagulase-positiva.

Espécie Principais Fontes

S. aureus subsp.aureus Humanos e animais

S. aureus subsp. anaerobius  Ovelhas

S. intermedius Cao, cavalo, pombo

S. hyicus Porco e aves

S. delphini Golfinhos

S. schleiferi subsp.coagulans Cao (auditivo externo)
S. lutrae Lontra

Adaptada de Hennekinne etal. (2010).

2.2.Fatores de viruléncia de Staphylococcus aureus

A capacidade de colonizacdo e a patogenicidade do S. aureus sdo uma consequéncia dos
seus fatores de viruléncia, os quais tém um papel relevante na adesao celular, na captacao
de nutrientes e na evasdo da resposta imunolégica do hospedeiro. Esses fatores de
viruléncia podem ser classificados, basicamente, nas trés seguintes categorias: a) fatores
relacionados com a aderéncia as células do hospedeiro ou a matriz extracelular, como a
producido de moléculas de fibrinogénio, fibronectina, colagénio ou da enzima coagulase; b)
fatores relacionados com a evasido da defesa do hospedeiro, como diversas enterotoxinas
estafilocécicas (SEs A-E, G-], K, L, M, O e P), a toxina da sindrome do choque toxico (TSST), a
proteina A, lipases e polissacaridos capsulares; e c) fatores relacionados com a invasdo na
célula do hospedeiro e a penetragdo nos tecidos ou adesdo de superficies de cateteres e
préteses, os quais incluem as hemolisinas a, 3, § e y as quais sdo toxinas de natureza
proteica (Velazquez, 2005).

Staphylococcus aureus

# __ Imunoglobulina

N/ "
Toxinas (TSST-1, ) ).
enterotoxinas, alfa- Y ? - Proteina A
hemolisina,...) . ) .

.- Micro capsula

- N G Parede celular
e o . N s @

-
= . ( T Membrana plasmatica

§

TR A

i e

® /l %desinas ( promovem a

d O aderencia as proteinas do

hospedeiro)
Invasinas ( coagulase,

staphylokinase,
leucocidina,...)

leucocidina,...)

Figura 2.- Enzimas e toxinas produzidas pelo S. aureus que participam nos mecanismos
de patogenicidade e de resisténcia

Fonte: Pond5 (2014).
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0 S. aureus contém ainda, na estrutura da sua parede celular, polissacarideos e proteinas
antigénicas, bem como outras moléculas importantes, as quais podem induzir uma resposta
imunolégica no hospedeiro. Entre essas outras moléculas podemos citar o acido teicdico, o
glicanopeptidio, a proteina A, além da presenca de capsula e de adesinas (Santos et al.,, 2007).

0 elevado potencial infecioso de S. aureus ndo esta restrito apenas a sua facilidade de
multiplicacdo e disseminacdo nos tecidos, mas também a producdo de moléculas com grande
poder patogénico, que incluem enzimas e toxinas (Tabela2). As -lactamases, coagulases,
hialuronidases e catalases sdo algumas das enzimas produzidas para esse fim. Além dessas
enzimas, o S. aureus também produz DNAses, lipases, proteases e esterases.Entre as toxinas
produzidas por este microrganismo patogénico destacam-se as seguintes: as toxinas 3, a e §,
aleucocidina, a esfoliatina, atoxina do choque toxico e as enterotoxinas (Santos et al, 2007).

Os diferentes tipos de toxinas produzidas por S. aureus podem induzir uma resposta
imune, diferenciada para cada hospedeiro, que é responsavel pelas manifesta¢des clinicas
caracteristicas do processo infecioso e que determina o grau de severidade dos sintomas
provocados (Santos et al, 2007).

Tabela 2- Enzimas e toxinas produzidas por S. aureus que participam nos mecanismos de patogenicidade e
de resisténcia deste microrganismo patogénico

Nome Classe  Funcao

Betalactamases Enzima Inativa os antibidticos betalactamicos (exs.: penicilinas e cefalosporinas) pela
abertura do anel betalactdmico (exs.: penicilinases e cefalosporinases)

Coagulase Enzima Converte o fibrinogénio em fibrina, independentemente da presenca do jon

Ca2e dos fatores V, VI e VI da coagulagao sanglinea, provocando a deposicao
de fibrina em torno do microorganismao e dificultando a fagocitose celular

Hialuronidase Enzima Despolimeriza o &cido hialurénico, agindo, assim, como fator de
propagagac do microorganismo

Catalase Enzima Converte o perdxido de hidrogénio, que apresentaria uma agao toxica
sobre a bactéria, em oxigénio e agua

Alfatoxina (alfa-hemalisina) Toxina  Pode apresentar quatro conformacdes diferentes, sendo capaz de lisar

heméacias e causar danos as plaquetas em casos de intoxicagbes graves

Betatoxina (beta-hemolisina) ~ Toxina  Degrada a esfingomielina, provocando lesdes na membrana dos
eritrdcitos e, conseqlentemente, conduzindo & hemdélise

Deltatoxina (delta-hemolisina)  Toxina  Possui propriedades tensoativas, atuando como detergente e sendo
responsavel pelos efeitos sobre as membranas de eritrdcitos, macriéfagos,
linfocitos, neutrdfilos e plaquetas. E capaz, ainda, de inibir a absorgdo de
agua pelo flec, devido 3 alteragao do mecanismo de agao do monofosfato
de adenosina ciclico (AMP-c), desencadeando uma diarréia aguda

Gama-toxina (gama-hemolising) Toxina  Apresenta atividade hemolitica, cujo mecanismo ainda nao foi
devidamente estabelecido

PVL Toxina  Composta por dois companentes protéices (S e F), que atuam sinergisticamente.
Essa proteina altera a permeatilidade da membrana e ataca os leucdcitos
polimorfonucleares e os macréfagos. Essa alteragao pemmite a entrada de
cations, como o Ca*?, resultando na degranulagao celular e induzindo a citélise

Esfoliatina Toxina  Promove a clivagem do extrato granuloso da epiderme, causando sindromes
cutdneas severas (sindrome da pele escaldada e impetigo bolhoso)
T55T-1 Toxina  Provoca febre, choque e envolvimento de sistemas orgénicos mUltiplos,

incluindo erupgao cutanea descamativa
Enterotoxinas (A, B, C, De E}  Toxina  Toxinas protéicas pirogEnicas, termoestaveis, responsaveis pela intoxicagao
alimentar, podendo provocar vémitos e diarréias
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Fonte: Velasquez (2005).
2.3.Intoxicacao alimentar estafilococica

Staphylococcus aureus é um dos agentes mais comuns em surtos de intoxica¢do alimentar.
A intoxica¢do causada por S. aureus (SFPO) manifesta-se logo apos a ingestdo do alimento
contaminado com enterotoxinas pré-formadas. A quantidade de enterotoxina necessaria para
causar a doenca ainda ndo estd bem estabelecida, mas sabe-se que depende da
suscetibilidade do individuo, do peso corporal e, especialmente, do estado de saide da pessoa
acometida. Para a formacdo de enterotoxinas em quantidade suficiente para provocar
intoxicacdo é necessaria 105 a 106unidades formadoras de colénias (UFC) de S. aureus por
grama de alimento (Borges et al, 2008a).

Cinco condi¢des sdo necessdrias para induzir SFPOs: (1) uma fonte de matérias-primas
contendo enterotoxinas estafilocdcicas; (2) transferéncia de estafilococos da origem para os
alimentos (mas praticas de higiene); (3) a composicdo alimentar com caracteristicas fisico-
quimicas favoraveis para a multiplicacido de S. aureus; (4) a temperatura favoravel e o tempo
suficiente paraa multiplicacdo de bactérias e producdo de toxinas; e (5) a ingestdo de
alimentos que contenham uma quantidade suficiente de toxina para provocar sintomatologia
(Hennekinne et al., 2010).

A maioria das SFPOs surge devido a mas praticas de higiene durante o processamento (da
matéria-prima ao produto acabado) e/ou na distribuicio do produto alimentar. Os
Staphylococcus sdo encontrados em uma grande variedade de mamiferos e aves. A
transferéncia de S. aureus para a alimentacdo tem duas fontes principais: fonte humana,
durante o processamento de alimentos, e no caso dos lacticinios, os animais com mastite
(Pereira et al., 1996).

A Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar (EFSA) e o Centro Europeu de Prevengao
e Controlo das Doencas analisaram dados apresentados por 27 paises da Unido Europeia
sobre a ocorréncia de zoonoses e surtos transmitidos por alimentos em 2012. Foram
registados 5.363 surtos de origem alimentar, afetando 55.453 humanos, causando 5.118
hospitalizacdes e 41 mortes.

Quatorze estados membros relataram 346 surtos causados por toxinas estafilocdcicas, o
que representa 6,4% de todos os surtos relatados na UE. Isto é semelhante ao que sucedeu
em 2011, quando 345 surtos foram relatados. O maior nimero de casos foi relatado por
Franca, 300 (86,7 %). Em Portugal apenas foram descritos 2 (0,6%) (EFSA, 2014).

Os casos de SFPOs diferem muito entre paises o que pode ser devido a diferencas no
consumo e habitos alimentares em cada um dos paises (Ortega, 2010).

Analisando dados dos surtos de toxinfecdes estudados pelos Laboratérios de
Microbiologia do Departamento de Alimentacdo e Nutricdo (DAN) do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge em 2012 e 2013, verifica-se que o agente etioldgico mais
frequentemente isolado foi estafilococos coagulase positiva / enterotoxinas estafilocdcicas
(Figura 3) (Furtado et al.,, 2014).
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Surtos estudados no DAN em 2012 e 2013 com
agente etioldgico identificado
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Figura 3 - Surtos estudados no DAN em 2012 e 2013 com agente etioldgico identificado.
Fonte: Adaptado de Furtado et al. (2014).

Diferentes géneros alimenticios tém sido implicados na intoxicacdo alimentar
estafilocdcica, incluindo leite, produtos de pastelaria com creme, queijos, produtos de
charcutaria, saladas, refeicdes cozinhadas, sanduiches e molhos. Devemos ter em conta que a
pasteurizacdo destroi os estafilococos mas niao tem efeito sobre as enterotoxinas
estafilocdcicas (SEs). Este facto ilustra a importancia da eliminagdo de qualquer fonte de
contaminacdo durante o processamento e de um sistema controlado de refrigeracdo de
matérias-primas e de géneros alimenticios (Furtado et al, 2014). Neste estudo foram
identificados muitos fatores isolados ou em combinacdo, responsaveis pelo aumento do
numero de Staphylococcus produtores de SEs: tempo de armazenamento longo, refrigeracio
inadequada, inadequado tratamento térmico, manipuladores de alimentos contaminados e
ingredientes contaminados.

Produtos lacteos, bem como outros produtos com um elevado teor de proteinas, sio um
bom substrato para a multiplicacdo de Staphylococcus aureus. Tais produtos estdo envolvidos
em doencas transmitidas por alimentos devido a (ECHCP, 2003):

-Ocorréncia de estafilococos coagulase positiva em leite cru;
-Contaminacdo cruzada durante o processo;

-Possivel contaminacio cruzada apés o fabrico.

2.4, Enterotoxinas estafilococicas

As enterotoxinas estafilococicas (SE) sdo proteinas extracelulares de baixo peso
molecular (22 a 29 kDa), hidrosoltuveis e resistentes a acdo de enzimas proteoliticas do
sistema digestivo, tais como a pepsina, permanecendo ativas apds a ingestdo. Outra
caracteristica importante é a sua termoestabilidade, sendo capazes de resistir a tratamentos
térmicos como a pasteuriza¢do e a ultrapasteurizacdo (Rahimi e Forough, 2013). O niimero
de enterotoxinas tem-se expandido pela dete¢cdo de novos genes e, até ao momento, ja foram
identificados 18 tipos distintos, mas com similaridade na estrutura e sequéncia. As classicas

SEA, SEB, SEC, SED e SEE sao as de maior ocorréncia. Outras treze enterotoxinas, SEG, SEH,
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SE], SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER e SEU) foram identificadas bem como os seus
genes correspondentes foram descritos (seg, seh, sei, sej, sek, sel, sem, sen, seo, sep, seq, ser e
seu) (Borges et al, 2008a).

As enterotoxinas estafilococicas sdo codificadas por genes presentes em bacteridfagos
(SEA, SED, SEE e SEJ), plasmidios (SEH e SEP), cromossomas (SEH e SEP) e ilhas de
patogenicidade cromossomal, a exemplo de SEB, SEC, SEG, SEGV, SEI, SEI, SEM, SEN, SEO, SEK,
SEL e SEQ (Su e Wong, 1995).

S. aureus pode produzir uma ou mais SEs simultaneamente e, apesar deste patogénio ser
produtor de uma grande variedade de SE, 95% dos surtos sdo causados pelas enterotoxinas
A,B,C, DeE (Zoche et al, 2009).

Tabela 3 - Carateristicas das enterotoxinas estafilococicas mais comuns.

Enterotoxina Gene Carateristica
estafilocdcica enterotoxigénico
SEA sea Toxina mais comumente associada com

Intoxicacdo alimentar

SEB seb Estudada como arma biolégica

SEC sec Isolada em animais

SED sed A mais identificada em Intoxicacdo alimentar a
seguir a SEA

SEE see Intoxicagdo alimentar

SEF sef Associada ao sindrome do choque téxico

SEG seg Reduzido papel em intoxicagdo alimentar

SEH seh Intoxicacdo alimentar

SEI sei Reduzido papel em intoxicagdo alimentar

Adaptada de Pinchuck et al. (2010).

0 isolamento e determinacdo da enterotoxigenicidade das estirpes de Staphylococcus
isoladas em alimentos indicam o potencial para a producio de enterotoxinas. Além disso, a
presenca do microrganismo em altos niveis pode indicar o uso inadequado do bindémio
tempo-temperatura no processamento e/ou armazenamento dos alimentos, condigdo em que
S. aureus pode desenvolver-se até niveis suficientes para produzir enterotoxinas em
concentracao capaz de causar doenca (Zocche, 2008).

A determinacio do tipo de SEs é um fator importante na investigacdo epidemioldgica de
casos e surtos da doenca e a sua identificacdo nos alimentos pode indicar a possivel fonte de
contaminacao. Foi demonstrado que SEA e SEB estdo associadas com a contaminag¢do de
origem humana, através de manipuladores de alimentos, e que SEC e SED estdo associadas
com contaminacdo a partir de animais (Zocche, 2008).

O gene femA tem sido explorado como marcador especifico de S. aureus em testes
baseados em pesquisa de DNA. Esse gene codifica um fator essencial para a resisténcia a
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meticilina e estd universalmente presente em todas as estirpes de S. aureus. A amplificacdo do
gene femA ou parte dele por PCR constitui uma ferramenta ttil na diferenciacdo de espécies
de Staphylococcus podendo ser uma alternativa rapida e segura para a identificacdo desta
bactéria (Mehrotra et al., 2000).

2.5. Fatores que afetam a multiplicacdo e a sobrevivéncia de
S.aureus e a producdo e destruicdio de enterotoxinas
estafilocécicas

Diversos sdo os fatores que podem afetar a multiplicacdo e a sobrevivéncia de S.aureus e a
producdo de enterotoxinas estafilococicas. Podem-se destacar a temperatura, o pH, a
actividade da 4gua, as radiacdes e a atmosfera gasosa.

A multiplicacdo bacteriana de S. aureus é 6ptima entre 35 a 45°C, estipulando-se os seus
limites entre 7e 48°C.

S.aureus é muito resistente a congelacdo e descongelacdo e sobrevive em alimentos
conservados a temperaturas menores ou iguais a -20°C contudo, a temperaturas de -10 a 0°C
a viabilidade destas bactérias decresce notavelmente durante a conservacdo por
congelamento. Assim, tal como as bactérias, as toxinas estafilocdcicas demonstram ser
bastante resistentes e estaveis a congelacao (Fonte, 2012).

A producdo de enterotoxinas ocorre numa gama mais estreita de temperaturas, uma vez
que esta afeta a qualidade e a taxa de produc¢do das mesmas. A temperatura minima para a
producdo de enterotoxinas é de aproximadamente 10°C. A esta temperatura, a taxa de
producdo de enterotoxina é muito lenta. A temperatura maxima é 45°C, contudo este limite
pode ser aumentado em varios graus na presenca de cloreto de s6dio a 1M. S. aureus é
facilmente destruido pelas temperaturas de pasteurizacdo ou através de processos de
esterilizacdo dos alimentos, todavia as enterotoxinas sdo extraordinariamente resistentes aos
varios tratamentos térmicos (Fonte, 2012).

S. aureus pode multiplicar-se num intervalo de pH entre 4 e 10. Na presenc¢a de acidos
inorganicos, tais como o HCI, pode multiplicar-se a um valor de pH inferior a 4,3, porém na
presenca de acidos organicos os limites de pH sdo aumentados. A producdo de enterotoxinas
surge num intervalo andlogo, ndo oscilando muito dos valores estipulados para a
multiplicacdo bacteriana (ICMSF, 1996).

S. aureus é um dos contaminantes alimentares mais tolerante, cresce a uma actividade da
agua tdo reduzida como 0,85, contudo o crescimento éptimo ocorre a um a. de 0,98 (ICMSF,
1996). E facilmente destruido pelas radiagdes ionizantes e nio ionizantes. As enterotoxinas
sdo extremamente resistentes as radiacdes gama e ndo sdo destruidas pelas doses utilizadas
na esterilizacdo dos alimentos. Em relacdo a atmosfera gasosa, S. aureus cresce em aerobiose
e em anaerobiose, contudo o crescimento é mais lento em anaerobiose. Em anaerobiose
toleram uma gama mais ampla de temperaturas e de pH. No entanto a destruicdo de ambas é

dificultada em condi¢oes anaerdbicas (Hui et al, 2001).

Na Tabela 4 encontram-se resumidos os principais fatores que afetam a multiplicacdo
bacteriana e a producao de toxinas.
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Tabela 4 -Fatores que afetam a multiplicacao e a producao de enterotoxinas porS. aureus.

Fatores Multiplicagdo do microrganismo Producdo de enterotoxinas estafilocécicas
Otimo Variacao Otimo Variacao
Temperatura 37°C 7-48°C 40-45°C 10-48°C
pH 6-7 4-10 7-8 4-9,6
Actividade da 0.98 0,83 -0,99* 0,98 0,85-0,99**
agua (aw)
NaCl (%) 0-4 0-20 0-0,5 0-10
Potencial redox >+200mV <-200mVa> >+200mV <-100mV a
(Eh) +200 mV >+200Mv
Atmosfera Aerdbica Anaerdbica - Aerdbica (5-20% O, Anaerdbica -
Aerébica dissolvido) Aerdbica

*Aerodbica (anaerodbica 0,90 - 0,99) **Aerdbica (anaerodbica 0,92 - 0,99)

Adaptada de ECHCP(2003) e ICMSF (1996).

Na Tabela 5 encontram-se os fatores que afetam a destruicdo de S. aureus e enterotoxinas.

Embora estes fatores sejam os mais referenciados e estudados, ndo sdo os Unicos que
interferirem na multiplicacdo bacteriana e na producdo ou inibicdo da producido de
enterotoxinas. A presenca de certos aminoacidos eaglicares e a competicdo microbiana tém
sido alvo de estudo. Aminoacidos como a valina, arginina e a cistina estdo estritamente
implicados na multiplicacdo do microrganismo e na producdo de enterotoxinas em algumas
estirpes de S. aureus, nomeadamente SEA, SEB e SEC. J4 a glucose demonstrou ter um efeito
inibitério sobre a producao de SE, especialmente para SEB e SEC. Este efeito inibitério foi
atribuido a uma queda de pH, como consequéncia do metabolismo da glucose (Onoue, 1997).

S. aureus também é bastante sensivel a competicio microbiana, tendo-se demonstrado
que quanto maior a concentracdo de microrganismos acompanhantes, menor a taxa de
multiplicacdo de S. aureus e a producao de enterotoxinas. Este acontecimento tem sido
particularmente estudado em leites e queijo (Vernozy-Rozand et al., 1998).

Tabela 5 - Fatores que afetam a destruicao de S.aureus e a producao de enterotoxinas

Fator S.aureus Enterotoxinas
Calor Caldo de carne Caldo de carne
(D60°c) 0.43 - 8min. (D121°c) 3 - 8min.

Leite (Dsoc) 3,16 - 3,29 -

Irradiagdo (D - KGy) 0,1-0,6 >30

Secagem, refrigeracao, Resistente Resistente
congelamento, armazenamento
a temperatura ambiente

Desinfecgdo
Alcool (MIC - MBC) 20-40% NA
Cloro (MBC) 0,1pg/L NA
QAC (MIC - MBC) 0,2-50ug/L NA

MBC: Concentracdo Minima Bacterioldgica ; MIC: Concentracdo Minima inibitéria; QAC: compostos de
amoénio quaternario; NA: nao aplicavel

Adaptada de ECHCP (2003)
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2.6.Métodos de Detecao de Enterotoxinas

Muitos métodos tém sido desenvolvidos para a detecdo de enterotoxinas, os quais se
resumem a ensaios bioldgicos e ensaios imunolégicos. Os ensaios biolégicos implicam testes
em animais, o que é dispendioso, complexo e levantava muitas questdes éticas. Os ensaios
imunolégicos sdo mais sensiveis e especificos (Santiliano et al, 2011).

0Os métodos imunolégicos, sdo mais sensiveis, especificos, praticos, rapidos e bem vistos
quando ha a necessidade de analisar um grande nimero de amostras, embora necessitem de
equipamentos especificos, reagentes e de padronizacdo para que os resultados possam ser
analisados com confiabilidade (Santiliano et al, 2011).

0 método ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) é uma ferramenta fundamental na
detecdo de agentes bioldgicos. Baseado nos principios de interacdes antigénio-anticorpo, o
método ELISA permite uma facil visualizacdo de resultados e pode serfinalizado sem a adicdo
de materiais radioativos (Khan et al, 2003). Uma variedade de técnicas qualitativas para
detecdo dessas toxinas estd disponivel no mercado. A sensibilidade dessas técnicas difere e o
menor limite de detecdo tem sido de 0,1 ng/mL de enterotoxina B estafilocécica (SEB) com o
kit SET-EIA (enzyme immunosorbent assay ) (Santiliano et al, 2011).

A técnica Western blot supera alguns dos problemas associados com os ensaios de ELISA.
0 Western blot ¢ um método amplamente usado para analise de proteinas e, assim, tem sido
usado para detetar SEA e SEC. Num imunoblot, as proteinas sdo separadas por tamanho
usando a eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS) ou
por ponto isoelétrico usando gel de focagem isoelétrica (eletroforese na qual um gradiente de
pH é estabelecido num gel e as proteinas migram até alcangarem um local no qual o pH é
igual ao seu ponto isoelétrico), transferido para uma membrana, que é depois incubada com
anticorpos especificos (Santiliano et al, 2011).

Um dos métodos de referéncia, a imunodifusdo ou técnica de Ouchterlony, foi
desenvolvida por Casman. Requere trés a dez dias para a obtencdo dos resultados. Neste
método, a proteina e um anticorpo especifico difundem por um gel e a reacdo entre ambos
forma uma linha de precipitagdo caracteristica de positividade. E um método que deteta cerca
de 500 ng/mL de enterotoxina no material suspeito (Casman et al., 1969). Esta técnica esta
aprovada pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC), adotada pela Food and Drug
Administration (FDA) e é recomendada como método padrao para avaliacdo de novos ensaios
(Santiliano et al.,, 2011).

Os testes de aglutinacdo em latex tém sido utilizados para varios alvos e, apesar de ndo
serem métodos padrao de detecdo, tém mostrado alta sensibilidade e especificidade. Em
comparacdo com outros métodos de detecao sdo mais rapidos (o tempo varia de um minuto a
dezasseis horas), econémicos e faceis de utilizar, além de ndo necessitarem de técnicos
especializados para a sua realizacdo, equipamentos sofisticados ou reagentes de custos mais
elevados (Lee et al.,, 2004).

Neste teste, o anticorpo especifico adsorvido ou ligado covalentemente ao latex é
misturado com a amostra suspeita e € monitorizado se ha ou nio aglutinacdo. A presenca de
antigénio na amostra permite o seu reconhecimento pelo anticorpo e aglutinagcdo do
complexo formado no latex. Existem algumas modificacdes do teste, nas quais se utiliza latex
colorido ou magnetizado (Santiliano et al,, 2011).
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Como técnica moderna da Biologia Molecular, a PCR (polymerase chain reaction) também
tem sido utilizada na dete¢do dos genes que codificam enterotoxinas. Ela faz-se de forma
especifica, porém, a amplificacdo das sequéncias ndo é evidéncia da toxina no material
bioldgico. Apesar de ser executado em horas, uma vantagem deste método é o facto de
possuir uma alta sensibilidade e precisdo, mesmo numa amostra com baixa concentracao de
microrganismos (Santiliano et al., 2011).

2.7. Reacéao de polimerizacao em cadeia (PCR)

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase, PCR, foi desenvolvida por Kary Mullis nos
anos 80, o que lhe propiciou o prémio Nobel de Quimica em 1994.

A reacdo PCR é uma das técnicas mais usadas nas diversas areas de diagnodstico
molecular. A sua introduc¢do resultou numa grande revolucdo tecnoldgica, permitindo a
amplificacdo de uma sequéncia de interesse contida em uma amostra complexa de DNA e
possibilitou a adocdo de métodos automatizados para a analise do genoma. A tecnologia da
reacdo em cadeia da polimerase também é bastante flexivel, permitindo uma série de
modificagdes que possibilitam o seu emprego na andlise de uma grande variedade de
amostras (Molina e Tobo, 2004).

Para a realizacdo da PCR, utiliza-se uma enzima termoestavel (DNA polimerase) que, na
presenca de um par de oligonucleotideos iniciadores (primers) e dos nucleotideos que
compdem a molécula de DNA, amplifica a regido de interesse a partir de uma pequena
quantidade de DNA. Esta amplificacdo ocorre durante repetidos ciclos de temperatura, a
saber: 94°C para desnaturagdo do DNA, 45°C a 70°C para hibridizacdo dos oligonucleotideos
as sequéncias-alvo e 72°C para a sintese do DNA, em equipamentos chamados de
termocicladores. O DNA amplificado pode, entdo, ser separado e visualizado em géis de
agarose ou poliacrilamida e utilizado para diversos fins. Entre as principais técnicas
resultantes de modificacdes da reacdo em cadeia da polimerase, podemos citar o RT-PCR,
nested PCR, multiplex PCR, PCR a partir de primers aleatérios e PCR em tempo real (Molina e
Tobo, 2004).

2.8. Suscetibilidade a antibiéticos
2.8.1.Classificacdo dos antibioticos

Os antibidticos sdo agentes com toxicidade seletiva contra microrganismos invasores
externos (bactérias e fungos). O antibidtico ideal é aquele que interfere na funcio vital da
bactéria sem comprometer as células do hospedeiro (Medley, 2007).

Os antibioticos ideais definem-se por diversas caracteristicas, tais como: alvo seletivo;
alcancar rapidamente o alvo; bactericida; espectro estreito de forma a ndo afetar a flora
saprofita; com baixo nivel téxico e elevados niveis terapéuticos; poucas reacdes adversas,
quer seja toxicidade ou alergia; varias vias de administragio, tais como, oral, intravenosa (IV)
e intramuscular (IM). Deve ter uma boa absorcao e caso seja administrado por via oral, ter
uma boa absorcdo intestinal, boa distribuicao no local de infecdo e ser um antibidtico pro-
hospedeiro, isto é, que ndo contrarie as defesas imunoldgicas, ndo deve induzir resisténcias e
deve ter uma boa relacdo custo/eficacia. No entanto nem todas estas caracteristicas
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conseguem ser obtidas, pois a relacdo entre os antibidticos e as bactérias nao é linear
(Katzung, 2007).

Em relacdo a sua acdo sobre bactérias, um antibidtico pode ser classificado em bactericida
ou bacteriostatico. No primeiro caso, inativa e destr6i os microrganismos. Sdo exemplos de
drogas bactericidas: aminoglicésidos, quinolonas, penicilinas, cefalosporinas. No caso do
antibidtico bacteriostitico, este controla o crescimento bacteriano ao inibir a sua
multiplicacdo, ou seja, apenas impede a sua multiplicacdo, ndo permitindo a evolucio ao
estado infecioso. A eliminacdo do microrganismo neste caso depende da imunidade do
paciente. Sdo exemplos de drogas bacteriostaticas: sulfonamidas, trimetropim, cloranfenicol,
tetraciclinas, nitrofurantoina (Medley, 2007).

A classificagdo mais comum dos antibidticos baseia-se no seu mecanismo de a¢do. Assim
sdo descritos cinco mecanismos de acdo, tal como representado na Figura 4 (Tenover, 2006):

I) Inibicdo da sintese da parede celular;

I1) Inibigao da sintese ou danos da membrana citoplasmatica;
[1I) Inibicdo da sintese proteica nos ribossomas;

[V) Alteracdes na sintese dos acidos nucleicose

V) Alteracdo do metabolismo celular.

Principais modos de ibicio da duslicacs
- o e e nibigao da duplicacio
acao de antibioticos cromossomica ou da transcricéo (2]

sobre bactérias | Inibicao da atuagao de
enzimas que produzem

\ substancias essenciais ao
|

metabolismo

Célula bacteriana,

esquematizada em corte Ha proteinas
e muito simplificada e ue atuam

‘ DNA A transcricao q 1
Citoplasma ——— / \ produz RNA como enzimas
Membrana mensageiro @
plasmatica
Parede celular Duplicagéo do \ /
{envoltério externo) CTomossomo AErED a

smalen sintetiza proteina

(3

Danos a membrana Inibicao da sintese Inibicao da sintese
plasmatica de proteinas da parede celular

Figura 4- Principais modos de accao de antibidticos sobre bactérias.
Fonte: Tenover (2006).

I.  Antibiéticos que inibem a sintese da parede celular

Para a sobrevivéncia de qualquer bactéria é essencial manter a integridade da parede
celular, sendo importante referir que a parede celular das bactérias Gram-positivas e das
bactérias Gram-negativas é diferente. A parede celular é suficientemente flexivel em virtude
da sua estrutura entrelacada do seu principal constituinte, o peptidoglicano, com um elevado
indice de ligacdes cruzadas, contudo existem antibi6ticos que impedem a formacgdo completa
do peptidoglicano o que leva a lise da célula bacteriana (Baptista, 2013).
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Sao exemplo de antibidticos com acdo ao nivel da sintese do peptidoglicano os
antibioticos B-lactamicos e os glicopéptidos (Tabela 6).

Tabela 6 - Antibidticos que inibem a sintese da parede celular.

Classe Substancia Mecanismo de acdo
Penicilina ePenicilinaG Atividade bactericida por inibicdo da sintese do
(benzilpenicilina) pepetidoglicano da parede celular e ativacdo do
ePenicilina v sistema autolitico da bactéria, determinando a sua
eAmpicilina lise e posterior morte.
eAmoxicilina
eOxacilina
ecarbenicilina
Cefalosporina 12 eCefalexina Preferencialmente sobre bactérias Gram - positivas
geracao eCefadroxila através da lise da parede.
eCefalotina
eCefazolina
Cefalosporina 22 sCefactor
w Seracao eCefuroxina
S «Cefprozil
E «Cefoxitina
‘g Cefalosporina 32 eCeftriaxona Acdo bactericida ao unir-se as proteinas da
S| geracio eCefotaxima membrana citoplasmatica.
- eCefodizima Apresentam boa atividade sobre bactérias Gram-
eCefetamet negativas.
eCefixima
eCefpodoxima
sCefoperazona
eCeftazidina
Cefalosporina 42 eCefepima Inibe a sintese da parede mas possui maior
geracao eCefpiroma afinidade pelas proteinas de ligacdo a penicilina
presentes na parede das bactérias Gram-negativas.
Carbapenémicos eImipenem Inibe a sintese da parede celular e apresenta amplo
eMeropenem espectro de acao.
Monobactamicos eAztreonam Bactericida contra bacilos Gram-negativos. Age na
sintese da parede celular.
Inibidor da eAcido clavulénico Inibe a beta - lactamase, enzima responsavel pela
Betalactamase degradacdo do antibidtico. Deve ser usado em

associacio, pois possui baixa atividade.

Glicopeptideos

eVancomicina

Bactericida atuando na inibigao da sintese da
parede celular.

IL.

Adaptado de Medley (2007).

Antibiodticos que inibem a sintese da membrana citoplasmatica
Existem antibidticos que conseguem desorganizar a membrana citoplasmatica, podendo

ser agentes anidnicos, catidonicos ou neutros (Tabela 7). As polimixinas sdo disto exemplo,

uma vez que sdo moléculas anfipaticas tensioactivas, pois contém grupos tanto lipofilicos

como lipofébicos. Estas interagem com as moléculas de polissacarido presente na membrana

externa, retirando o cdlcio e magnésio necessdrios a estabilidade da mesma. A

permeabilidade na membrana modifica-se imediatamente em contacto com o farmaco e a

subsequente entrada de dgua na célula causa a sua destruicdo (Baptista, 2013).
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Tabela 7 - Antibioticos que inibem a sintese da menbrana citoplasmatica.

Classe Substincia Mecanismo de a¢do

e Polimixina c ou colistina
e Polimixina E

Polimixinas Desorganizam a membrana

citoplasmatica, podendo ser agentes

anioes, catidoes ou neutros.

Fonte: Infarmed (2013).

III. Antibidticos que inibem a sintese proteica nos ribossomas

Os ribossomas bacterianos sdo organelos celulares constituidos por duas subunidades,
30s e 50s, onde ocorre a ligacdo dos farmacos de forma a inibir ou modificar a sintese
proteica (Katzung, 2007).

Na Tabela 8 encontram-se descritas as classes de antibidticos que inibem a sintese

proteica nos ribossomas.

Tabela 8 - Antibioticos que inibem a sintese proteica nos ribossomas.

Classe

Substancia

Mecanismo de acdo

Aminoglicésidos

e Neomicina

¢ Gentamicina

e Tobramicina

¢ Amicacina

¢ Netilmicina

¢ Estreptomicina

Inibem a sintese de proteinas. A sua penetracio é
dependente do transporte ativo de oxigénio, por
isso possuem baixa acdo contra microrganismos
anaerobios.

Macrdélidos e Azitromicina Inibem a sintese de proteinas ligando-se a
e Claritromicina subunidade 50s do ribossoma bacteriano.
e Eritromicina
e Troleandomicina
Cloranfenicol « Cloranfenicol Inibem a sintese de proteinas ligando-se a
subunidade 50s do ribossoma bacteriano.
Tetraciclinas e Tetraciclina Bacteriostatica ao inibir a sintese de proteinas.
e Oxitetraciclina Atuam sobre bactérias Gram-positivas eGram-
« Doxiciclina negativas.
e Minociclina
Lincosamidas e Clindamicina Ativa contra cocos Gram-positivos. Inibe a sintese

de proteinas. Semelhante ao cloranfenicol e
macrolidos.

Adaptado de Medley (2007).

IV.  Antibiéticos que inibem a replicacao do DNAou a transcri¢cao

Este grupo de antibiéticos inibe a duplicacdo do cromossoma bacteriano (impedindo a
reproducao do microrganismo) ou a transcricio do DNA em RNA mensageiro (fonte de
informacdo para a sintese proteica).

Os antibidticos que interferem nesta inibicdo sdo as quinolonas, tal como descrito na

Tabela 9.
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Tabela 9- Antibioticos que inibem a duplicacdo cromossomica ou a transcricao.

Classe Substancia Mecanismo de a¢ao

Quinolonas eNorfloxacina Bactericidas. Interferem na sintese de DNA bacteriano
«Ciprofloxacina inibindo a DNA-girase.
ePefloxacina
eOfloxacina
eEnoxacina
eLevofloxacina

Adaptado de Medley (2007).

V.  Antibidticos que alteram o metabolismo celular

H4 antibidticos que imitam substincias usadas pela célula bacteriana e se ligam a
enzimas, inibindo-as. O metabolismo celular retratado neste ponto é a sintese do acido félico,
que pode ser inibido pelas sulfonamidas ou da sua combinacdo com o trimetroprim. Estes
antibidticos inibem a producdo de acido félico, essencial a multiplicacdo bacteriana (Tabela
10). Os microrganismos sensiveis sdo todos aqueles que precisam de sintetizar o seu proprio
acido folico. Os outros ndo sio afetados pois sdo capazes de utilizar o folato pré-formado
(Katzung, 2007).

Tabela 10 - Antibioticos que alteram o metabolismo celular.

Classe Substincia Mecanismo de acio
Sulfonamidas e Sulfadiazina Essencial a sintese do folato que é necessario
e Sulfadimidina para a formacdo do DNA e RNA.
e Sulfametoxazol
e Sulfametopirazina
e Sulfassalazina

Adaptado de Medley (2007).

2.8.2.Resisténcia aos antibioticos

A resisténcia a agentes antimicrobianos é um fen6meno comum na natureza decorrente
da competicdo pela sobrevivéncia entre as espécies. A grande maioria dos antimicrobianos
utilizados como tratamento médico ou veterinario é produzido por um grupo de bactérias
denominado actinomicetos. Cerca de 85% dos antibi6ticos sao moléculas origindrias ou
derivadas de compostos deste grupo.0 microrganismo produtor de antibidtico deve
apresentar também mecanismo de protecdo contra a sua a¢do. Acredita-se que os genes de
resisténcia originarios de microrganismos produtores de antibioticos sejam a origem da
disseminacao da resisténcia através da transferéncia de material genético. Portanto, antes da
introducao de agentes antimicrobianos na medicina, a resisténcia bacteriana ja existia mesmo
que em niveis baixos. Contudo, a partir da introducao da penicilina e de mais antibiéticos, os
niveis de resisténcia tém aumentado mundialmente (Martins, 2012).

H4 um certo numero de maneiras pelas quais os microrganismos se podem tornar
resistentes aos agentes antimicrobianos Figura 5). Estes incluem: 1) as bactérias produzem
enzimas para destruir o agente antimicrobiano antes de atingir o seu alvo ou modificar a
droga de forma a ndo ser reconhecido pelo alvo; 2) a parede da célula tornar-se impermeavel
ao agente antimicrobiano; 3) o local-alvo ser alterado por mutacdo, de modo que ja nao se
liga ao agente antimicrobiano; 4) as bactérias possuem uma bomba de efluxo que expele o
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agente antimicrobiano a partir da célula antes que ele possa atingir o seu objectivo; e 5) as
vias metabdlicas especificas em que as bactérias sdo geneticamente alteradas de modo a que
o0 agente antimicrobiano ndo pode exercer um efeito (Coyle, 2005).

ALTERAGAO DE [ MECANISMO ENZIMATIGO
ATM - PERMEAEBILIDADE

- ATM
- AT
. ATM /{ BOMBA DE EFLUXO
pare
bacteriana -
a -

T
* S .r ATM

plasmideo

membrana
bacteriana
—_— genes de
rasisténcia
ATM = antimicrobiano ONA bacteriang [aLTERACAD DO SiTIO DE ACAO]

Figura 5 - Mecanismos de resisténcia a antibioticos.
Fonte: Anvisa (2014).

Existem dois tipos de resisténcia a antimicrobianos: a inata, refere-se a uma resisténcia
que a estrutura da bactéria ja possui para determinado antibi6tico, e a adquirida, que ocorre
quando a bactéria entra em contato com o antibidtico e se torna insensivel ao mesmo, por
exemplo ap6s um tratamento inadequado. Nesse caso, essas bactérias sobreviventes guardam
a informacdo de resisténcia no seu DNA, podendo transmitir essa informacdo a sua
descendéncia (Coyle, 2005).

As bactérias também podem adquirir resisténcia aos agentes antimicrobianos por
acontecimentos genéticos, tais como mutacdo, conjugacdo, transformacdo, transducdo e
transposicao (Coyle, 2005).

Os alimentos sdo um importante fator para a transferéncia de resisténcias aos
antibioticos. Essa transferéncia pode ocorrer pela presenca de residuos de antibidticos em
alimentos, através da transferéncia de microrganismos patogénicosde origem alimentar
resistentes ou através da ingestdo de estirpes resistentes da microflora original do alimento e
resisténcia transferida de microrganismos patogénicos (Pereira et al., 2009).

A presenca de microrganismos resistentes a antibioticos esta diretamente relacionada
com o uso indiscriminado desses agentes no tratamento de doencas (automedicacao e uso
incorreto em tratamentos sem diagnostico estabelecido), bem como na pecudaria, onde sio
muitas vezes utilizados para o aumento das taxas de crescimento em animais de producao
(Gandra et al, 2009).

0 uso de antibidticos em animais produtores de alimentos pode afetar a saide humana
pela presenca de residuos em alimentos e, particularmente, pela selecdo de bactérias
resistentes, em animais. As consequéncias de tal selecdo incluem (WHO, 2001):

- Um aumento do risco de microrganismos patogénicos resistentes serem transferidos
para os seres humanos por contacto direto com animais ou através do consumo de alimentos
ou agua contaminados;

- A transferéncia de genes de resisténcia a partir de animais a flora bacteriana humana.
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Fatores associados com o surgimento da resisténcia aos antibidticos em animais
produtores de alimentos e na industria agricola parecem ser semelhantes aos responsaveis
pela resisténcia nos humanos, aumentando assim o risco de surgimento e propagacdo de
bactérias resistentes, incluindo as capazes de causar infecdes em animais e seres humanos
(WHO, 2014).

A inadequada compreensao sobre o uso apropriado e os efeitos do uso inadequado de
antibioticos sdo comuns entre os agricultores, veterinarios prescritores e distribuidores
(WHO, 2001).

De uma maneira geral, os microrganismos de importancia médica tém-se tornado cada
vez mais resistentes, sendo que os seus indices de resisténcia variam de acordo com o pais ou
regido e com o uso de determinados agentes antimicrobianos. Contudo, os estafilococos,
particularmente S. aureus apresentam resisténcia amplamente difundida pelo mundo
(Tavares, 2000).

2.8.3.Mecanismo de resisténcia deStaphylococcus

A resisténcia de S. aureus aos antibiéticos tem sido desenvolvida por mutagdes nos seus
genes ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de outras bactérias da mesma espécie (ou até
de outras). Geralmente, a resisténcia que ocorre por mutacdo gera uma alteracdo no sitio de
acdo do antibidtico, enquanto a resisténcia por aquisicio de genes de resisténcia
frequentemente envolve a inativacdo ou a destruicio da droga, sendo transmitida por
plasmideos (Santos et. al, 2007).

Staphylococcus aureus possui trés mecanismos distintos de resisténcia a meticilina: a)
hiperproducio de betalactamases; b) presenca de uma proteina de ligacdo a penicilina (PBP,
protein binding penicilin) alterada, denominada PBP2a; c) modificagdes na capacidade de
ligacdo das PBPs. Os trés mecanismos podem estar presentes numa mesma amostra, podendo
inclusive interagir entre si (Souza, 2005).

Staphylococcus aureus possui cinco PBPs. As PBPs sdo enzimas que catalisam a etapa
terminal da sintese da parede bacteriana e se localizam na membrana celular da bactéria. As
PBP 1, 2 e 3 sdo essenciais e tém alta afinidade com os antibiéticos $-lactdmicos, unindo-se a
esses por ligacdes covalentes. A resisténcia a meticilina em estafilococos é devida a producao
de uma PBP adicional, anémala, denominada PBP 2a, que apresenta baixa afinidade com os
antibiéticos B-lactdmicos. Esta proteina alterada é codificada por um gene cromossémico
denominado mecA, que é responsavel pela resisténcia intrinseca dos estafilococos meticilina
resistentes (MRSA) a todos os antibidticos (-lactamicos.0 gene mecA faz parte de uma ilha
genoémica de resisténcia chamada staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec)
(Serafim, 2013).

A maioria das infe¢oes hospitalares é causada por estirpes de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA). Além disso, devido a emergente multiresisténcia a outros
antibioticos, essas infe¢des tornaram-se uma causa amplamente conhecida de morbidade e
mortalidade no mundo, por restar uma escolha limitada de principios ativos para o seu
controlo (André et al., 2008).
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2.8.4.Testes de sensibilidade a antibioticos

Os testes de sensibilidade a antibidticos (TSA) sdo indicados para qualquer organismo
que cause um processo infecioso que requeira terapia antimicrobiana, sempre que a sua
sensibilidade ndo possa ser predita de maneira confidvel com base na identificacdo do
organismo. Os TSA sdo indicados, com maior frequéncia, quando se acredita que o organismo
causador da infecdo pertence a uma espécie capaz de demonstrar resisténcia aos agentes
antimicrobianos normalmente usados (CLSI, 2012).

Além de orientar a escolha do antibiético mais adequado, os TSA representam uma
importante ferramenta na monitorizacdo da evolucdo da resisténcia bacteriana e agem
também como um método auxiliar na implementacdo de medidas de controlo que evitem a
disseminacao de bactérias multirresistentes.

0 objetivo destes testes é prever, através da realizacdo de provas in vitro, a probabilidade
de sucesso terapéutico no uso de antibidticos avaliados no tratamento de infe¢des causadas
pelo microrganismo a ser testado (CLSI, 2012).

Todas as etapas envolvidas na realizacdo dos TSA, desde a selecdo dos antimicrobianos a
serem testados até a interpretacdo dos resultados, sdo padronizadas por organizacdes
especializadas como (Anvisa, 2014):

e  (linical and Laboratory Standards Institute (CLSI, EUA);

e British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC, Reino Unido);

e Comité de L’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM, Franca).

Estas organizacdes elaboram documentos de consenso, gerados por diversos
especialistas, que apresentam recomendagdes detalhadas sobre a realizacdo e interpretagdo
dos testes de sensibilidade.

0 desenvolvimento de novos e variados mecanismos de resisténcia pelos microrganismos
tem gerado o surgimento de um nimero cada vez maior de antibiéticos. Hoje, existe uma
variada gama de métodos convencionais (Anexo I) e automatizados que avaliam o perfil
bacteriano de suscetibilidade a antibidticos.

Nos métodos convencionais, a metodologia de disco-difusdo ou Kirby - Bauer é a mais
difundida e utilizada até hoje, devido a sua facilidade de execugdo, baixo custo e fiabilidade de
resultados. Apesar da sua simplicidade de execugdo, a técnica de Kirby-Bauer exige que as
normas sejam seguidas com rigor de forma a que os resultados possam ser comparados com
as tabelas internacionais (PNCI, 2004). As normas utilizadas, normalmente sdo as
recomendadas pelo Clinical And Laboratory Standars Institute (CLSI). As tabelas do CLSI sdo
actualizadas anualmente num processo continuo que se reflecte nos procedimentos, métodos
e protocolos, estando em vigor a M100-S22.

Exemplos de sistemas automatizados sdo: Vitek® e Vitek-2® (bioMérieux), Walk-Away®
(Dade International), BD Phoenix® (BD Biosciences) eSensititre ARIS-2® (Trek Diagnostic
Systems). Estes sistemas tém como vantagens: a maior rapidez na emissao dos resultados; a
padronizacdo intra e interlaboratorial; capacidade para realizar simultaneamente a
identificacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e unir os resultados de
identificacdo e do TSA em um Unico relatoério; e a disponibilidade de programas de software
adicionais como o Impact (Vitek®) e o PharmLink (Walk-Away®), os quais permitem a
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reducdo do trabalho manual, bemcomo o envio dos relatérios simultaneamente para a
farmécia hospitalar (Jorgensen e Ferraro, 2009).

Contudo, estes sistemas sdo onerosos, niao fornecem o resultado exato da CIM e, por
apresentarem um periodo de incubacdo curto, as bactérias que possuem mecanismos de
resisténcia induziveis podem ndo ter o tempo suficiente para expressar o respetivo
mecanismo de resisténcia e serem interpretadas por estes sistemas como sensiveis a um
determinado antimicrobiano, quando na verdade sdo resistentes (Jorgensen e Ferraro, 2009).

O antibiograma é uma técnica microbiolégica que determina a sensibilidade ou
resisténcia bacteriana a um ou mais antibiéticos. O seu objetivo ndo é apenas analisar o
espectro de sensibilidade e resisténcia das bactérias as drogas, mas também determinar a
concentracdo minima inibitéria (CMI), ou seja, a concentragdo minima do antibidtico

necessaria para inibir a multiplicacdo de um isolado bacteriano (Centerlab, 2009).

7

A realizacdo do antibiograma e sua interpretacdo ndo é uma tarefa facil, pelas suas
limitac¢des e principalmente pela crescente descoberta de novos mecanismos de resisténcia, o
que exige cada vez mais atualizagdo e experiéncia dos profissionais (Laborclin, 2011).

19



Joana Marisa Costa Nunes Ferreira

3. Material e Métodos
3.1. Amostras bacterianas

Foram analisados 121 isolados bacterianos de Staphylococcus coagulase positiva, dos
quais 95 provieram de queijos com diferentes tempos de maturacdo e produzidos com leite
cru de ovelha em duas queijarias, uma localizada na localidade de Zebras (isolados com a
referéncia Z) e outra na localidade da Soalheira (isolados com a referéncia S). Os restantes
isolados (n=26) provieram de diferentes origens: 9 isolados de leite de vaca, 5 de leite de
ovelha, 2 de leite de cabra, 3 de bolo jesuita, 3 de salmoura, 2 de cozido a portuguesa e 2 de
salada de atum.

Todos os isolados em estudo foram obtidos em trabalhos realizados anteriormente no
Laboratério de Microbiologia da Escola Superior Agraria de Castelo Branco e crioconservados
a-802C (os 95 isolados de queijo em caldo de triptona soja com 15% de glicerol e os restantes
isolados em 50% de agua mais 50% de glicerol).

3.2. Provas da coagulase, hemoélise e DNAse

Todos os isolados foram primeiramente sujeitos a prova da coagulase para confirmacao
desta carateristica, a qual esteve na base da selecido dos isolados usados neste estudo. Todos
os isolados foram igualmente sujeitos a prova da hemolise e, a um grupo selecionado de
isolados, foi efetuada a prova da DNAse.

Para todas as provas realizadas foi usada cultura jovem, com 18 a 24 horas de incubacio,
previamente inoculada em meio de cultura nao seletivos (Agar Nutritivo-AN).

3.2.1. Prova da coagulase

Para avaliar a capacidade de producdo da enzima coagulase por parte de todos os
isolados foi usado o meio de cultura Baird-Parker (BP) Agar com o suplemento Rabbit
Plasma Fibrinogen (RPF) (bioMérieux, ref. 44003), preparado de acordo com as
instrucdes do fabricante. O suplemento RPF contém plasma de coelho e fibrinogénio de
vaca, que permitem detetar a actividade da coagulase pela formagio de halos opacos em
redor da cultura de Staphylococcus coagulase positiva, bem como um inibidor de tripsina
que evita a fibrindlise total ou parcial dos halos opacos previamente formados. Foi
utilizada uma placa de Petri com o meio em questdo, subdividida em quadriculas e em
cada quadricula foi inoculada por picada uma cultura bacteriana. Apés 24 horas de
incubacao observaram-se e registaram-se os resultados (Figura 6)
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Figura 6- Resultados da prova da coagulase em Baird-Parker
Agar com RPF.

Nos casos em que o resultado da coagulase em BP Agar + RPF era duvidoso, foi efetuada a
prova da coagulase em tubo. Esta prova deteta a coagulase livre, libertada pelas células, a
qual atua na protrombina originando uma substancia semelhante a trombina, “trombina
livre” que actua no fibrinogénio formando um codgulo de fibrina. Para a realizacdo desta
prova inoculou-se uma coldnia isolada da cultura em estudo num tubo com o caldo Brain
Heart Infusion (BHI) (Merck, Danstald, Germany) e, ap6s incubag¢do a 372C+1°C durante 24h+
2h, juntou-se 0,1 ml da cultura jovem em BHI a 0,3 ml de plasma de coelho com EDTA (Merck,
Danstald, Germany), em tubos de hemolise. Ao fim de 4h de incubagao a 372C +1°C, e sem
agitar o tubo, verificou-se a formacgdo de coagulo (Figura 7). A auséncia de coagulo as 4h
implica a reincubacdo do tubo com leitura as 24h. Considera-se a reacdo como positiva
quando o coagulo ocupa mais de trés quartos do volume inicialmente ocupado pelo liquido.

Positiva

igobelibrary.org © Chamb

Figura 7 - Coagulase positiva (+) e coagulase negativa (-) em
tubo de ensaio.
Fonte: Microbiologiaonline (2014).

3.2.2. Prova da hemolise

A prova da hemdlise é efetuada em placas de Petri contendo Agar Sangue (Columbia Agar
com 5% de sangue de carneiro; bioMérieux, ref2. 43041). O Agar Sangue é um meio de
isolamento enriquecido que permite a multiplicacdo de microrganismos fastidiosos. Devido a
presenca de sangue, este meio é também diferencial, permitindo diferenciar as culturas nao
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hemoliticas das hemoliticas e, de entre estas, o tipo de hemdlise apresentado. De referir que
existem trés tipos de hemolise (Figura 8): Hemolise total (f - beta), em que o halo é
transparente; Hemolise parcial (« - alfa), cujo halo é esverdeado (hemoglobina metabolizada
até bilirrubina e biliverdina) e sem hemdlise (y -gama).

Em Agar Sangue, as culturas de Staphylococcus formam coldnias de grande dimensao,
brancas a cinzentas ou creme a amarelas, e com ou sem hemolise. No caso de apresentarem
hemolise esta pode ser do tipo beta ou alfa.

Figura 8 - Tipos de hemolise
Fonte: Biomedicina & Microbiologia (2014).

Para a realizacdo desta prova foi utilizada uma placa de Agar Sangue, subdividida em
quadriculas, em cada quadricula foi inoculada por picada uma cultura bacteriana. Incubou-
sedepois a 35 = 2°Ce efetuou-se uma primeira leitura dos resultados apds 18 a 24 horas.
Voltou-se a incubar e efetuou-se nova leitura as 48 horas.

3.2.3. Teste da DNAse

Para a realizacdo deste teste foi usado o meio de cultura DNAse Test Agar (Liofilchem, ref.
620205), o qual contém DNA na sua constituicdo. As culturas jovens foram inoculadas em
numero de 6 a 7 por placa de Petri, por riscado central, e foram a incubar a 36°C durante 18 a
24 horas. Ap6s este periodo, a placa foi coberta com HCl 1M para precipitar o DNA que nao foi
hidrolisado.

A prova positiva caracteriza-se pela formacdo de um halo transparente em torno da
cultura bacteriana (Figura 9), devido a degradacdo do DNA pela DNAse produzida pelo
Staphylococcus aureus.

Na prova negativa, o halo ndo é formado, devido a ndo produgcdo de DNAse pelos
microrganismos.
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seantes da adicao de HCL 1M (a) e apos a adicao de HCL 1M (b).

Figura 9 - Teste

3.3. Detecdo de fragmentos de genes enterotoxigénicos por PCR
Multiplex
Os 121 isolados de Staphylococcus coagulase positiva previamente caracterizados foram
posteriormente sujeitos a caracterizacdo molecular por PCR Multiplex para a detegido de

fragmentos dos genes enterotoxigénicos sea, seb, sec, sed e see, e de um fragmento do gene
femA.

0 protocolo do PCR Multiplex foi implementado com base no descrito por Mehrotra et al.
(2000) e no protocolo do Laboratério de Referéncia Europeu para Estafilococos Coagulase-
Positiva (ANSES EU-RL, 2009), com algumas alteracoes.

Na implementacdo da técnica foram usadas as seguintes culturas de referéncia:

-Staphylococcus aureus ATCC 29213 (gene sea, que codifica para a enterotoxina
estafilocdcica A)

- Staphylococcus aureus EURL 11CEB126STA (gene seb, que codifica para a enterotoxina
estafilocécica B)

- Staphylococcus aureus EURL 12CEB583STA (gene sec, que codifica para a enterotoxina
estafilocdcica C)

- Staphylococcus aureus EURL 12CEB502STA (gene sed e ser, que codificam para,
respetivamente, a enterotoxina estafilocécica D e R)

- Staphylococcus aureus EURL 09CEB329STA (gene see, que codifica para a enterotoxina
estafilocdcica E)
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3.3.1. Extracdo de DNA

Foram testados alguns procedimentos para optimizar a extracdo do DNA dos isolados de
Staphylococcus coagulase positiva, tendo-se optado pelo método Doumith et al. (2004).

Na Figura 10, encontra-se a sequéncia de procedimentos envolvidos na extracdo do DNA.

A partir de colénias em meio so6lido recolheu-se com ansa estéril (fig. 10A e B), duas a trés
colénias para um microtubo, onde previamente foi colocado 50ul de uma solugdo a 0,25% de
Dodecil sulfato de s6dio em 0,05N NaOH estéril (Anexo II) e emulsionou-se (fig.10C).

Figura 10 - Sequéncia de procedimento na extracao do DNA genémico.

Colocou-se o microtubo em banho-Maria a 99°C, durante 15 minutos (fig. 10D).
Adicionou-se 100ul de agua ultra-pura estéril e homogeneizou-se (fig. 10E). Por fim, as
amostras de DNA foram colocadas em caixas (fig. 10F) a -20°C até ao momento da sua
utilizacao.

3.3.2. Amplificacdo do DNA

A realizacdo das etapas de amplificagdo de DNA até a resolucdo do gel foram realizadas no

Laboratério de Biologia da Escola Superior Agraria de Castelo Branco.

3.3.2.1. Primers

As carateristicas dos seis conjuntos de primers usados na reacdo de amplificacio
encontram-se na Tabela 11. Os primers foram adquiridos a empresa Metabion.
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Tabela 11 - Sequéncia de nucleétidos e tamanho dos produtos de amplificacaoespecificos para os
fragmentos dos genes de Staphylococcus coagulase positiva detetados neste estudo.

Gene Primer Sequéncia oligonucleotideo Tamanho do produto
(5'-39 amplificado (bp)
sea GSEAR-1 GGTTATCAATGTGCGGGTGG 102
GSEAR-2 CGGCACTTTTTTCTCTTCGG
seb GSEBR-1 GTATGGTGGTGTAACTGAGC 164
GSEBR-2 CCAAATAGTTGACGAGTTAGG
sec GSECR-1 AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 451
GSECR-2 CACACTTTTAGAATCAACCG
sed GSEDR-1 CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG 278
GSEDR-2 ATTGGTATTTTTTTTCGTTC
see GSEER-1 AGGTTTTTTCACAGGTCCATCC 209
GSEER-2 CTTTTTTTTCTTCGGGTCAATC
femA GFEMAR-1 AAAAAAGCACATAACAAGCG 132
GFEMAR-2 GATAAAGAAGAAACCAGCAG

3.3.2.2. Mistura de amplificagao

No presente trabalho utilizou-se o NZYTaqZ2 x Green Master Mix (Nzytech, ref. MB04003)
(Figura 11), uma pré-mistura pronta a usar, que contém uma forma modificada recombinante
de TagDNA polimerase purificada a partir de Escherichia coli para amplificar sequéncias alvo
de DNA até 3 Kb de tamanho.

O Master Mix contém dNTPs e tampdo dereacdo em concentracdes ideais para uma
eficiente amplificacdo de amostras de DNA por PCR. A concentragdo final de MgCl; é de 2,5
mM, permitindo a implementa¢do de uma ampla gama de protocolos de PCR. O NZYTaq 2 x
Green Master Mix contém dois corantes (azul e amarelo) que permitem monitorizar o
progresso da eletroforese.

Figura 11 -NZYTaq 2 x Green Master Mix da Nzytech

A composicdo da mistura de amplificacio e as respetivas quantidades encontram-se
assinaladas na Tabela 12.
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Tabela 12- Composicao da mistura de amplificacao.

Componentes Volume
(D)
NZYTaq2 x Green Master Mix 12,5
Primers 3
DNA 1,5
H,O0 ultra pura, isenta de nucleases 8
Total da mistura 25 ul

Foi utilizado um controlo “branco”, o qual consiste na mistura de amplificagio mas sem
DNA. Para perfazer os 25 pl substituiu-se a quantidade de DNA (1,5pl) por H,0 ultra pura,

isenta de nucleases.

3.3.2.3. Termociclador
A amplificacdo de DNA foi realizada no termociclador Biometra, Tgradient, disponivel no
Laboratorio de Biologia da Escola Superior Agraria de Castelo Branco (Figura 12).

Figura 12 - Termociclador (Biometra, Tgradiento).

Os microtubos de PCR, com a mistura de amplificacdo, foram colocados no termociclador
tendo sido submetidos a uma desnaturagdo inicial a 94°C durante 5 minutos seguida por 35
ciclos de amplificagdo (desnaturagdo a 94°C durante 2 minutos, ligacdo dos primers a 54,6°C
durante 2 minutos e extensdo a 72°C durante 1 minuto) (Figura 13) e, no fim, por uma

extensdo final a 72°C durante 7 minutos.
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Figura 13 - Imagem do ecra do termociclador com os dados do programa utilizado.
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Terminada a amplificacdo, que para este programa tem a duragdo de 3h29mb59s, os
microtubos permaneceram no termociclador a 42C (fase de refrigeracdo/conservacdo) até ao
momento de aplicar os produtos amplificados no gel de agarose.

3.3.3. Separacdo dos fragmentos de DNA por eletroforese em gel de
agarose

A separacdo dos produtos PCR de cada uma das amostras de DNA foi efetuada por
eletroforese em gel de agarose.

0 gel de agarose é preparado em funcdo da espessura que se pretende e do tipo de tina a
utilizar. Neste estudo foi utilizada uma tina daBIO-Rad (Widemini-subcell GT) e um gel com
aproximadamente 5,8mm de espessura.

Preparou-se um gel de agarose a 2% conforme descrito no Anexo II.Apds preparacao, o
gel foi colocado na tina de electroforese onde ja tinha sido colocado o tampdo TBE 1x (Anexo
V).

Carregaram-se os pocos, de acordo com a seguinte sequéncia: no primeiro po¢o, no po¢o
do meio e no penultimo poco colocou-se 5ul de marcador (NZYDINA Ladder VI; nzytech)
(Anexo V). Nos restantes pocos colocou-se 5pl da mistura de amplificacdo (Figura 14).

Carregados os pogos foi iniciada a corrida eletroforética a uma voltagem entre 80V a 90V
durante aproximadamente lhora e 45 minutos.

Figura 14 - Carregamento dos pocos

Apoés terminada a corrida eletroforética, colocou-se o gel num banho de brometo de etidio
(Anexo VI), durante 20 minutos, e posteriormente mergulhou-se em agua destilada.Por fim
observou-se por transluminagdo UV e fotografou-se com cimara digital (Kodack DC 290)
devidamente adaptada, em formato TIFF.

As imagens obtidas foram analisadas e os isolados de Staphylococcus coagulase-positiva
foram caracterizados em fung¢io dos produtos de amplificagdo obtidos (Figura 15).
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Figura 15- Separacao eletroforética dos fragmentos de genes femaA, sea, seb, sec, sed e see, apds
amplificacao por PCR Multiplex.
Fonte: Mehrotra et al.(2000)

Na Figura 15 encontra-se na coluna M o marcador, de peso molecular 100 pb, e da coluna
1 a 6 encontram-se os produtos de amplificagdo PCR dos fragmentos dos genes que codificam
para as enterotoxinas estafiloc6cicas SEA (coluna 1 - gene sea), SEB (coluna 2 - gene seb), SEC
(coluna 3 - gene sec), SED (coluna 4 - gene sed) e SEE (coluna 5 - gene see). Na coluna 6
encontram-se amplificados todos os fragmentos de gene referidos acima (seaq, seb, sec, sed e
see) e ainda o fragmento do gene femA (também amplificado nas colunas 1 a 5).

De salientar que foram efetuados varios ensaios até se obterem os resultados
pretendidos, tendo assim sido efectuadas algumas alteragdes nos protocolos consultados. Na
extraccdo de DNA pelo método de Doumith et al. (2004) optou-se por reduzir o nimero de
coldnias utilizadas, de trés a cinco para duas a trés.

Nos ciclos de amplificacdo do DNA, na fase da ligacdo dos primers, Mehrotra et al. (2000)
indicam a temperatura de ligacdo de 57°C no entanto, e apds se terem testado varias
temperaturas de ligacdo, optou-se por usar no nosso trabalho a temperatura de 54,6°C.

A voltagem utilizada foi de 80V embora também se tenham conseguido bons resultados a
90V. Nos protocolos aconselham voltagem de 90V + 10V.

3.4, Identificacao de isolados
3.4.1. MicrogenTM Staph-ID

Do total de isolados avaliados neste estudo, sete deles (referéncias 033a, S96, S100, S130,
S221, S222 e S224) apresentaram uma reacdo coagulase positiva e, nos casos em que foi
efetuada, também uma reagdo DNAse positiva, mas ndo se obteve amplificacdo do fragmento
de gene femA, caracteristico de isolados de Staphylococcus aureus. Sendo assim, optou-se por
efetuar a identificacgdo ao nivel da espécie destes isolados, usando para tal a galeria
bioquimica MicrogenTM Staph-ID, da Microgen.
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Esta galeria consiste num conjunto de testes bioquimicos desenvolvidos para a
identificacdo de isolados de Staphylococcus, a partir de amostras clinicas e veterinarias.
O sistema Microgen Staph-ID compreende uma unica tira de micropogos com 12
substratos bioquimicos padronizados.Os substratos desidratados de cada poco sao
reconstituidos com uma suspensdo do organismo a ser identificado preparado num meio
de suspensao fornecido. Se os substratos individuais sdo metabolizados pelo organismo,
uma mudang¢a de cor ocorre durante a incubacdo ou apés a adicdo de reagentes
especificos (Figura 16).

Figura 16 - Substratos depois de rehidratados, ja com
alteracao de cor

A permutacdo de substratos metabolizados pode ser interpretado usando o Microgen
Software System (MID-60). Para a identificagio do organismo em teste foi seguido o
procedimento do fabricante.

Os resultados foram escritos na folha de registo Microgen Staph-ID Report Form, na qual
os substratos foram organizados em trios (conjuntos de 3 reac¢des) a cada substrato foi
atribuido um valor numérico (1, 2 ou 4). A soma é efectuada com os valores positivos.As
reac¢Oes para cada tripleto, formam um unico digito do naimero do perfil, que é utilizado para
determinar a identidade do isolado (Figura 17).

Figura 17 - Folha de registo Microgen Staph-ID Report Form.
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0 niimero do perfil inseriu-se no software do sistema de identificacdo Microgen (MID-60).
0 software forneceu uma identificacdo, indicando a probabilidade de identificacio do
organismo, bem como testes adicionais de confirmacio que se poderao efectuar (Anexo VI).

3.5. Prova do manitol

O S. aureus tem a capacidade de fermentar o manitol em meio contendo 7,5% de cloreto
de sddio, denominado Agar Manitol-Sal ou Meio de Chapman. O indicador de pH é o vermelho
de fenol, que determina uma reacgdo positiva quando o meio ao redor das coldnias se torna
amarelo, e negativa quando permanece avermelhado (Figura 18). Esta prova foi testada em
dois meios comerciais: o meio Mannit- Kochsolz- Phenolrot Agar (Biokar, ref. 1.05404) e o
meio Bacilus cereus Agar (Biokar, ref. BK116HA).

Figura 18 -Prova do manitol positivo para S. aureus
Fonte: Pinterest (2014).

3.6. Prova Voges Proskaeur - Methyl Red (VP - MR)

Esta prova tem como objectivo determinar a capacidade dos microrganismos para oxidar
a glicose com produgdo e manutencao de concentracgoes altas de produtos finais acidos.

A reaccdo de Voges Proskaeur (VP) ou teste de producdo de acetoina testa a formagio do
acetilmetilcarbinol, também conhecido como acetoina, a partir da glicose. Em presenca de
oxigénio atmosférico e hidréxido de potassio a 40%, a acetoina é convertida a diacetil e o alfa-
naftol actua como catalisador para produzir um complexo de cor vermelha. As estirpes de
S.aureus apresentam elevada produgao de acetoina (90%), quando comparadas as estirpes de
S. intermedius e S. hyicus.

Suspenderam-se duas colénias a partir de cultura pura no meio de VP / MR (Merck, ref.
1.05712) e incubou-se a 37°C durante 24-48 h. Apds o periodo de incubagio, dividiu-se a
cultura por dois tubos e em cada um deles adicionou-se os reagentes especificos para revelar
areacdo VP e areacdo MR.

Na reacao Voges Proskaeur (VP), adicionou-se 0,2 ml de KOH (4 gotas) a 40% e, em
seguida, 0,6 ml de solugdo de alfa-naftol (12 gotas). O desenvolvimento de uma cor
rosa/vermelha na cultura, 15 minutos apds a adicdo do reagente representa uma prova
positiva. A auséncia dessa cor é uma prova negativa.

Na reaccdo Methyl - Red (MR), o reagente usado é o vermelho de metilo (5 gotas), o qual
deteta a presenca de grandes concentracdes de produtos finais acidos, pois tem um ponto de
viragem a valores de pH inferiores a 4,5.
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3.7. Teste de suscetibilidade a antibiéticos -Técnica de Kirby-
Bauer

A metodologia utilizada para os testes de suscetibilidade a antibi6ticos encontra-se na

norma M100-S22 e MO02-A11 da Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI), que

descreve técnicas padronizadas de difusdo em agar a serem utilizadas para determinar a
sensibilidade in vitro de bactérias aerébias a compostos antimicrobianos.

Os antibidticos selecionados para a realizagcdo deste estudo foram os indicados na Tabela
13.

Tabela 13 - Lista de antibioticos testados neste trabalho.

Antibidtico Classe Designacao/ Marca / Referéncia
Concentracao

Sulfametoxazol/ Sulfonamidas SXT - 25pg Liofilchem 9042
Trimetoprim

Ampicilina B-lactdmicos AMP - 10pg Oxoid CT0003B
Amoxicilina B-lactamicos AML - 10pg Liofilchem 9133
Penicilina G B-lactdmicos P-10IU Liofilchem 9037
Enrofloxacina Fluorquinolonas ENR - 5pg Oxoid CT0639B
Neomicina Aminoglicésidos N - 30pg Liofilchem 9032
Eritromicina Macrolidos E- 15ug Oxoid CT0020B
Estreptomicina Aminoglicésidos S-10ug Liofilchem 9040
Cefazolina Cefalosporina 12 Kz - 30pg Liofilchem 9015

geracao

0 material a utilizar neste teste, tal como: as placas de Petri com o meio de Mueller
Hinton, os tubos com os discos de antibidticos e a escala Mac Farland retiraram-se do frio
cerca de 20-30 minutos antes da execu¢do da prova para que estivessem a temperatura
ambiente no momento em que fossem usadas.

Na Figura 19 encontra-se a sequéncia do procedimento para a realizagio de um
antibiograma.

Preparacao da suspensao bacteriana:

Arrastou-se, com uma ansa descartavel esterilizada, 4 a 5 coldnias da cultura jovem (18-
24h) esuspenderam-se as colénias em 5 ml de solugio salina estéril (NaCl 0,85%) até se obter
uma turvacdo comparavel com o grau 0,5 da escala Mac Farland (equivalente a 1x106
UFC/ml) (bioMérieux, ref. 70900).

Para a inoculacao em meio sélido Mueller-Hinton:

Embebeu-se uma zaragatoa estéril na suspensdo bacteriana, comprimindo-a contra as
paredes do tubo para tirar o excesso da suspensao.

O esgotamento a superficie foi feitode forma suave em todas direc¢des na placa (cinco
direcgdes), procurando abranger toda a superficie e tendo o cuidado de fazer as estrias o mais
apertado possivel.
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Figura 19 -Sequéncia de passos para a realizacao dos antibiogramas.

Apds proceder ao esgotamento a superficie, aguardou-se que a superficie do agar secasse
(ndo mais que 15 minutos).

Aplicacao dos discos de antibidticos:

Com o auxilio do distribuidor de discos, estes foram colocados sobre a superficie do meio
previamente inoculado. Ndo se aconselha a colocagdo de mais do que 6 discos por placa.
Assim, e como disponhamos de 9 antibidticos a testar para cada cultura bacteriana,
utilizdmos duas placas, uma com 5 e outra com 4 antibidticos. Com o auxilio de uma pinga
esterilizada exerceu-se uma ligeira pressdo sobre cada disco para que fosse garantido o
contacto completo com a superficie do disco. Incubou-se na estufa a 36°C por 16 a 24 horas.

Leitura e interpretacao dos resultados:

Apoés o periodo de incubacio, foi medido o didmetro dos halos inibitorios de cada disco
(zona de inibicdo), com o auxilio de um paquimetro (Figura 20). Para facilitar a medicao
utilizou-se um fundo escuro onde se colocaram as placas.
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Figura 20 - Medicao dos diametros daszonas de inibicao.

A interpretacdo dos resultados foi efetuada através da consulta de tabelas padronizadas
presentes na norma M100-S22 (CLSI, 2012), sendo as estirpes classificadas em sensivel (S),
intermédia (I) ou resistente (R) ao antibidtico testado, consoante o didmetro, em milimetros,
das zonas de inibic¢ao.

Para controlo de qualidade da execug¢do da prova foi utilizada a estirpe de referéncia S.
aureus ATCC 25923, estirpe esta que é a indicada como controlo na norma utilizada.

Na Tabela 14 encontram-se os valores de referéncia indicados por CLSI (2012).

Tabela 14 - Valores de referéncia para interpretacao dos diametros das zonas de inibicdo para os
antibioticos utilizados.

Antibiotico Didmetros padrao das zonas de inibi¢cdo Estirpe de
(mm) referéncia

S I R S.aureus ATCC

> < 25923
Ampicilina 29 - 28 27-35
Amoxicilina 20 - 19 28-36
Cefazolina 18 15-17 14 29-35
Eritromicina 23 14-22 13 22-30
Penicilina G 29 - 28 26-37
Estreptomicina 15 12-14 11 14-22
Neomicina 17 13-16 12 18-26
Enrofloxacina 18 15-17 14 27-31
Trimetropim- 16 11-15 10 24-32
sulfametoxanol

S - Sensivel; I - Intermédio; R - Resistente.

Fonte: CLSI (2012)

3.8. Tratamento de dados

O tratamento de dados foi efetuado com o auxilio do programa informatico Microsoft
Excel 2007 e o programa R. 3.0.1 - Package R Comander Rcmdr, de forma a poder ser
verificada a existéncia ou ndo de dependéncia entre a acdo dos antibidticos testados e a
origem alimentar dos isolados em estudo.Estas ferramentas informaticas também foram
utilizadas no estudo das médias do didmetro das zonas de inibicdo (em mm) para cada
antibiotico testado.
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4. Resultados e Discussao
4.1. Provas da coagulase, hemdélise e DNAse

Nos 121 isolados em estudo, efetuou-se a prova da coagulase em meio BP+RPF,
confirmando-se serem todos coagulase positiva (Anexo VIII), caracteristica da espécie
Staphylococcus aureus e de algumas estirpes das espécies Staphylococcus hyicus e
Staphylococcus intermedius.

Todos os 121 isolados se revelaram hemoliticos e DNAse positivos.

4.2. Detecao de genes enterotoxigénicos e femA por
PCRMultiplex

A segunda parte do trabalho focou-se na detecao, por PCR Multiplex, dos fragmentos dos
genes enterotoxigénicos que codificam para as enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED e SEE, ou
seja, dos genes seq, seb, sec, sed e see, e do fragmento do gene femA (usado como marcador
especifico na detecdo de S. aureus), a todos os 121 isolados referidos no ponto anterior.

As estirpes enterotoxigénicas de S.aureus apresentam diferentes contetidos em genes
codificadores de enterotoxinas. Neste trabalho foram apenas pesquisados os genes
codificadores de enterotoxinas classicas, uma vez que estas sdo responsaveis por 95% dos
casos de intoxicacio estafiloc6cica em humanos (Zoche et al,, 2009)

Na implementacio da técnica de PCR Multiplex foram usadas cinco culturas de referéncia,
uma para cada tipo de enterotoxina estafilocdcica avaliada (SEA, SEB, SEC, SED e SEE). Na
Figura 21 podemos observar a amplificacdo dos fragmentos dos genes esperados para cada
cultura de referéncia de Staphylococcus aureus. Os pesos moleculares dos produtos de
amplificacdo gerados foram os esperados para os fragmentos dos genes seaq, seb, sec, sed, see e
o gene codificador femA, ou seja, 102pb, 164pb, 451pb, 278pb, 209pb e 132pb
respetivamente.
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S500phb

200pb

ferna

Figura 21-Separacao eletroforética dos fragmentos dos genes femaA, sea,
seb, sec, sed e see, apds amplificacdo por PCR Multiplex do DNA das
culturas de referéncia S. aureus ATCC 29213 (coluna 1), S. aureus EURL
11CEB126STA (coluna 2), S. aureus EURL 12CEB583STA (coluna 3), S. aureus
EURL 12CEB502STA (coluna 4) e S. aureus EURL 09CEB329STA (coluna 5). M -
Marcador de 50pb.

Foi efetuado o PCR Multiplex aos 121 isolados em estudo.Em todos os isolados
foiamplificado o fragmento de gene femA, a excecdo de 7 isolados com prova coagulase
positiva e DNAse positiva (quando efetuado), para os quais ndo houve amplificacdo de
qualquer fragmento de gene (Figura 22).

Foi amplificado o gene femA (31,4%) e as combinagdes sea e femA (1,7%), sec e femA
(57%) e see e femA (4,1%). Existiram isolados em que ndo foi amplificado qualquer gene

enterotoxigénico (5,8%). Nao existiu amplificacdo dos fragmentos dos genes seb e sed.

Genes enterotoxigénicos e femA amplificados

57%
60
31,4%
40
20 1,7% a1% _5B%
Ay
0

femA  sea+femA sec+femA see+femA sem genes

Figura 22 - Percentagem de isolados com amplificacdo de genes enterotoxigénicos e femA.
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Considerando que apenas 62,8% (76) dos isolados amplificaram fragmentos de genes que
codificam para as enterotoxinas estafilocdcicas, SEA, SEB, SEC, SED e SEE (Figura 23),
verifica-se que destes 76 isolados, 90,8% (69) amplificaram o fragmento de gene sec, 6,6%
(5) amplificaram o fragmento de gene see e 2,6% (2) amplificaram o fragmento de gene sea.

Genes enterotoxigénicos amplificados

90,80%
0,
2 60% - 0% 6,60%
4 Aty P
sea seb sec sed see

Figura 23- Percentagem de isolados com amplificacao para sea, seb, sec, sed e see.

Tendo em conta os isolados obtidos de queijos (n=95), produzidos em duas queijarias
diferentes (Tabela 15), apenas obtivemos amplificacdo do fragmento do gene femA e da
combinacdo sec e femA. No produtor S observou-se que para seis isolados nao houve
amplificacdo dos fragmentos de genes testados.

Tabela 15- Frequencia deamplificacao dos fragmentos de genes tendo em conta a proveniéncia dos isolados
de queijo de duas queijarias diferentes (n=95).

Soalheira (S) Zebras (Z) Total
Genes Ne % N2 % %
femA 8 10,5 16 80 25,3
sea+femA 0 0 0 0 0
seb+femA 0 0 0 0 0
sec+femA 61 81,6 4 20 68,4
sed+femA 0 0 0 0 0
see+femA 0 0 0 0 0
sem genes 6 7,9 0 0 6,3
Total 75 100 20 100 100

Na Tabela 16, relativa aos isolados de leite e de outros alimentos, verifica-se uma maior
diversidade de fragmentos de genes amplificados, por comparacao com o grupo de isolados
de queijo. Para o grupo do leite e o grupo de outros alimentos, verificou-se amplificagcdo do
fragmento de gene femA e das combinagdes sea e femA, sec e femA e see e femA. Verificou-se
ainda auséncia de amplificacdo em um isolado.

O fragmento do gene femA foi o mais frequentemente amplificado de forma isolada, com
maior incidéncia em isolados de leite de vaca.
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0 gene sea e femA foi amplificado apenas nos isolados de salada de atum (100%). O gene
sec e femA foi amplificado em leite de vaca, cozido a portuguesa e salmoura. O gene see e femA
foi amplificado em isolados de diferentes origens: leite ovelha, leite de cabra, cozido a
portuguesa e salmoura.

Tabela 16- Frequéncia de amplificacdo dos fragmentos de genes em isolados de leite e outros alimentos

Leite (16) Outros alimentos (10) Total

Gene Vv 0 C ] Cp S Sa

femA 8 3 0 2 0 1 0 14
sea+femA 0 0 0 0 0 0 2 2
seb+femA 0 0 0 0 0 0 0 0
sec+femA 1 1 0 0 1 1 0 4
sed+femA 0 0 0 0 0 0 0 0
see+femA 0 1 2 0 1 1 0 5
sem genes 0 0 0 1 0 0 0 1

Total 9 5 2 3 2 3 2 26

V - vaca; O - ovelha; C - cabra; | -bolojesuita; Cp - cozido aportuguesa; S - salmoura; Sa - salada de
atum

Agrupando os isolados alimentares em Leite, Queijo e Outros alimentos (Tabela 17),
verifica-se que parao leite o gene mais frequentemente amplificado foi o femA (68,8%) e para
0 queijo a combinacao sec e femA (68,4%). Em outros alimentos foi onde se verificou a maior
variabilidade de amplificagoes.

Tabela 17- Numero e percentagem de isolados de Staphylococcus coagulase positiva com
amplificacao de genes enterotoxigénicos e femA.

Leite (16) Queijo (95) Outros (10) Total (121)
N2 % N2 % N2 % N2 %
femA 11 68,8 24 25,3 3 30 38 31,4
sea+femA 0 0 0 0 2 20 2 1,7
sect+femA 2 12,5 65 68,4 2 20 69 57
see+femA 3 18,7 0 0 2 20 5 4,1
sem genes 0 0 6 6,3 1 10 7 5,8

Na Tabela 18 encontra-se de forma resumida, todas as amplificacdes de fragmentos de
genes enterotoxigénicos e fragmento de gene femA obtidas no PCR Multiplex de todos os
isolados em estudo.
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Tabela 18 - Resumo das amplificacdes obtidas em todos os isolados em estudo.

Queijo (n=95) Leite (n=16) Outros alimentos (n=10)
S Z T \% C 0 T ] CP S SA T
(n=75) (m=20) (%) (@m=9) (m=2) (m=5) (%) @m=3) (m=2) ([m=3) (@m=2) (%) | Total

Sem amplificacdo de framentos de genes enterotoxigénicos

femA 8 16 25,3 8 0 3 688 2 0 1 0 30 38

s.genes 6 0 6,3 0 0 0 0 1 0 0 0 10 7

Com amplificacdo de fragmentos de genes enterotoxigénicos

Sea 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 20 2
Seb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sec 61 4 68,4 1 0 1 125 0 1 1 0 20 69
Sed 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
See 0 0 0 0 2 1 187 0 1 1 0 20 5
Total 75 20 100 9 2 5 100 3 2 3 2 100) 100

S - Soalheira; Z - Zebras; V - vaca; C - cabra; O - ovelha; ] - bolo jesuita; CP - cozido a portuguesa; S - salmoura;
SA- salada de atum; T - total; s.genes - sem genes.

Os fragmentos de genes enterotoxigénicos amplificados neste estudo, vdo de encontro aos
resultados obtidos por varios autores entre eles: Fonte (2012), Normanno et al. (2005),
Rahimi e Alian (2013) e Zoche et al. (2009), a excec¢do de nio ter existido a amplificacdo de
fragmentos dos genes enterotoxigénicos seb e sed.

Pelisser et al. (2009) verificaram que em 102 isolados de queijo e derivados de carne, 91
foram positivos para o gene femA, tendo-se observado que o gene femA é marcador especifico
de S. aureus, uma vez que esteve presente em todas as estirpes identificadas como S. aureus.
Estes autores, concluem que o gene femA constitui, uma ferramenta tutil na diferenciacdo de
espécies de Staphylococcus sendo uma alternativa rapida e segura para a identificagdo desta
bactéria.

De entre os 95 isolados de queijo, 68,4% apresentaram o fragmento do gene sec, que
amplifica para a enterotoxina estafilocdcica C, SEC. Estes valores chamam a aten¢do para a
necessidade de melhorar a gestdo das exploragdes a nivel animal, nomeadamente através da
implementacdo de programas de controlo especificos destinados a reduzir a mastite
subclinica, que é muitas vezes a causa da contamina¢do do leite com esta enterotoxina
estafilocdcica. Um nivel de contaminacdo reduzido poderia ser conseguido através da
melhoria dos procedimentos de saneamento e higiene nas exploragbes (Pinchuck et al,
2010).

Nestes isolados ndo foram amplificados outros fragmentos de genes enterotoxigénicos.

Nos isolados de leite de cabra e de ovelha obtivemos amplificagdo do gene see. Dado que
este gene amplifica para a enterotoxina E, SEE, podemos pensar que a contaminagao nao foi
por parte dos animais mas sim por parte dos manipuladores e/ou equipamentos da
exploracao (Zoche, 2008).
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0 fragmento de gene sea associado a producao da SEA, foi apenas detetado nos isolados
da salada de atum. Podemos pensar na possibilidade de ter havido uma contaminacio de
origem humana, no processamento dos alimentos, higiene dos manipuladores e/ou dos
equipamentos (Zoche.,, 2008).

Na Figura 24 encontra-se uma imagem correspondente aos produtos de amplificagdo
resultantes de um ensaio PCR Multiplex, onde podemos observar o M que corresponde ao
marcador de 50pb, nos pogos de 1 a 5 temos consecutivamente os produtos de amplificacdo
dos fragmentos de genes sea e femA, seb e femA, sec e femA, sed e femA e see e femA; nos po¢os
6, 11, 13 e 14 ndo se observa produtos de amplificacdo; nos pocos 7,8, 9 e 17 observa-se
amplificacdo de sec e femA; no pogo 10 ha amplificacdo defragmentos dos genes see e femA;
no poco 12 ha amplificacdo apenas do fragmento de gene femA e nos pogos 15 e 16 ha
amplificacdo dos fragmentos de genes sea e femA.

2 3 45 M6 7 8 9 101 1213 14 15 16 17 M

Figura 24 - Amplificacoes obtidas num ensaio PCR Multiplex

4.2.1.Isolados sem amplificacao de genes enterotoxigénicos e femA

Foi efetuada uma andlise detalhada sobre os 7 isolados em que ndo existiu amplificagdo
de qualquer um dos cinco fragmentos de genes enterotoxigénicos em estudo e do fragmento
do gene femA. Uma vez que estes isolados sdo coagulase positiva, DNAse positiva e ndo
amplificaram o gene femA, colocamos a hipdtese de serem isolados de outra espécie que ndo
S. aureus. Para essa analise foram efetuadas provas bioquimicas de confirmagao indicadas na
Tabela 19.

Através dos testes bioquimicos nao foi possivel concluir se estes isolados pertencem a
estirpe de S. aureus.

Assim, foi efetuada uma caracterizacdo bioquimica, com base na galeria bioquimica
Microgen TM Staph-ID, para a identificacdo especifica dos sete isolados em questdo. Os
resultados obtidos encontram-se na Tabela 19 e no Anexo VIII. Para os isolados S96, S100,
S130, S224 e 033a o teste indica-nos que existe 95,89% de probabilidade de se tratar de S.
aureus e 4,11% de ser S. intermedius, recomendando fazer as provas bioquimicas do VP,
hemodlise e manitol (Tabela 19).

Para os isolados S 221 e S 222 o teste indica que existe 83,66% probabilidade de se tratar
de S. aureus e 16,34% S. intermedius, recomendando efetuar o teste bioquimico VP (Tabela
19).
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Tabela 19 - Isolados sem amplificacdo de genes enterotoxigénicos e femA.

Provas Bioquimicas

MicrogenTM Staph-ID Manitol
Isolado Origem Coagulase DNAse Hemodlise Codigo do perfil VP (anaerobiose)

$96 Queijo +) NF +) 57766 (+) (+)
S100 Queijo (+) (+) (+) 57766 (+) (+)
$130 Queijo +) +) +) 57766 (+) (+)
S221 Queijo (+) (+) (+) 57762 (+) (+)
S222 Queijo (+) NF (+) 57762 (+) (+)
S224 Queijo (+) NF (+) 57766 (+) (+)
033a  Bolo Jesuita (+) (+) (+) 57766 NF NF

NF - ndo se efectuou prova

Uma vez que ja tinhamos excluido a hipdtese de estes isolados serem Staphylococcus
aureus devido ao facto de ndo terem amplificado o fragmento de gene femA, considerado um
bom marcador para esta espécie e tendo ainda em conta que estes isolados podem ter origem
veterinaria, pensamospoder tratar-se de isolados de Staphylococcus intermedius, os quais
também sdo coagulase e DNAse positiva. Ha no entanto descordancia quanto ao teste VP, uma
vez que apenas 1% das estirpes de S. intermedius sao VP positivas.

4.3. Caracterizacao da suscetibilidade aos antibiéticos

Para a realizacdo dos antibiogramas de forma a verificar a suscetibilidade dos isolados a 9
antibioticos, foram selecionados 76isolados dos 121 Staphylococcus coagulase positiva.Foram
igualmente usados 4 isolados coagulase negativa, perfazendo assim um total de 80 isolados.

Os isolados foram agrupados em: Leites, Queijos e Outros alimentos.

Os antibidticos testados foram: Penicilina G 10IU; Ampicilina 10 pg; Amoxicilina 10 pg;
Cefazolina 30 pg; Enrofloxacina 5 pg; Neomicina 30 pg; Eritromicina 15 pg; Estreptomicina
10 pg e Sulfametoxazol /Trimetoprim 25 pg.

4.3.1. Controlo da técnica Kirby-Bauer a partir da estirpe de referéncia

No intuito de verificar se a técnica de difusdo foi corretamente implementada, foram
efetuados antibiogramas em duplicado, para a estirpe de referéncia S. aureus ATCC 25923. Os
valores médios dos didmetros das zonas de inibicio estdo indicados na Tabela 20.

Tabela 20 - Resultados médios de dois ensaios para os didmetros de inibicdo (mm) obtidos para os nove
antibioticos testados para a estirpe de referéncia S. aureus ATCC 25923

P AMP AML Kz ENR N E S SXT
Valores de 26-37 27-35 28-36  29-35 27-31 18-26  22-30 14-22 24-32
Referéncia
S. aureus ATCC 35,1 32,8 33,2 33,8 31 20 27,8 15,1 25,8
25923

P - Penicilina G 101U; AMP - Ampicilina 10 pg; AML - Amoxicilina 10 pg; KZ - Cefazolina 30 pg; ENR
- Enrofloxacina 5 pug; N - Neomicina 30 pg; E - Eritromicina 15 pg; S - Estreptomicina 10 pg e SXT -
Sulfametoxazol/Trimetoprim 25 pg.

Os resultados estdo de acordo com o esperado demonstrando que a técnica foi bem
implementada.
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4.3.2. Suscetibilidade aos antibidticos dos isolados em estudo

Utilizando os valores padrido indicados na Tabela 14, classificaram-se os isolados em
estudo em resistente (R), intermédio (I) e sensivel (S) tendo em conta o didmetro das zonas
de inibicdo (em mm) para cada antibiético testado. Todos os valores obtidos encontram-se
registados no Anexo IX.

A maioria dos isolados de Staphylococcus, mostraram-se sensiveis aos antibidticos em
estudo, como se pode verificar na Figura 25.

100
76 79 80 76 77

80 67 66 67
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3741
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Figura 25- Nimero de isolados suscetiveis, resistentes ou intermédios aos antibioticos em estudo.

No grupo Queijo, verifica-se uma baixa percentagem de resisténcia. Com um valor
maximo de resisténcia encontrado para os antibioticos Eritromicina e
Sulfametoxazol/Trimetoprim, com 5,3% de isolados a cada um destes antibiéticos (Tabela
21). Verificou-se 0% de resisténcia aos antibiéticos Ampicilina, Amoxicilina e Enrofloxacina.
Para a Estreptomicina existem 47,3% de isolados que se manifestaram intermédios mas com
valores muito préximos do valor minimo de sensibilidade, a excepcdo deste antibidtico a
percentagem de isolados sensiveis para os restantes antibioticos é igual ou superior a 94,7%.

Tabela 21 - Percentagem de isolados suscetiveis a cada antibidtico, tendo em conta a origem dos isolados.

Queijo (n=57) Leite (n=13) Outros (n=10)
R% 1% S%  R% 1%  S% R% 1%  s% | TotalR%
P 1,8 0 692 0 30 0 16,3
AMP 0 1,8 692 0 20 20 13,8
AML 0 0 2310 10 0 5
KZ 18 0 0 0 13
ENR 0 0 0 0
1,8 8,8 0 385 0 20 13
5,3 0 0 0 10 0 5
1,8 473 0 385 10 50 2,5
SXT 53 0 0 0 0 0 3.8

P - Penicilina G 101U; AMP - Ampicilina 10 pg; AML - Amoxicilina 10 ug; KZ - Cefazolina 30 pg; ENR -
Enrofloxacina 5 pg; N - Neomicina 30 pg; E - Eritromicina 15 pg; S - Estreptomicina 10 pg; SXT -
Sulfametoxazol/Trimetoprim 25 ug; R - resistente; | - intermédio; S - sensivel.

Para o grupo Leite, destaca-se a resisténcia de uma elevada percentagem de isolados a
Penicilina G (69,2%), a Ampicilina (69,2%) e a Amoxicilina (23,9%), ou seja, aos antibidticos
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testados do grupo B-lactamicos. Os restantes isolados manifestaram-se maioritariamente
sensiveis aos restantes antibidticos em estudo.

No grupo de “Outros produtos alimentares” os isolados apresentaram percentagens de
resisténcia de 10% (para a Amoxicilina, Eritromicina e Estreptomicina), 20% (para a
Ampicilina) e 30% (para a Penicilina). Para os restantes antibidticos a percentagem de
resisténcia foi nula.

Devido a elevada resisténcia verificada a Penicilina G e a Ampicilina nos isolados obtidos
de leite, fomos verificar se havia alguma associa¢do a espécie leiteira (Tabela 22).

Tabela 22- Suscetibilidade aos 9 antibioticos testados nos isolados de leite.

Leite de Vaca (n=8) Leite de Ovelha (n=3) Leite de Cabra (n=2)
R % I % S% R % I % S % R % 1% S %

P 100 0 0 33,3 0 0 0
AMP 100 0 0 33,3 0 0 0
AML 25 0 33,3 0 0 0
KZ 0 0 0 0 0 0
ENR 0 0 0 0 0 0
N 0 37,5 0 66,7 0 0

0 0 0 0 0 0
S 0 25 0 100 0 0 0
SXT 0 0 0 0 0 0

P - Penicilina G 101U; AMP - Ampicilina 10 pg; AML - Amoxicilina 10 pg; KZ - Cefazolina 30 pg; ENR -
Enrofloxacina 5 ug; N - Neomicina 30 pug; E - Eritromicina 15 pg; S - Estreptomicina 10 pg; SXT -
Sulfametoxazol/Trimetoprim 25 pg; R - resistente; I - intermédio; S - sensivel.

Todos os isolados de leite de vaca apresentam 100% de resisténcia a Penicilina G e a
Ampicilina, e 25% destes é igualmente resistente a Amoxicilina. Nos isolados de leite de
ovelha também se verifica resisténcia a Penicilina G, a Ampicilina e a Amoxicilina, embora
numa menor percentagem de isolados. Nao foi verificada qualquer resisténcia para os
isolados de leite de cabra.

Em Portugal, Pereira et al. (2009), ao avaliarem o perfil de resisténcia a antibiéticos para
S. aureus em isolados de leite de vacas com mastite e de leite cru proveniente de vacas
saudaveis, encontraram 70% dos isolados resistentes aos antibioticos Penicilina G e a
Ampicilina. Estes autores referem a resisténcia aos antibidticos [-lactimicos como
consequéncia dos tratamentos utilizados na mastite bovina e a capacidade das estirpes de S.
aureus produzirem uma barreira de exo - polissacaridos, aumentando a parede celular e
dificultando a acdo destes antibidticos. Esta conclusdo podera também justificar o alto perfil
de resisténcia apresentado no presente estudo.

Num estudo efectuado a 72 isolados de leite de vaca, por Filho et al. (2007), foram
encontrados aproximadamente 90% de isolados resistentes a Penicilina G e a Ampicilina e
uma sensibilidade préxima dos 100% para a Eritromicina e a Estreptomicina.

Bassani (2009), ao estudar 30 isolados de leite de vaca, também identificou 100% de
resisténcia a Penicilina G e a Ampicilina e uma sensibilidade intermédia a Eritromicina e ao
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Sulfametoxazol/Trimetoprim. Por outro lado, em 201 isolados de leite, Aratjo (1998)
verificou uma resisténcia aproximada de 45% a Penicilina G e a Ampicilina e uma
sensibilidade de 98% a Eritromicina.

Também Rapini (2004) observou 100% de resisténcia a Penicilina, em 45 isolados de
queijo tipo coalho.

Tendo em conta os trés grupos de isolados (Leite, Queijo e Outros) analisou-se o perfil de
resisténcia dos mesmos, onde se identificou o antibidtico ou grupo de antibiéticos a que se
mostraram resistentes (Tabela 23).

Verifica-se que 17,5% dos isolados testados mostram resisténcia a mais do que um
antibiético em simultaneo, sendo designados como multiresistentes. Destaca-se a incidéncia
de isolados multiresistentes a Penicilina G e Ampicilina (8,8%) e a Penicilina G, Ampicilina e
Amoxicilina (5%). Esta multiresisténcia aos p-lactamicos, acredita-se ser atribuida ao
frequente uso destes antibioticos nas exploracdes de producdo animal e leiteira, sendo por
vezes utilizados inadequadamente.

A resisténcia a apenas um antibidtico verifica-se em 5% dos isolados.

Ao analisarmos os perfis de resisténcia dos quatro isolados coagulase negativa verifica-se
resisténcia de um isolado ao Sulfametoxazol/Trimetoprim e de um outro a Penicilina,
Cefazolina, Neomicina, Estreptomicina e ao Sulfametoxazol/Trimetoprim. Os restantes dois
isolados manifestaram-se 100% sensiveis a todos os antibidticos. O isolado que apresenta
resisténcia a maior parte dos antibidticos (isolado com a ref. S 216) é de diferente
proveniéncia, tratando-se de um isolado de queijo de ovelha cru proveniente do produtor S.

Tabela 23 - Perfil de resisténcia dos grupos de isolados em estudo.

Perfil de Leites Queijos Outros Total

Resisténcia (n=13) (n=57) (n=10) (n=80)
Sem resisténcia 30,7% 91,1% 60% 77,5% (62)
P _ _ 10% 1,25% (1)
E - 3,5% - 2,5% (2)
SXT - 1,8% - 1,25% (1)
P, AMP 46,2% - 10% 8,75% (7)
E, S - - 10% 1,25% (1)
E, SXT - 1,8% - 1,25% (1)
P, AMP, AML 23,1% - 10% 5% (4)
P,KZ, N, S, SXT - 1,8% - 1,25% (1)
Total 100% 100% 100%

P - Penicilina G 101U; AMP - Ampicilina 10 pg; AML - Amoxicilina 10 pg; KZ - Cefazolina 30 pg; ENR -
Enrofloxacina 5 ug; N - Neomicina 30 pg; E - Eritromicina 15 pg; S - Estreptomicina 10 pg; SXT -
Sulfametoxazol/Trimetoprim 25 pug; R - resistente; | - intermédio; S - sensivel.
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4.3.3. Analise estatistica da suscetibilidade dos isolados aos antibioticos
Para verificar a existéncia ou ndo de dependéncia entre a acdo dos antibidticos em estudo e a
origem alimentar dos isolados recorreu-se ao teste de Pearson's qui-quadrado x2 (Tabela 24).

Tabela 24 - Teste de independéncia das variaveis, x*

Antibiotico Xx2calculado p-value o= 0,05

P 64,2085 2,169-11

AMP 87,1558 1,304-12

AML 23,8596 0,001206

KZ 0,4086 0,9997 As variaveis sao
independentes

ENR 255,2 <2,2-16

N 15,434 0,3491 As variaveis sao
independentes

E 6,1311 0,5245

S 25,1595 0,03302

SXT 1,2577 0,9895 As variaveis sao
independentes

P - Penicilina G 10IU; AMP - Ampicilina 10 pg; AML - Amoxicilina 10 pg; KZ - Cefazolina 30 pg; ENR -
Enrofloxacina 5 ug; N - Neomicina 30 ug; E - Eritromicina 15 pg; S - Estreptomicina 10 pg e SXT -
Sulfametoxazol/Trimetoprim 25 pg.

Na andlise dos resultados obtidos, este teste diz-nos que, para um nivel de significancia de
5%, a ac¢do dos antibidticos Penicilina G, Ampicilina, Amoxicina, Enrofloxacina e
Estreptomicina é dependente da origem alimentar dos isolados em estudo. Para a Cefazolina,

Neomicina, Eritromicina e Sulfametoxazol/Trimetoprim é totalmente independente da
origem dos isolados, ou seja, ndo é relevante a origem.

Foram efetuados testes para verificar se existem diferencas estatisticamente significativas
entre dois ou mais grupos, tendo em conta os antibiéticos testados e os trés grupos de
alimentos: leite, queijo e outros. A finalidade deste estudo é verificar se existem diferencas
significativasna a¢do dos antibio6ticos nos isolados dos trés grupos de alimentos.

Efetuou-se o teste de Bartlett para verificar se as varidncias eram homogéneas. Para o
caso em que existiu homogeneidade efetuou-se o teste ANOVA e quando ndo se verificou
homogeneidade efetuou-se o teste de Kruskal - Wallis (Tabela 25).

Através destes testes concluiu-se que existem diferencas significativas na acdo dos
antibioticos nos isolados dos trés grupos de alimentos, isto é, a acdo dos antibidticos
Penicilina G, Ampicilina e Amoxicilina é diferente em pelo menos um grupo de alimentos.-Nao
existem diferencas significativas na a¢do dos restantes antibiéticos sobre os trés grupos de
alimentos.
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Tabela 25 - Teste da homogeneidade das variancias.

Antibiético Bartlett teste p-value o= 0,05 ANOVA o= 0,05 Kruskal-Wallis p-value o= 0,05
teste
Pr(>F)
P 46,8878 6,583-11 Ha diferencas 12,7827 0,001676
significativas,
AMP 54,4874 1,473-12 variancias 16,0613 0,0003253
heterogéneas
AML 60,3814 7,732-14 13,8715 0,0009724
o< 0,05
KZ 0,4627 0,7935 Nao ha 0,141 Nao ha
diferencas diferencas
ENR 0,4605 0,7943 significativas, 0,0462 significativas,
variancias médias
homogéneas homogéneas
o> 0,05 o> 0,05
N 9,3362 0,00939 Ha diferencas 5,5077 0,06368 Nao ha
significativas, diferengas
E 19,3761 6,202-:05 variancias 2,9853 0,2248 significativas
heterogéneas
S 6,1741 0,04564 1,3913 0,4988 a> 0,05
o< 0,05
SXT 27,4906 1,073-06 4,9382 0,084466

P - Penicilina G 101U; AMP - Ampicilina 10 pg; AML - Amoxicilina 10 pg; KZ - Cefazolina 30 pg; ENR - Enrofloxacina 5 pug; N - Neomicina 30 pug; E - Eritromicina 15 pug;
S - Estreptomicina 10 pg e SXT - Sulfametoxazol/Trimetoprim 25 pg.
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Este tipo de testes (ANOVA e Kruskal-Wallis), embora nos indique existirem ou ndo
diferencas entre as varidveis em estudo, ndo nos indica em que grupo ndo existe essas
diferencas. Por esse motivo recorreu-se ao teste t-student onde existe a comparacdo das
médias dos isolados por grupo de alimentos, duas a duas, permitindo verificara acdo dos
antibidticos entre Leite e Queijos (L&Q), Leite e Outros (L&O0) e Queijos e Outros (Q&O0)
(Tabela 26).

O teste t-student foi apenas realizado para as varidveis que se mostraram heterogéneas,
tendo-se verificado existirem diferencas significativas na a¢do da Penicilina, Ampicilina e
Amoxicilina sobre os trés grupos de alimentos.

Tabela 26- Verificacao da accao da Penicilina, Ampicilina e Amoxicilina sobre os isolados dos trés grupos de
alimentos através doTeste t-student.

L&Q L&O Q&0
Antibiotico p-value a=0,05 p-value a=0,05 p-value a=0,05
P 0,0004666 a<0,05 0,03887 a<0,05 0,1731
AMP 0,0001928 a<0,05 0,04944 0,06817
AML 0,0002892 a<0,05 0,06342 0,07508

P - Penicilina G 101U; AMP - Ampicilina 10 pg; AML - Amoxicilina 10 pg; L&Q - Leite e Queijos; L&O-
Leite e Outros e Q&O - Queijos e Outros.

Conclui-se, assim existirem diferencas significativas na acdo daPenicilina no grupo Leite &
Queijos e Leite & Outros. Verificam-se diferencas significativas na acdo da Ampicilina e
Amoxicilina sobre o grupo Leite & Queijos.

Foram efetuadas as médias e mais alguns parametros estatisticos, da medida dos halos de
inibicdo dos dois ensaios dos antibiogramas (Tabela 27 e Anexo IX).

A partir da analise do desvio padrdo pode-se concluir sobre a média dos halos de inibi¢io
obtidos, ou seja um baixo desvio padrdo indica que os dados tendem a estar préximos da
média, um desvio padrao alto indica que os valores médios estdo espalhados por uma variada
gama de valores.De uma maneira geral os valores encontram-se préximos da média, existindo
um desvio padrdo mais elevado nos halos de inibi¢do dos antibidticos Penicilina, Ampicilina e
Amoxicilina no grupo do Leite e no grupo Outros e no antibidtico Eritromicina no grupo do
Queijo e no grupo Outros.

0 coeficiente de variacdo (cv) é uma outra forma de podermos verificar a variabilidade
das médias dos halos de inibigdo da acdo de cada antibi6tico sobre cada um dos trés grupos.

Para os B-lactimicos existe uma baixa dispersdo de valores médios no grupo Queijo,
valores médios homogéneos. O grupo Outros apresenta uma média dispersdo e uma
heterogeneidade de valores é verificada no grupo Leite, ou seja uma dispersao alta.

A Cefazolina, Enrofloxacina, Neomicina e Estreptomicina apresentam uma boa
homogeneidade em todos os grupos. Na Eritromicina uma dispersio alta para o grupo Leite é
verificada. Para o Sulfametoxazol/Trimetoprim o grupo queijo é o que apresenta uma
variabilidade mais alta embora apresente uma dispersdo média.
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Podemos também verificar e confirmar estes dados através dos graficos boxplots que se
encontram no Anexo X. O boxplot é um grafico construido com base no resumo dos cinco
numeros, constituido por: Valor minimo; Primeiro quartil (Q1); Mediana (segundo quartil

Q2), Terceiro quartil (Q3) e Valor maximo. Estes valores encontram-se na Tabela 27.
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Tabela 27 - Resultados de alguns parametros estatisticos analisados tendo em conta as médias dos halos da zona de inibicagdao (em mm) de cada antibidtico testado.

Antibiético Origem Média Desvio IQR Coeficiente de Minimo Q1 Mediana Q3 Maximo
padrao Variacao
Alimentar (Qs-Q1)

P Leite 23,3 19,35 0,48173855 11,2 15,85 17,8 35,2 42,6
Outros 33,29 17,19 0,30471560 16,6 23,93 37,8 41,11 42,05
Queijo 38,06 3,33 2,18 0,08753003 20,3 37,21 38,38 39,39 45,7

AMP Leite 23,24 14,35 0,40595008 12,9 16,9 18,9 31,35 39,7
Outros 31,27 16,44 0,27971286 18,35 22,73 34,63 39,16 39,65
Queijo 37,02 2,588331 1,85 0,06992638 27,3 36,25 371 38,1 44,8

AML Leite 26,89 13,75 0,35687032 17,45 20,35 22,9 34,1 43,65
Outros 34,57 16,36 0,25808365 19,85 26,34 37,08 42,7 43,65
Queijo 40,27 2,456310 2,35 0,06100333 33,15 39,2 40,6 41,55 48,45

KZ Leite 32,73 3,726512 3,45 0,11385348 24,75 31,15 33,05 34,6 38,55
Outros 33,85 3,827604 7,34 0,11307546 29,7 30,15 33,3 37,49 38,65
Queijo 34,8 3,337284 1,45 0,09590235 13,8 34,35 351 35,8 419

ENR Leite 29,85 1,777459 1,8 0,05955402 26,75 28,9 30,3 30,7 32,65
Outros 30,13 2,108218 1,53 0,06998234 27 29,31 29,98 30,84 30,20
Queijo 28,26 2,078503 1,75 0,07353652 20,55 27,2 27,9 28,95 35,05
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Antibiético Origem Média Desvio IQR Coeficiente de Minimo Q1 Mediana Q3 Maximo
padrio Variac¢do
Alimentar (Qs-Qu)

N Leite 17,54 1,347196 2,2 0,07679694 15,4 16,3 18,2 18,5 19,2
Outros 18,12 1,051771 0,54 0,05804476 16,3 17,69 18,1 18,23 19,8
Queijo 18,58 2,25 1,1 0,12111206 9,8 17,9 18,65 19 26,6

E Leite 27,94 1,970853 2,6 0,07054555 24,35 27 27,59 29,6 31,35
Outros 25,08 1,14 0,35913888 0 26,4 27,33 27,54 31,45
Queijo 25,63 1,15 0,24690399 0 26,45 27,15 27,6 32,55

S Leite 14,36 1,462896 0,95 0,1018621 10,85 14,4 14,85 15,35 15,9
Outros 13,89 1,458462 1,36 0,1050009 10,50 13,51 14,35 14,88 15,05
Queijo 14,39 2,403523 0,9 0,1670558 0 14 14,45 14,9 20,4

SXT Leite 25,96 1,778711 1,75 0,06851333 22,3 25,35 26,55 27,1 28,6
Outros 26,82 1,826533 2 0,06810339 23,2 26,11 26,48 28,11 29,7
Queijo 24,48 5,97 1,32 0,23300887 0 25,24 25,85 26,56 27,8

P - Penicilina G 101U; AMP - Ampicilina 10 pg; AML - Amoxicilina 10 pg; KZ - Cefazolina 30 pg; ENR - Enrofloxacina 5 pug; N - Neomicina 30 ug; E - Eritromicina 15 ug;
S - Estreptomicina 10 pg e SXT - Sulfametoxazol /Trimetoprim 25 pg.
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5. Conclusao

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam que a PCR multiplex é um método
rapido e sensivel para a detecdo de SE. Considerando o baixo custo e o tempo reduzido
necessario para detetar os genes de S. aureus, acredita-se que esta seja uma poderosa
ferramenta para estudar os genétipos de isolados de Staphylococcus.

Isolados resistentes aos antibiéticos podem ser transmitidos para os seres humanos pelo
consumo de produtos alimentares que contenham tais bactérias resistentes e
multirresistentes. Deve ser evitado o uso de antibiéticos como promotores de crescimento na
criacdo de animais, especialmente daqueles vulgarmente utilizados tanto para cuidados
animais como humanos.

Tendo em conta a origem dos isolados em estudo, a maior percentagem de isolados
resistentes foi detectada em isolados de leite de vaca, em que 100% dos isolados foram
resistentes a Ampicilina e Penicilina G e 25% a Amoxicilina. Estes resultados levam-nos a
questionar o uso inadequado de antibidticos na producao leiteira. Apesar do controlo que ja
existe a nivel da restricdo de antibiéticos em producdo animal, ainda ha muito a ser feito,
incluindo o estabelecimento de programas de vigilancia epidemiolégica, a fim de controlar o
surgimento de estirpes resistentes.

No caso dos produtos alimentares de origem animal, principalmente em leite e seus
derivados, a qualidade inicia-se na producio primaria e depende da adoc¢ido de Boas Praticas
Agropecudrias em todas as etapas de produgdo. Tais medidas visam garantir a higiene, a
seguranca e a qualidade do produto, além de incluir cuidados com a saude dos trabalhadores
envolvidos na produgdo. O estado sanitdrio do rebanho, a higiene do ordenhador e as
condic¢des das instalagdes e dos equipamentos sdo alguns dos fatores que afetam a qualidade
higiénico-sanitaria do leite, permitindo a presenc¢a ou ndo de microrganismos no produto
final.

Com base nos resultados neste e em outros trabalhos do mesmo ambito, teria todo o
interesse a criacdo de um sistema de vigilancia epidemiolégica a nivel nacional, onde fossem
divulgados todos os dados acerca da prevaléncia de S. aureus bem como de outros
microrganismos de elevada importancia (E. coli, L. monocytogenes, Salmonella spp.,
Campylobacter, entre outros). De igual interesse e importancia a divulgacdo de padroes de
resisténcia e a sua evolucdo em todos os pontos da cadeia alimentar, podendo ao mesmo
tempo ser criadas estratégias de controlo de forma a diminuir a incidéncia das zoonoses e
toxinfecgdes provocadas por estes microrganismos.
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Anexo |- Métodos classicosde avaliacao do perfil bacteriano de suscetibilidade a antibidticos

Método

Vantagens

Desvantagens

Macrodilui¢cao em tubos

A determinagdo do resultado quantitativo, a CIM

A quantidade de reagentes utilizada;
0 espacgo necessario para o armazenamento dos tubos;

A possibilidade da ocorréncia de erros durante a preparacdo das
concentragdes antimicrobianas;

0 trabalho manual dispendioso na preparacgao do teste.

Microdiluicao em caldo

A economia de espaco e de reagentes em razdo da
miniaturizacdo do teste dilucional;

A reprodutibilidade dos resultados devido a possibilidade de
preparacdo de grande quantidade de placas a partir da
mesma série de dilui¢des de antimicrobianos;

A geragdo de um resultado quantitativo (CIM);

A conveniéncia de poder utilizar placas pré-fabricadas e
sistemas computadorizados, fornecidos pelos fabricantes
das placas, para o relato dos resultados.

A inflexibilidade na escolha dos antimicrobianos a serem testados
quando se utilizam as placas pré-fabricadas;

O custo de cada placa de microdilui¢do.

Agar-diluicio

A habilidade de testar um grande ndmero de amostras
simultaneamente;

O custo relativamente baixo;
Permitir a determinagdo quantitativa da CIM;

Testar bactérias fastidiosas que ndo apresentam bom
crescimento em caldo.

Método muito trabalhoso tanto no que se refere a preparagdo das
placas como do indculo bacteriano.

As placas de agar contendo antimicrobianos devem ser preparadas
preferencialmente no dia em que sdo utilizadas, porque pode haver
perda da poténcia antimicrobiana durante o armazenamento das
placas.
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Método

Vantagens

Desvantagens

Etest®

A flexibilidade na escolha dos agentes antimicrobianos a
serem testados;

A facil execucdo e o fornecimento de um resultado
quantitativo (CIM).

O alto custo das fitas;

0 ndmero limitado de antibidticos testados por placa.

Disco-difusao

E um dos métodos de sensibilidade mais simples e confiaveis
A facil execugio;

A reprodutibilidade;

A utilizacdo de reagentes de baixo custo;

Resultados de facil interpretacio clinica;

Flexibilidade quanto a escolha dos antimicrobianos e a ndo
exigéncia de equipamentos especiais.

A falta de mecanizag¢do ou automatizacdo do teste;

A n3o-padronizacdo deste método para algumas combinac¢des de
microrganismos e agentes antimicrobianos (S.
pneumoniaeversuscefalosporinas eAcinetobacter

spp-Versuspolimixinas, por exemplo);

Muitas vezes este método pode nio ser adequado para a deteccido de
mecanismos de resisténcia resultantes da producdo de B-lactamases
(enterococoversusampicilina) e de outros mecanismos mais
complexos, como o estafilococo com sensibilidade diminuida a
glicopeptideos.
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Anexo lI- Preparacéao da solucéao de lise - Dodecil sulfato de sédio a
0,25% em 0,05N NaOH estéril

Partindo de uma concentracdo de NaOH a 0,1N e, recorrendo a equacdo das diluicdes:
CixVi=CfxVf

Ci= Concentracao inicial
Cf= Concentracao final
Vi= Volume inicial

Vf= Volume final

Para obter por exemplo 250ml de solu¢ao de NaOH a 0,05N temos:
Vi=( CfxVf) / Ci

Ci=0,1N

Cf=0,05N

Vf=250ml

Entdo:

Vi= (0,05Nx250ml) /0,1N
Vi=125ml

Logo, 125 ml é a quantidade de NaOH a 0,1N que é necessario medir, para um baldo
volumétrico de 250ml, perfazendo com dgua destilada até a marca.

Para preparar por exemplo 100ml de solucdo de Dodecilsulfato de sodio a 0,25% em
0,05N NaOH, pesa-se 0,25g de Dodecil sulfato de s6dio e adiciona-se a 100ml de NaOH a
0,05N, esterilizando-se a seguir por filtracao.
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Anexo lll - Preparacao do gel de agarose

Caracteristicas da Agarose:
Agarose da marca Bioron, ref260400

Devera ter-se em conta o tipo de agarose, pois a qualidade do trabalho e a velocidade da
corrida de electroforese podem ser influenciados pelas caracteristicas da agarose.

0 gel é preparado em funcdo da espessura, da percentagem de agarose que se pretende
usar e do tipo de tina.

Se for utilizada a Tina Bio-Rad (Wide Mini-Sub Cell GT) pode tomar-se como referencia os
volumes de tampdo necessarios para obter uma determinada espessura, como pode ser visto
na tabela seguinte:

Tabela 28- Volume de tampao/ espessura do gel

Espessura do gel Volume de tampao Volume da tina (ml)  Dimens&o do gel (mm)
(mm) (ml)
2,5 30 650-900 150x100
5,0 60
7,5 90
10 120

Modo de preparacao

Figura 26):

Para obter um gel a 2% e com uma espessura de 5 mm, pesar 1,2g de agarose colocar num
frasco apropriado e adicionar 60ml de tampdo TBE 1x.

Levar ao microondas até dissolver completamente, até ficar transparente sem grumos,
tendo o cuidado de nio deixar ferver para evitar a saida do recipiente.

Deixar arrefecer a temperatura ambiente naturalmente (nio se deve arrefecer de forma
brusca).

Depois de arrefecido, temperatura que se suporte nas maos, verter no tabuleiro de
preparacdo do gel ja com o pente colocado, para formar os poc¢os, que serdo cheios com as
amostras de DNA) e deixar solidificar.

Apoés solidificagdo do gel, retirar o pente e colocar o gel na tina, cobrir com a solucdo
tampao TBE 1x de modo a que o gel fique submerso, para que a agarose nao desidrate.
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Figura 26 - Preparacao do gel de agarose
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Anexo IV- Preparacéao da solucdo tampao TBE 1x

Caracteristicas do tampao:

TBE Buffer 10x, ph 8.3 da nzytech (ref.2 MB11501) que se encontra em forma de p6 (0,89
M de Tris-acetato, 0,89 M de acido bérico e 0,02 M de EDTA)(

Figura 27).

Figura 27 - Apresentacao TBE Buffer 10X antes da sua preparagao

Modo de preparacao:

Para a preparacdo dissolver o contetido em 1000ml de agua destilada obtendo-se uma
solucao tampdo TBE 10x. Tanto para a preparac¢do do gel como para a tina o tampao utilizado
é TBE 1x.

Para a preparar 11 de TBE 1x recorre-se a equacdo das dilui¢des: CixVi= CfxVf
(Ci): concentragio inicial
(Cf): concentracdo final
(Vi): Volume inicial

(Vf): volume final

Em que:

Vi=(CfxVf)/ Ci

(Ci)=10

(cH=1

(Vi) =2

(Vf) =1000ml

Vi= (1x1000) /10
Vi=100 ml

Assim para preparar 1 litro de solugdo TBE1x, medir 100ml de solugcdo concentrada
TBE10x e perfazer num baldo volumétrico com 4agua destilada até obter 1000ml.
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Anexo V-MarcadorNZYDNA Ladder VI

Caracteristicas do marcador:

NZYDNA Ladder VI da marca nzytech

E um marcador de peso molecular pronto a usar (

Figura 28), facilita a quantificacao e determinacao de fragmentos de pequeno tamanho de

DNA em gel de agarose.

Figura 28 - NZYDNA Ladder VI, nzytech

O gel precisa de conter pelo menos 2% de concentracdo de agarose para permitir a
identificacdo clara de cada banda. NZYDNA Ladder VI produz um padriao de 17 bandas
espacadas regularmente, que vao de 50-1500 pb,

Figura 29.

BAND SIZE (bp) DNA MASS (ng/band)

1500 40
35
33
30
27
23
20
67
23
27
18
20

25
67

150 30

100 27

50 30

Figura 29- Amplificacao do marcador
Fonte:https://www.nzytech.com

As bandas de 200 e 500 pb apresentam uma
mancha brilhante para ajudar na
identificacao.NZYDNA Ladder VI deve ser
armazenado a -20°C até a primeira
utilizagdo.Depois disso, o produto pode ser
armazenado a 4°C até 6 meses, deve-se evitar
varios ciclos de
congelamento/descongelamento, pois estes
podem danificar o produto.

Para evitar varios ciclos de congelamento e
descongelamento o marcador foi dividido por
tubos PCR, sendo guardado em cada tubo 20ul.
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Anexo VI - Preparacao do brometo de etidio

Caracteristicas do Brometo de Etidio:

Brometo de Etidio, ref2 17-1328-01 da marca Plusone®. E um reagente téxico por
contacto (mutagénico).

Modo de preparacao:

A concentragdo do Brometo de Etidio é de 10mg/ml (Solucdo Sotck) mas é usado com
uma concentracdo de 0,5pl/ml (Solucdo de trabalho).

Recorrendo a equacdo das dilui¢des e para preparar por exemplo um volume de 200ml
de solucao temos:

Vi=(CfxVf)/ Ci

(Ci): concentragao inicial=10mg/ml=10000pg/ml
(Cf): concentracao final =0,5ul/ml

(Vi): Volume inicial =?

(Vf): volume final=200ml

em que:

Vi= (0,5ul/mIx200ml) / 10000pg/ml=0,01ml

Para se obter 200ml de solucdo de Brometo de Etidio
mede-se 10ul de Brometo de Etidio e adiciona-se 200ml de
) CE—— 0.01ml agua destilada.

Instrugoes de utilizacao:
Usar sempre luvas e bata;

Colocar a solugdo de Brometo de Etidio preparada, numa tina e mergulhar o gel durante
15 minutos (se a solugdo ja tiver sido usada algumas vezes, prolongar o tempo de
permanéncia do gel);

Apos o tempo de coloracdo o gel devera ser retirado com muito cuidado para uma tina
contendo 4gua destilada, para diluir ligeiramente o Brometo de Etidio e de seguida colocar o
gel no transiluminador;

Antes de ligar o transiluminador devem ser colocados 6culos de protecgdo UV, depois de
ligado observar a imagem do gel e captar com a camara digital devidamente adapta
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Anexo VII- Resultados obtidos em Microgen Software System (MID-
60)

No teste MicrogenTM Staph-ID da Microgen obteve-se o numero de perfil que ao ser
introduzido no programa Microgen Software System (MID-60) deu como resultados os
indicados na

Figura 30eFigura 31.

File Edit System Help
Specimen Details Date 14-06-2014 Netes
Lab Ret
Nome
Speceran Type 96,100,130, 224 -
Source [waed/Socaton| -
Results Entry + AT +MAN  +BGL
- (PG + NAG - 8GN
Teut Sychem Microgen Staph ID - + NIT + NNS + URE
+ SUC + TUR + ARG
Dcta Code ﬁm * TRE + PHO - PR
Prozs ENTER to Calcudate | dentiication Latex Agphtinatices
Identification Analysis
S, aurcus subsp, aweus S riotmedu: S cheomogenes S hgus 5. haomoktcyus
R — ]
Select © Onoce
Probabity 114 1/3% 1737561 < 1100000000 < 1/100,000 000
Percert Probabity % 4 Hi <001% 00 <00
Lieshood 5 G <00x 0mx <00%
Hunen lzoiste Yes Yes No Yes Yes
Tesis aganet
Testt CPG (85%) TUR (4%) LAT [01%) TUR 0.1%) LAT [0.1%)
Test 2 MAN (23%) BON [39.9%) PHO (4%)
Test3 MAN (7%) URE (4%)
Adationd Tests v v v v v
Voges Proskmuse ax 1% 1% 1% £ 33
Maamolysis €W 9% 1% 1% s\|x
Matoze Fermentation 9z ™ 1% aux 9%
Lactose Fermentation 23 93 S0 1% o0
Ritbase Fermertation 26% 3% 1% 2% L
Adtiorsd Comeents 2

Figura 30 - Isolados S96, S100, S130, S224 e O33a sem amplificacao de fragmentos de genes
enterotoxigénicos e femA.
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File Edit System Help
Specimen Detalls Date 140652014 tote:
Lab Ret
Nome
Specmen Type 221,222 v
Souce wandlocaten] -
Results Entry ¥ LAT *MAN 4 BGL
-CPG  +NAG = BGN
Test System Miceogen Staph 1D v * NI ¢ NNS = URE
$SUC  +TUR  +ARG
Octd Code BTB2. +TRE  +PHO ~—-PMR
Press ENTER to Caloudste idertiicaton Latex Agghutnaton
Identification Analysis
SESSRIRRISIIRIL S Shwedton Schmg
]
Salect D Choxce \
Probabity 1755 /3% 15,069,022 183mM 118556612
Parcent Probabity m 1 Q0% «ON% «0ms
Lisirood % QO0X Qox LT ES
Human isciste Yes Ye: No Yez No
Tetts aganat
Tost1 CPG (85%) TUR (4%) LAT [0.1%) LAT 10.1%) LAT 01%)
Tost 2 URE (82%) ARG (0.1%) PHO (4%) URE 35%)
Test3 PHO (20.1%) NS (7%) MAN (23%)
Adstonsd Tests v v v v v
Vioges Proskmse 87% % 7% 6% %
Battnose Fermactation 1z X 5% 1% 1%
Ross Fermestation 2% 9% 2% Le %

Figura 31 - Isolados S221 e 5222 sem amplificacao de fragmentos de genes enterotoxigénicos e femA.
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Anexo VIII - Registo de resultados de todas as provas efectuadas aos isolados em estudo

Origem [solado Coagulase DNAse Hemolise PCR P AMP AML KZ ENR N E S SXT

Queijo 771 Positivo Positivo Positivo sec + fema S S S S S S S S S

Queijo Z.86b Negativo Negativo Positivo sem genes S S S S S S S S S

Queijo 737 Positivo Positivo Positivo sec + fema S S S S S S S S S

Queijo 7188 Positivo Positivo Positivo Fema S S S S S S S [ S

Queijo 7191 Positivo Positivo Positivo sec + fema S S S S S S S S S

Queijo 7 205a Positivo Positivo Positivo Fema S S S S S S S [ S

Queijo Z13" Positivo Positivo Positivo Fema S S S S S I S [ S

Queijo Z 31" Positivo Positivo Positivo Fema S S S S S I S [ S

Queijo 7228 Positivo Positivo Positivo Fema S S S S S S S [ S

Queijo 2276 Positivo NF Positivo Fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo 7280 Positivo NF Positivo Fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF




Genes enterotoxigénicos e resisténcia a antibidticos em isolados de Staphylococcus coagulase positiva de origem alimentar

Origem Isolado Coagulase DNAse Hemolise  PCR P AMP AML KZ ENR N E S SXT

Queijo 7.334 Positivo Positivo Positivo Fema S S S S S I S [ S

Queijo S95 Positivo Positivo Positivo Fema S S S S S S S S S

Queijo S100 Positivo Positivo Positivo sem genes NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S106 Positivo Positivo Positivo sec + fema S S S S S S S [ S

Queijo S113 Positivo Positivo Positivo sec + fema S S S S S S S S S

Queijo S119 Positivo Positivo Positivo sec + fema S S S S S S S S S

Queijo S125 Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S127 Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S129 Positivo Positivo Positivo sec + fema S S S S S S S [ S

Queijo S131 Positivo Positivo Positivo sec + fema S S S S S S S I S

Queijo S47 Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S51 Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

67



Joana Marisa Costa Nunes Ferreira

Origem Isolado Coagulase DNAse Hemolise  PCR P AMP AML KZ ENR N E S SXT

Queijo S55 Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S60 Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S 64 Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S 66 Positivo NF Positivo Fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S68 Positivo Positivo Positivo sec + fema S S S S S S S S S

Queijo Sé6 Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S10 Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S15 Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S18 Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S20 Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S23 Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S30 Positivo Positivo Positivo sec + fema S S S S S S S I S
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Origem Isolado Coagulase DNAse Hemolise  PCR P AMP AML KZ ENR N E S SXT

Queijo S197b Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S 185 Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S219 Positivo Positivo Positivo sec + fema S S S S S S S S S

Queijo S222 Positivo NF Positivo sem genes NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S 224 Positivo NF Positivo sem genes NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S 157 Positivo Positivo Positivo sec + fema S S S S S S S [ S

Queijo S160a Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S 204b Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S164 Positivo Positivo Positivo sec + fema S S S S S S S S S

Queijo S173 Positivo Positivo Positivo sec + fema S S S S S S S S S

Queijo S 247 Positivo Positivo Positivo Fema S S S S S S S S S

Queijo S262 Positivo NF Positivo sec + fema S S S S S S S S S
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Origem Isolado Coagulase DNAse Hemolise  PCR P AMP AML KZ ENR N E S SXT

Queijo S262 Positivo NF Positivo sec + fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

Queijo S367 Positivo Positivo Positivo sec + fema S S S S S S S S S

L vaca L4 Positivo Positivo Positivo sec + fema R R S S S S S S S

L vaca L13 Positivo Positivo Positivo Fema R R R S S | S S S

L vaca L 15 Positivo Positivo Positivo Fema R R N N S N S S S

L vaca L17a Positivo Positivo Positivo Fema R R N N S | S I S

L ovelha L 29 Positivo Positivo Positivo Fema R R R S S I S I S

L ovelha L 30b NF NF NF Fema NF NF NF NF NF NF NF NF NF

L cabra L35 Positivo Positivo Positivo see + fema S S S S S S S S S

Jesuita 0 33a Positivo Positivo Positivo sem genes S S S S S S S [ S

Jesuita 034 Positivo Positivo Positivo Fema S S S S S S S S S

C.Portug. 032 Positivo Positivo Positivo see + fema S S S S S | S [ S
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Origem I[solado Coagulase DNAse Hemolise PCR P AMP AML KZ ENR N E S SXT
S.atum 07b Positivo Positivo Positivo sea + fema R S S S S S S S
Salmoura 0 25a Positivo Positivo Positivo Fema S S S S S S S S
Salmoura 026 Positivo Positivo Positivo sec + fema S S S S S R R S
Salmoura 028 Positivo Positivo Positivo see + fema S S S S S S S

Z - produtor Zebras; S —-produtor Soalheira; O - outros alimentos; NF - nio foi efectuado; P - Penicilina G 101U; AMP - _ 10 pg; AML - Amoxicilina 10 pg; KZ
- Cefazolina 30 pg; ENR - Enrofloxacina 5 pg; N - Neomicina 30 pg; E - Eritromicina 15 pg; S - Estreptomicina 10 pg e SXT - Sulfametoxazol /Trimetoprim 25 pg.
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Anexo IX - Média dos halos da zona de inibicao (em mm) de cada antibiético testado em todos os isolados
em estudo.

Origem Isolado P AMP AML KZ ENR N E S SXT

Queijo 771 37,1 36,1 38,9 33,7 27,6 18,6 26,2 14,9 26,1

Queijo 734 40,4 39 42,7 36 29 17 26,1 14,3 26

Queijo 737 38,4 37 40,8 34 29,2 18,8 27,6 14,9 25,6

Queijo 7188 41,2 40,3 44,6 37 31,2 17,9 28,1 13,7 27,5

Queijo 7192 37,3 36,3 38 34,2 27,7 16,2 26,5 12 23,3

Queijo Z13" 40,1 36,9 41,2 36,6 28,5 15,6 27,3 12,6 26

Queijo 7201 37,9 34,8 41,1 34,4 30,2 18,5 28,9 14,3 25,8

Queijo 7273 41,3 40,1 42,8 38,2 29,8 16,6 27,5 14,6 27,2

Queijo 7317 33,9 36 41,2 30,5 27 26,6 23,7 18,4 26,9

Leite S92 38 36,2 39,8 35,7 26,8 18,2 27,4 14,4 22,4

Queijo S96 40,4 37 42,4 351 27,7 18,9 28,6 14,5 26,2
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Origem Isolado P AMP AML KZ ENR N E S SXT

Queijo S113 41,7 40,3 43,5 38 32,3 22 25,5 17,8 27,5

Queijo S129 37,3 38,9 42,5 34,7 26,8 18,1 27,2 13,6 25,3

Queijo S131 39,2 36,7 40,7 34,9 27,7 18,9 26,6 14,4 26,6

Queijo S50 38,7 42 40,7 34,1 27,1 18,7 27,1 14,5 24,4

Queijo S56 39 37,1 40,4 38,3 27,5 18,9 27,5 13,9 27,5

Queijo S 65 40,9 37 39,4 35,7 26,2 18,3 26,5 14 25,9

Queijo S3 38,4 36,5 39,7 34,9 27,5 18,9 27,1 14,5 25,3

Queijo S13 39,9 36,7 39,5 33,6 28,3 18,8 27,9 14,1 26

Queijo S30 39,4 35,8 41,3 34,7 27,2 18,4 27,2 14,1 25,3

Queijo S181 40,2 38,1 42,1 36,1 28,7 19,1 27,8 14,5 26,6

Queijo S219 38,1 37,6 41,9 35,8 32,7 219 32,6 17,1 26,5

Queijo S223 36,1 34,4 37,8 31,8 28,5 19 0 14,3 27,4

Queijo S 157 39,3 37,9 41,6 354 26,8 18,2 27,5 12,5 24,9
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Origem Isolado P AMP AML KZ ENR N E S SXT

Queijo S 164 36,7 36,7 39,3 354 27,9 19,3 26 15 27,3

Queijo S173 39,3 38,1 40,3 35,8 28,1 20,1 27,5 14,9 27,8

Queijo S 247 37,1 38,1 37,6 35,2 27,4 18,8 25,7 15,1 26

Queijo S262 40,1 38,6 40,5 351 28,5 19,2 28,3 15,5 26

Leite de vaca cru L2 17,8 19,6 22,9 34,6 31,9 18,8 31,4 15,4 27,3

Leite de vaca cru L12 17,8 16,7 23 34,1 30,7 18,4 30,7 15,4 27,1

Leite de vaca cru L14 15,2 16,9 19,5 31,2 28,1 16,3 27 14,4 23,4

Leite de vaca cru L16 18,7 18,9 22,1 33,3 30,3 18,3 28 15,9 25,5

Leite de ovelha cru L 29 11,2 12,9 17,5 24,8 27 15,6 244 12,3 25,5

Leite de cabra cru L35 40,5 38,1 42,3 38,1 30,6 18,7 27,2 14,8 26,8

Jesuita 0332 41,7 39,5 43,1 37,6 30,2 17,6 27,3 14,3 26,6

Jesuita 034 42,1 39,6 43,5 38,6 30,4 18,1 27,3 15,1 26,4

C.Portug. 032 37,6 36,9 37,4 32,5 31 17,2 27,4 13,3 25,9

74



Genes enterotoxigénicos e resisténcia a antibidticos em isolados de Staphylococcus coagulase positiva de origem alimentar

Origem I[solado P AMP AML KZ ENR N E S SXT
S.atum 07b 20,2 25,15 30,1 32,4 19,8 31,55 14,9 27

Salmoura 0252 40 38,2 41,5 37,2 29,3 18 27,6 26,2
Salmoura 026 35,1 25,8 29,8 34,1 27,6 18,1 0 10,5 28,5
Salmoura 028 38 32,4 36,8 29,7 29,5 26,1 23,2

P - Penicilina G 101U; AMP - Ampicilina 10 pg; AML - Amoxicilina 10 pg; KZ - Cefazolina 30 pg; ENR - Enrofloxacina 5 pg; N - Neomicina 30 pg; E - Eritromicina 15 pg;
S - Estreptomicina 10 pg e SXT - Sulfametoxazol/Trimetoprim 25 pg.
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Anexo X-Boxplots obtidos através das médias dos halos da zona de

inibicdo (em mm) de cada antibiético testado.
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