1.

INTRODUCAO

A associacdo entre a elevada producdo e a riqueza dos recursos pesqueiros tem sido
imprescindivel na geracédo de alimentos para populacées em todo 0 mundo. Diversas espécies de
moluscos bivalves sdo extraidas dos seus estogques naturais e consumidas em todo o mundo.
Dentre elas, Anomalocardia brasiliana é encontrada em abundancia no litoral norte
pernambucano, mais particularmente na Praia de Mangue Seco (LAVANDER et al., 2011). Tal
espécie tem sido utilizada como bioindicador de coliformes termotolerantes, ja que possui habito
alimentar filtrador, podendo reter em seus tecidos micro-organismos presentes no ambiente em
que se encontra (PEREIRA et al., 2003).

Estudo identificou a presenca de estafilococos produtores de enterotoxinas (ET) no
molusco A. brasiliana (AYULO et al., 1994). O alto teor protéico da carne desse molusco
constitui um ambiente favoravel para o desenvolvimento bacteriano e produgcdo de ET
(PEDROSA et al., 2001; OSTYN et al., 2010). Tal fato é de grande relevancia considerando que
a intoxicacdo estafilococica € umas das mais frequentes doencas microbianas transmitidas por
alimentos, em varios paises, sendo capaz de causar vémito, diarreia, ndusea e dores abdominais
(ARGUDIN et al., 2010).

A capacidade enterotoxigénica ndo esta restrita a Staphylococcus aureus, outras espécies
produtoras de coagulase e Staphylococcus coagulase-negativos (SCN) também tém sido
relatados como produtores de ET em alimentos (LAMAITA et al., 2005; MARIANO et al.,
2007). Até o momento, foram descritas 22 ET, estando as classicas SEA, SEB, SEC, SED e SEE
mais associadas a surtos de intoxicacdo alimentar. Tais ET sdo proteinas extracelulares que
possuem resisténcia a acdo de enzimas proteoliticas, além de serem termoestaveis (BORGES et
al., 2008).

Além da viruléncia associada & produgdo de ET, a resisténcia a meticilina e emergéncia
de Staphylococcus resistentes a meticilina (MRS) tem despertado preocupacdo em todo o0 mundo.
Essa resisténcia esta condicionada a presenca do gene mecA que codifica a proteina PBP2a com
baixa afinidade por antibioticos beta-lactamicos. Tal proteina é descrita como essencial para a
sintese da parede celular bacteriana na presenca do antimicrobiano. O gene mecA esté localizado
no cassete cromossémico estafilocdcico mec (SCC). Atualmente sdo descritos onze tipos de
SCCmec, estando os tipos IV e V classicamente associados com infec¢bes comunitarias
(DERESINSKI, 2005; TURLEJ et al., 2011).

A presenca de estafilococos resistentes a meticilina em alimentos tem sido relatada

(PEREIRA et al., 2009). Além disso, estudo recente realizou o isolamento de Staphylococcus
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aureus resistentes a meticilina (MRSA) e Staphylococcus coagulase-negativos resistentes a
meticilina no pescado (HAMMAD et al., 2012). Tal fato é de grande importancia, j& que o
alimento contaminado por MRS pode facilitar a transferéncia de resisténcia aos antimicrobianos
(HENNEKINNE et al., 2012).

Considerando o potencial patogénico de Staphylococcus spp., 0 presente trabalho
objetivou a caracterizacdo de Staphylococcus isolados de amostras in natura e comercializadas
do molusco bivalve A. brasiliana,com énfase na deteccdo dos genes das enterotoxinas e do gene

mecA.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Recursos pesqueiros e pesca artesanal

De acordo com o Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal — RIISPOA, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, o termo pescado é
uma definigdo genérica que inclui peixes, crustdceos, moluscos, anfibios, quelénios, mamiferos
marinhos e de &gua doce, utilizados na alimentagdo humana (BRASIL, 1997).

Em 2010, o Brasil foi responsavel pelo total de 1.264.765 t de pescado. Nesse contexto, a
regido nordeste foi a maior produtora, com 410.532 t, representando 32,5% da producdo nacional
(MPA, 2010) (Figura 1).

Figura 1: Producdo de pescado no Brasil (t) em 2009 e 2010 determinada por regido.

450.000
400.000 - =200 w2010
350.000
300.000 -
250.000 -
200.000

Produgdo (t)

150.000 -
100.000
50.000 -

D 4

Mordeste Sul Norte Sudeste  Cenfro-Oeste

Fonte: Ministério da Pesca e Aquicultura, 2010.
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Na regido nordeste brasileira, 0s recursos pesqueiros marinhos e estuarinos tém sido
considerados importantes para o desenvolvimento da regido, principalmente como meio de
subsisténcia e fonte alimentar (CASTRO, 1997), sendo extraidos do ambiente através de
atividades como a pesca artesanal, que é praticada por pescadores de comunidades ribeirinhas ao
longo de todo litoral brasileiro.

Segundo a FAO (2004), estima-se que existam cerca de 36 milhdes de pescadores, sendo
90% destes classificados como artesanais e a maioria se encontra nos paises que estdo em
desenvolvimento. O Ministério da Pesca e Aquicultura (2011) ao abordar sobre o pescador

artesanal destacou que 0 mesmo é

[...] o profissional que, devidamente licenciado pelo Ministério da Pesca e
Aquicultura, exerce a pesca com fins comerciais, de forma autbnoma ou em
regime de economia familiar, com meios de producdo proprios ou mediante

contrato de parcerias, desembarcada ou com embarcacfes de pequeno porte.

Os moluscos bivalves estdo entre 0s recursos economicamente mais importantes e a
pratica de sua coleta é conhecida como mariscagem. A comunidade de pescadores adquire
bagagem cultural através de observacdes e aprendizagem pratica, onde a arte da pesca €
transmitida de pai para filho ao longo das gerac6es (CARNEIRO et al., 2008).

A coleta de mariscos é bastante comum nas comunidades litordneas com baixo ou nenhum
poder aquisitivo (JESUS; PROST, 2011), sendo realizada em sua grande maioria por mulheres,
utilizando diversos os instrumentos como colheres, facas, ciscadores, baldes, além de rede de
arrasto, pa e a propria mdo (MONTELES et al., 2009). Independente da forma de coleta, as

catadoras exercem alguma forma de manejo do recurso.

2.2 Molusco bivalve Anomalocardia brasiliana

A classe Bivalvia abrange animais conhecidos como mariscos, ostras e mexilhdes. S&o
animais invertebrados de corpo mole, protegidos por um exoesqueleto e se caracterizam por
apresentar uma concha composta por duas valvas. Além disso, possuem branquias que assumem
0 papel de capturar alimentos e realizam as trocas gasosas (RUPPERT; BARNES, 1996; CHINA
et al., 2003).

Dentre as diversas espécies presentes nessa classe encontra-se Anomalocardia brasiliana,
também conhecida como berbigdo, véngole, macunin e chumbinho, variando de acordo com a

regido encontrada. Esse molusco tém sido coletado e comercializado nas praias de varias regides
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brasileiras ha décadas, podendo ser encontrado em diferentes fases de desenvolvimento e
habitando &reas com distintas caracteristicas abioticas (RODRIGUES et al., 2010).

A. brasiliana faz parte da familia Veneridae que retne cerca de 500 espécies viventes
pertencentes a aproximadamente 50 géneros e 12 subfamilias (CANAPA et al. 1996). Essa
espécie vive enterrada no lodo e em &guas rasas, sendo encontrada desde as indias Ocidentais até
0 Uruguai, ocorrendo em toda a costa brasileira (RIOS, 1994).

Quanto a alimentacdo, Narchi (1974) relatou que o molusco A. brasiliana é
lamelibranquio e a seletividade das particulas filtradas varia em tamanho de bacterioplancton a
zooplancton movel e, inclui matéria viva e ndo viva, mas de maneira geral muitas espécies sao
eficientes na retencdo de material com tamanho entre 3 e 5um (LEGALL et al, 1997, WARD;
SHUMWAY, 2004; PRINS; ESCARAVAGE, 2005; LEHANE; DAVENPORT, 2006;
TROTTED et al, 2007).

Em relagdo a qualidade nutricional, a carne de A. brasiliana € rica em proteinas, minerais,
lipidios e acidos graxos poli-insaturados, podendo fazer parte de uma dieta saudavel (PEDROSA
et al.,, 2001; LIRA et al., 2004; AVEIRO, 2009). No entanto, sua composicdo pode variar
conforme o local de coleta, disponibilidade de alimentos, estacdo do ano e grau de maturacao
(AVEIRO, 2007).

No litoral Norte Pernambucano, em especial na Praia de Mangue Seco, onde a pratica de
extrativismo de mariscos € bem conhecida e praticada rotineiramente, A. brasiliana é encontrada
naturalmente e mantém sua atividade reprodutiva durante todo o ano (LAVANDER et al., 2011).
Assim, é possivel observar a pratica da mariscagem desta espécie pela populacdo das
comunidades litoraneas locais ao longo de todo o ano.

O processamento de A. brasiliana na praia de Mangue Seco, realizado pelos
marisqueiros, se d& de maneira artesanal e envolve precarias condi¢des de higiene. Tal processo
ocorre geralmente através da pré-fervura com agua marinha, o que facilita a abertura das valvas
para separacdo da carne através de peneiramento e posterior empacotamento, essa pratica é
conhecida como “bater marisco”. ApoOs essa etapa, 0S pacotes contendo a carne do animal sdo
transportados para venda nos estabelecimentos comerciais locais ou em suas residéncias (Figura
2).
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Figura 2: Etapas de processamento do molusco A. brasiliana na praia de Mangue Seco, Igarassu. A- Pré-fervura; B-

Armazenamento apoés a pré-fervura; C- Desconchamento, D- Empacotamento da carne do molusco.
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Fotos: Bruno Carneval

2.3 Contaminagdo microbioldgica dos moluscos bivalves

A microbiota presente no pescado esta diretamente relacionada com a qualidade da agua
de onde vivem. Particularmente, a contaminacdo microbioldgica de A. brasiliana € influenciada
pelo regime de chuvas no litoral pernambucano, considerando que os niveis de coliformes na
agua geralmente aumentam com a precipitacdo pluviométrica (BATISTA, 2010). Isso é possivel
devido ao habito alimentar desses animais, que ocorre através da filtracdo de grandes
quantidades de agua pelas branquias. Assim, quando micro-organismos patogénicos e toxinas
estdo presentes na agua em que se encontram, podem se acumular no aparelho digestivo do
animal. Apesar de ndo contrairem doencas bacterianas, 0os moluscos podem atuar como
portadores de micro-organismos patogénicos humanos, além de serem eficientes bioindicadores
de polui¢do marinha (CDC, 1996; PEREIRA et al., 2006).

O consumo de moluscos geralmente se da por ingestdo da carne crua ou levemente
cozida e, se por ventura, estiver contaminada por micro-organismos patogénicos que nao tenham
sido eliminados no trato digestivo dos moluscos ou durante o cozimento, podem ser
potencialmente infecciosos para o consumidor. Dentre o0s principais agentes etioldgicos
causadores de tais infeccdes, estdo virus, bactérias e suas toxinas, fungos, protistas, trematddeos,

poliquetas e copépodes (KINNE, 1983). No entanto, a contaminacdo microbiana pré-coleta
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inclui principalmente uma grande variedade de virus e bactérias patogénicas (HUSS et al., 2000;
LEES, 2000).

Segundo Feldhusen (2000), as espécies bacterianas isoladas de frutos do mar, que podem
causar doencas em humanos, podem ser classificadas em trés grupos. No primeiro estdo presentes
os membros da familia Vibrionaceae, tais como Vibrio parahaemolyticus e V. cholerae, sendo
estas selvagens no ambiente marinho. O segundo grupo inclui espécies bacterianas introduzidas no
ambiente marinho através de contaminacdo fecal, pertencentes principalmente a familia
Enterobacteriaceae, tais como Escherichia coli, Salmonella e Shigella. E por fim, fazendo parte
do terceiro grupo estdo as bactérias introduzidas no pescado através do processamento e
estocagem inadequados, tais como Listeria monocytogenes, Bacillus cereus e Staphylococcus
aureus.

Rippey (1994) relatou que as doencas decorrentes do consumo de frutos do mar ocorrem
em escala epidémica. Nos Estados Unidos, entre os anos de 1990 e 2000, ocorreram 66
epidemias envolvendo 3.229 casos associados a ingestdo de moluscos bivalves (SMITH et al.
2001). Dessa forma, é de extrema importancia que haja o controle na qualidade do ambiente de
onde esses animais sdo extraidos, a fim de garantir um alimento seguro para o consumidor
(AVEIRO, 2007). Além disso, tal monitoramento é importante, por considerar que doencas
originarias do consumo de frutos do mar limitam significativamente a producdo desses recursos
pesqueiros (BACHERE et al., 1995; VERSCHUERE et al., 2000).

2.4 Género Staphylococcus

As espécies pertencentes ao género Staphylococcus apresentam morfologia esférica, sdo
imoveis, produtoras de catalase e se coram fortemente como Gram-positivos (KLOOS;
BANNERMAN, 1994). Além disso, sdo capazes de produzir energia (ATP) pelas vias
respiratoria e fermentativa (CROSSLEY, 1997). S0 mesofilas e seu crescimento geralmente
ocorre na faixa de temperatura entre 7 a 48°C, sendo 37°C a temperatura ideal para seu
desenvolvimento (JAY et al., 2005). Possuem tolerancia & concentracdo salina, apresentando
6timo crescimento em concentracdes de NaCl até 10%, sendo possivel seu crescimento, embora
mais lento, em concentragdes de até 20% de NaCl (HENNEKINNE et al., 2010).

Atualmente, o género inclui mais de 31 espécies que se encontram presentes,
principalmente, na pele e membranas mucosas de aves e mamiferos (KLOOS; BANNERMAN,
1994). O género faz parte da familia Micrococcaceae, estando entre os principais grupos de
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cocos Gram-positivos de importancia clinica (HARVEY et al., 2008). S&o classificados em dois
grupos, os estafilococos produtores de coagulase e os ndo produtores de coagulase.

2.4.1 Estafilococos coagulase positivo

Dentre as espécies capazes de produzir a coagulase, Staphylococcus aureus é o principal
patdgeno humano, responsavel por infec¢cdes nosocomiais e comunitarias (BIEN et al., 2011). A
producdo de coagulase, caracteristica de diferenciacdo no género, resulta na capacidade de
transformar o fibrinogénio em fibrina e a consequente coagulacdo do plasma sanguineo
(PEREIRA et al., 2000; WONG; BERGDOLL, 2002). De acordo com Silva et al., (2000), a
maioria dos laboratorios realiza a prova da coagulase e/ou termonuclease para identificacdo das
cepas de S. aureus.

Apesar dessa espécie fazer parte da microbiota natural em humanos, pode produzir
infecgBes oportunistas, sendo o maior risco associado a individuos com a situagdo imunolégica
comprometida (KONEMAN et al., 2006). A frequéncia dessas infec¢bes € maior em portadores
naturais da espécie (VON EIFF et al., 2001). Os individuos ndo portadores, geralmente adquirem
infeccOes por este patdgeno através da ingestdo de alimentos contaminados.

S. aureus possui a capacidade de produzir uma variedade de fatores de viruléncia, o0 que o
torna um patodgeno versatil capaz de causar varias infeccdes (FOSTER; HOOK, 1998; LOWY,
1998; DINGES et al., 2000) . Tais fatores de viruléncia promovem a colonizacdo do tecido e
danos teciduais permitindo sua sobrevivéncia no interior das células dos hospedeiro. Além disso,
possui capacidade de invadir uma variedade de fagécitos ndo profissionais in vitro, incluindo
fibroblastos (SINHA et al., 1999), osteoblastos (JEVON et al., 1999) e células endoteliais
(DZIEWANOWSKA et al., 1999).

Apbs a invasao tecidual, S. aureus é capaz de escapar das defesas do hospedeiro e agentes
antibacterianos, resultando na sua multiplicacdo e posterior disseminacdo. Este comportamento é
devido a uma serie de reguladores que podem resultar na secrecdo de proteinas que lisam as
células do hospedeiro, facilitando a sua disseminagdo (CHEUNG et al., 1992; NOVICK et al.,
1993).

Dentre os fatores de viruléncia associados a espécie S. aureus, estdo a producdo das

hemolisinhas o, B, y € O, ET, leucocidina, estafiloquinase, toxina do choque téxico, etc. Na area

de alimentos somente as enterotoxinas possuem importancia, como causadoras de intoxicacao
alimentar estafilococica (FRANCO; LANDGRAF, 2008; PINCHUK et al., 2010).
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2.4.2 Estafilococos coagulase negativo

As espécies pertencentes a esse grupo se diferenciam de S. aureus por nao possuirem a
capacidade de coagular o plasma sanguineo. Devido a ndo producdo da coagulase e a presumida
importancia da mesma na viruléncia, os estafilococos pertencentes a este grupo foram
frequentemente citados como ndo patogénicos (HUEBNER; GOLDMANN, 1999). No entanto,
estudos recentes tém invertido essa situacdo. Entre os anos de 1990 e 1995, com base nos dados
obtidos do Sistema Nacional de Vigilancia de Infecgdes Nosocomiais (NNIS), foi mostrado que
os estafilococos ndo produtores da coagulase (ECN) foram responsaveis por 11% das infec¢oes
no ambiente hospitalar, sendo a terceira principal causa de tais infeccdes (BOYCE, 1997).

Diversas espécies de ECN sdo conhecidas atualmente, tais como: Staphylococcus
epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus, S. capitis, S. warneri, S.
hominis, S. simulans, S. caprae, S. lugdunensis, S. schleiferi, S. gallinarum (KLOQS;
BANNERMAN, 1994).

Por serem comensais da pele humana, os ECN estdo entre os principais agentes
etioldgicos responsaveis por infecgdes associadas ao uso de dispositivos protéticos como
marcapasso, de abcessos superficiais, de infeccbes da pele, de infecgdes oftalmoldgicas pos-
cirargicas e de infecgdes urinarias (KLOOS; BANNERMAN, 1994; TAN et al., 2006). Além
dessas doencas, os ECN também estdo envolvidos em casos de intoxicacdo alimentar, sendo
produtores de ET (LAMAITA et al., 2005; STAMFORD et al., 2006; VERAS et al., 2008),
mesmo produzindo quantidades inferiores quando comparados com S. aureus, principal espécie

de importancia médica produtora de coagulase (ORDEN et al., 1992).

2.5 Intoxicagdo alimentar por estafilococos

Em estudo recente realizado por Abdelzaher et al. (2010), foi mostrado que as praias
marinhas s@o 6timos reservatorios para bactérias patogénicas. Dentre elas, S. aureus e S. aureus
meticilina resistentes (MRSA). Estudo realizado por Plano et al. (2011) mostrou a correlacéo
entre os perfis dos Staphylococcus aureus resistentes a meticilina isolados da praia com isolados
de banhistas frequentadores da praia, indicando que o banhista é fonte de contaminacéo primaria.
Tal fato é possivel ja que de 20% a 60% dos adultos sdo portadores de S. aureus, sem apresentar
qualquer tipo de doenca (GERMANO; GERMANO, 2001). Além disso, tais individuos séo
importantes fontes de contaminacdo para os alimentos por eles manipulados (FRAZIER;

WESTHOFF, 1993). Particularmente, a contaminacdo dos moluscos bivalves por
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Staphylococcus spp. é geralmente associada & falta de higiene durante a manipulagdo e
comercializacdo do pescado (ALVES et al., 2002).

Segundo Normanno et al. (2005), o controle da contaminacdo por Staphylococcus spp.
pode ser realizado através do cumprimento dos padrdes de higiene, incluindo o cuidado na
manipulagdo em todo o processamento do alimento, cozimento e estocagem imediata sob
temperaturas inferiores a 7 °C. A intoxicagao causada por S. aureus, constitui um dos tipos mais
comuns de doencgas transmitidas por alimentos (DTA) (LE LOIR et al., 2003). A versatilidade
nutricional e a capacidade de crescer em diferentes condi¢cbes ambientais, favorecem o
desenvolvimento de S. aureus em alimentos (CARMO, 2002; LE LOIR et al., 2003).

A intoxicacdo alimentar estafiloccica se caracteriza como uma doenca com episodios de
gastroenterite aguda apresentando evolucdo rapida e curta duragdo (BERGDOLL, 1990; SU;
LEE WONG, 1997). Outras espécies produtoras de coagulase tém sido caracterizadas como
enterotoxigénicas, como S. intermedius e S. hyicus (HIROOKA et al., 1988). Além disso, é
relatada a capacidade toxigénica de espécies ndo produtoras de coagulase, incluindo S. cohnii, S.
epidermidis, S. saprophyticus, S. sciuri, S. warneri, S. chromogenes, S. lentus, S. xylosus
(VERNOZY et al., 1996; UDO et al. 1999, CUNHA et al., 2006).

Geralmente as intoxicacdes estdo associadas a ingestdo de pelo menos 100 ng de ET e
contagens entre 10° a 10° UFC (Unidades Formadoras de Colonias) de estafilococos/g de
alimento (LANCETTE; TATINI, 1992; PARK et al., 1992; WONG; BERGDOLL, 2002).

As ET agem no trato gastrointestinal causando varios sintomas, sendo eles: nausea,
vomito, coélicas abdominais e diarreia que surgem geralmente dentro de 2 a 6 horas apds a
ingestdo do alimento contaminado. Normalmente, ndo h& febre nem sinais neuroldgicos e o
tratamento consiste da reidratacdo do individuo para recuperacdo completa (KONEMAN et al.,
2006).

Através do estimulo, transferido pelo nervo vago ao centro do vOmito, ocorre a
retroperistalsia do estbmago e do intestino delgado, provocando intensos episodios de vomitos
(BALABAN; RASOOLY, 2000; DINGES et al., 2000). A diarreia, outro sintoma bastante
comum, € resultante da inibicdo de agua e reabsorcao de eletrdlitos no intestino delgado (DINGES
et al., 2000).

A doenga, na maioria das vezes, é auto-limitante e os sintomas desaparecem entre 24 a 48
horas dos primeiros sinais. No entanto, podem ocorrer casos graves que levem a hospitalizacéo,
neste caso criancgas, idosos e individuos com baixa imunidade sdo os mais predispostos a este
guadro (MURRAY, 2005), provavelmente devido a suscetibilidade a toxina ou a incapacidade de

regular a homeostase sob o stress da intoxicacdo (VERAS et al., 2008). Além disso, a gravidade
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da doenca estd condicionada a quantidade de alimento ingerido, a quantidade de toxina no
alimento ingerido e a satde do individuo (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Estima-se que as intoxicacGes causadas por estafilococos sejam bastante comuns no
Brasil, sendo a maioria dos casos ndo investigados ou nao notificados (SANTANA et al., 2006).
A presencga de ET em estafilococos isolados do pescado ja foi verificada, incluindo moluscos
bivalves (AYULO et al., 1994; TORRES, 2008; VAZQUEZ-SANCHEZ et al., 2012).

2.5.1 Enterotoxinas estafilocécicas (ET)

As ET séo proteinas soltveis em dgua, monomeéricas e possuem peso molecular variando
entre 26 e 29 mil daltons, sdo ricas em lisina, &cido glutamico e aspartico, com duas cisteinas
formando ponte dissulfeto (BERGDOLL, 1971). Sdo pertencentes a familia das toxinas
pirogénicas que estdo agrupadas de acordo com sua funcdo bioldgica e propriedades fisico-
quimicas (MARRACK; KAPLER, 1990; MONDAY; BOHACH, 1999). Assim, possuem
caracteristicas comuns dessa familia, como pirogenicidade, supressdao imunoldgica e efeito
mitogénico em células T (LE LOIR, 2003).

Atualmente existem 22 ET descritas, as cléssicas: SEA, SEB, SEC, SED, SEE, 0s novos
tipos SEG, SEH, SEI, SER, SES, SET, e as que ndo possuem atividade emética ou que ainda nao
foram testadas, as denominadas enterotoxinas-like (SEls), SEIJ, SEIK, SEIL, SEIM, SEIN, SEIO,
SEIP, SEIQ, SEIU, SEIU2 e SEIV (ARGUDIN et al., 2010). Os genes que codificam as
diferentes ET sdo encontrados em diferentes elementos genéticos méveis tais como, préfagos,
plasmideos, ilhas de patogenicidade (SAPI), cluster composto por genes que codificam as ET
(egc) e préximos ao cassete cromossémico estafilocdcio mec (SCCmec) (ALTBOUM et al.,
1985; HU et al., 2011). Em estudo realizado por Hu et al. (2011), foram encontrados 0s genes
das ET associados ao SCCmec dos tipos | e I1.

As ET sdo resistentes a acao das enzimas proteoliticas pepsina, renina, tripsina e papaina,
0 que permite sua passagem pelo trato gastrointestinal sem perda de atividade (HUY, 1994).
Além disso, sdo termoestaveis e sua inativacdo estd condicionada a temperatura, pureza,
composicdo e pH do meio (SANTANA et al., 2010). De acordo com Baird-Parker (1990), para a
inativacdo da toxina, seriam necessarios de trés a oito minutos a 121°C, j4 o Food and Drug
Administration (FDA, 2001), citou que a toxina estafilococica € sensivel entre 98,9 °C por 68,5
minutos ou 126,7°C por 6,2 minutos.

Estudos tém mostrado que a enterotoxina SEC é a mais termoestavel, seguida por SEB e
SEA (NOTERMANS et al., 1988). Estas ET sdo produzidas durante a fase logaritmica ou
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durante a transicdo da fase logaritmica a fase estacionaria (OTERO et al., 1990; BETLEY et al.,
1992).

As ET sdo importantes superantigenos, possuindo capacidade de se ligar diretamente a
molécula do complexo de histocompatibilidade de classe Il (MHC II), sem o processamento
natural de antigenos, sendo capazes de estimular a proliferacdo ndo-especifica de células T, e
portanto, produzir excessivas citocinas, tal como a interleucina | e Il (IL-1; IL-2), interferon
gamma (IFN- y) e o fator de necrose tumoral (TNF- o) (MARRACK e KAPLES, 1990;
BALABAN; RASOOLY, 2000). Essa hiper produgdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias causam o choque e a inflamacdo mediada pelos superantigenos.

Com relacdo a investigacdo de ET em cepas estafilocOcicas, as técnicas de analise
molecular permitem a caracterizacdo de culturas bacterianas isoladas de alimentos. Dentre estas,
a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem se mostrado um método réapido, de baixo custo,
facil execucdo e bastante eficaz como ferramenta de triagem e caracterizacdo, detectando a
sequéncia de nucleotideos dos genes especificos das ET (SU; WONG, 1997; ZAREI et al.,
2012). Além disso, uma variante da PCR, conhecida como PCR multiplex, possibilita que
através de uma Unica reacdo VAarios genes responsaveis pelas toxinas sejam detectados,
contribuindo para o estudo molecular destas bactérias e seu envolvimento em doencas de origem
alimentar (BECKER, et al., 1998; ROSEC; GIRARD, 2002; HIROTAKI et al., 2011).

2.6 Resisténcia aos antimicrobianos no Género Staphylococcus

Inicialmente, os antibidticos beta-lactamicos foram tradicionalmente utilizados no
tratamento de infeccdes estafilococicas. O surgimento de resisténcia a essa classe de antibidticos
teve inicio precocemente na década de 40, logo apds a peninicilina G ser introduzida no
tratamento de infec¢bes causadas por S. aureus (CHAMBERS, 2001). A resisténcia é resultante
da producédo da enzima penicilinase, que inativa a agdo do antibiotico pela hidrolise do anel B-
lactamico. O gene responsavel por codificar essa enzima € denominado BlaZ, que esta
classificado em quatro tipos de acordo com as diferencas sorologicas (A, B, C e D). Os tipos A,
C e D estdo localizados em plasmideos, ja o tipo B esta presente no cromossomo (VOLADRI,
KERNODLE, 1998).

Ap06s o surgimento de resisténcia a essa classe de antibidticos, houve a introducdo de
penicilinas semi-sintéticas resistentes a acdo das penicilinases, na década de 1960, possibilitando
um avango terapéutico no tratamento de infec¢des estafilocdcicas. No entanto, com o uso dessas

penicilinas, no ano de 1961, surgiram cepas resistentes que foram denominadas Staphylococcus
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aureus meticilina resistentes (MRSA) (JEVONS, 1961). A espécie desenvolveu essa resisténcia
através da aquisicdo do gene mecA, que codifica a proteina ligadora de penicilina (PBP2a), uma
proteina alterada com baixa afinidade pelos antibidticos B-lactamicos. Assim, a resisténcia a
meticilina possui especial importancia pois € um marcador de resisténcia a todos os beta-
lactdmicos, incluindo as cefalosporinas e carbapenemos (CHAMBERS, 1997; CRISOSTOMO,
2001).

O gene mecA estd localizado no elemento genético mdvel denominado cassete
cromossémico estafilococio mec (SCCmec), sendo caracterizado pela presenca de repeticbes
terminais diretas e invertidas, dois componentes genéticos essenciais (complexos mec e ccr) e as
regides junkyard (ITO et al., 2001; MA et al., 2002; ITO et al., 2004). Tais repeti¢cdes terminais
propiciam a insercdo do elemento movel no genoma bacteriano, especificado pela
complementaridade de bases.

A integracdo e a excisdo do SCCmec em um locus especifico do genoma (attBscc) €
realizado por genes de recombinases presentes nesse cassete cromossdmico (ccrA e ccrB), que
estdo presentes em todos os SCCmec, permitindo a transferéncia horizontal intra e interespécies
do SCCmec (ITO et al., 1999; GORDON; LOWY, 2008). Ja a regido do cassete denominada
junkyard compreende as sequéncias proximas aos loci mec e ccr e incluem genes ou
pseudogenes que nao parecem ter utilidade para a célula bacteriana (KATAYAMA et al., 2000;
KATAYAMA et al., 2001; ITO et al., 2003). Geralmente, os isolados que possuem SCCmec dos
tipos IV ou V tém origem comunitaria (CA-MRSA), ja os tipos I, Il e Il possuem origem
hospitalar (HA-MRSA) (DERESINSKI, 2005).

De maneira geral, a resisténcia antibi6tica entre as espécies do género Staphylococcus
pode ser codificada no cromossomo ou mediada por plasmideos e possui basicamente trés
mecanismos distintos de resisténcia a meticilina, como a hiperproducéo de beta-lactamases, a
presenca de uma proteina ligadora de penicilina alterada denominada PBP2a e modifica¢bes na
capacidade de ligacdo das PBPs (TOMASZ et al., 1989). Esses trés mecanismos podem estar
presentes, inclusive interagindo entre si (DE LENCASTRE et al., 1991).

Interessantemente, os ECN que antes eram considerados apatogénicos, apresentam maior
frequéncia de resisténcia a antibidticos que a espécie virulenta S. aureus (JONH; HARVIN,
2007). Possuem também os maiores indices de resisténcia a meticilina (>70%) em todo o mundo
(DIEKEMA et al.,, 2001). Dentre as espécies mais importantes causadoras de infeccbes
nosocomiais, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus haemolyticus apresentam resisténcia
a meticilina em torno de 80% (GROSSERODE; WENZEL, 1991). As infec¢fes causadas pelas
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espécies coagulase-negativas estdo raramente associadas a comunidade, no entanto, sdo bastante
comuns no ambiente hospitalar (BARBIER et al., 2010).

Uma alternativa para o tratamento de infeccdes estafilococicas causadas por espécies
produtoras de penicilinases e resistentes a meticilina/oxacilina € a vancomicina, antibiotico
pertencente a classe dos glicopeptideos que atua na inibicdo da sintese da parede celular
(BENJAMIN et al., 2010). No entanto, casos recentes de resisténcia a vancomicina sdo relatados,
com a aquisicdo do gene plasmidial vanA obtido de enterococos resistentes a este antibidtico
(CHANG et al., 2003; TENOVER et al., 2004), inclusive entre espécies coagulase-negativas
(SHWALBE et al., 1987).

A ocorréncia de resisténcia a meticilina e vancomicina tem se tornado um problema de
salde publica em todo o mundo. Na América latina, a propor¢do de estafilococos resistentes a
meticilina encontra-se em ascensdao (LUNA et al., 2010). Tal situacdo € resultado do uso
excessivo de antibidticos que favorece o surgimento de cepas multirresistentes. Atualmente,
além do ambiente hospitalar (GRAFFUNDER; VENEZIA, 2002), os estafilococos
multirresistentes tem sido isolados da comunidade (AMIR et al., 2010); de animais (LEONARD;
MARKEY, 2008), de alimentos (WANG et al., 2012), inclusive do pescado (HAMMAD et al.,
2012), gerando um risco constante para a saude humana.

Considerando a importancia da resisténcia aos antimicrobianos no género
Staphylococcus, técnicas eficazes para a rapida identificacdo das espécies resistentes sdo
essenciais. Para tanto, sdo utilizados diversos métodos, dentre eles, a técnica de PCR ganha
destaque por ser considerada “padrdo ouro” na identificacdo de genes de resisténcia aos
antimicrobianos, como o gene mecA (TOKUE et al., 1992). Essa técnica tem sido bastante

utilizada em diversos trabalhos com eficacia (XU et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Realizar a caracterizacdo molecular de enterotoxinas e do gene mecA em Staphylococcus
isolados de amostras in natura e comercializadas do molusco Anomalocardia brasiliana na

Regido metropolitana do Recife, Pernambuco.

3.2 Especificos

e Isolar e caracterizar em relacdo a producdo da enzima coagulase, estafilococos da carne
de A. brasiliana in natura e comercializados na regido metropolitana do Recife;

e Determinar o perfil de sensibilidade a antibidticos dos isolados de Staphylococcus spp.;

¢ Identificar no nivel de espécie os estafilococos resistentes a oxacilina e/ou cefoxitina;

e Investigar a presenca do gene mecA nos isolados que apresentaram resisténcia a oxacilina
e/ou cefoxitina;

e Investigar a presenca dos genes sea, seb, sec, sed, see, seg e seh relacionados a producgédo
das enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG e SEH, respectivamente.
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Resumo

No presente estudo, foi realizada a caracterizacdo molecular dos genes das enterotoxinas e do
gene mecA de Staphylococcus coagulase-negativos resistentes a meticilina isolados da carne do
molusco bivalve A. brasiliana (n=30). Isolados de amostras in natura (n=9) foram
identificados como S. xylosus (4/9), S. cohnii spp. urealyticus (4/9) e S. sciuri (1/9). Dentre
amostras comercializadas (n=21), foram identificados S. sciuri (16/21), S. xylosus (4/21) e S.
lentus (1/21). A determinacdo do perfil de sensibilidade a antibidticos foi realizada seguindo
orientagdes do CLSI. Os maiores indices de resisténcia foram observados em isolados de
amostras in natura contra eritromicina (58,53%), penicilina (51,21%) e tetraciclina (43,9%).
Isolados de amostras comercializadas apresentaram maior percentual de resisténcia a oxacilina
(55,3%) e penicilina (36,8%). Todas as espécies coagulase-negativas resistentes a oxacilina e/ou
cefoxitina foram positivas para a presenca do gene mecA, mas sensiveis fenotipicamente a
vancomicina. Ainda, 0s genes das enterotoxinas seg e seh foram detectados em 77,7 % e 88,8%
dos isolados de amostras ambientais, contra 90,5% e 100% dos isolados de amostras
comercializadas, respectivamente. Os resultados obtidos no presente trabalho revelam a presenca
de Staphylococcus coagulase-negativos portadores do gene de resisténcia a meticilina. Além
disso, tais espécies apresentaram elevado percentual de genes toxigénicos (seg e seh). Este é
primeiro relato de Staphylococcus coagulase-negativos resistentes a meticilina no molusco

bivalve A. brasiliana.

Palavras-chave: mecA, Staphylococcus coagulase-negativos, enterotoxinas.
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Introducéo

Espécies de Staphylococcus, particularmente as que possuem resisténcia a meticilina, séo
capazes de produzir enterotoxinas (Hu et al., 2008). A ingestao de enterotoxinas estafilocdcicas no
alimento € capaz de causar intoxicacdo, resultando em episodios de vomito, nausea e diarréia,
acompanhados ou ndo de dores abdominais (Le Loir et al., 2003). Dentre as 22 enterotoxinas
descritas até o momento, SEA, SEB, SEC, SED e SEE séo consideradas os tipos classicos e tém
sido relatada em produtos lacteos, bolos, carne e ovos (Argudin et al., 2010). A presenca de genes
enterotoxigénicos tem sido relatada em espécies de Staphylococcus coagulase-negativas (Unal,
Cinar, 2012). Além disso, estudo realizado por Breckinridge; Bergdoll, (1971) mostrou que cepas
coagulase-negativas foram capazes de causar surtos de intoxicacdo alimentar.

Outra caracteristica de importancia para a saude publica associada as espécies de
Staphylococcus coagulase-negativos € a resisténcia aos antimicrobianos no ambiente hospitalar
(Jonh; Harvin, 2007), apresentando alto indice de resisténcia a oxacilina (>70%) em todo o
mundo (Diekema et al., 2001). No entanto, dados associando a presenca de Staphylococcus
coagulase-negativos resistentes a meticilina no ambiente comunitério sdo escassos (Barbier et al.,
2010).

A resisténcia a meticilina é mediada pelo gene mecA que estd presente no cassete
cromossomico madvel mec (SCCmec) e codifica a proteina PBP2a, conferindo resisténcia a
meticilina e varios antibidticos beta-lactamicos (Kondo et al., 2007). Geralmente os isolados que
possuem SCCmec do tipo IV possuem origem comunitaria (CA-MRSA) (Rossney et al., 2007).
Hassen et al. (2004) indicaram evidéncias de transferéncia horizontal de SCCmec entre
Staphylococcus coagulase-negativos resistentes a meticilina e cepas de S. aureus resistentes a
meticilina. A integracdo e a excisdo do SCCmec em loci genémicos especificos (SCCmec
attachment site - attBscc) é realizado por recombinases ccr, permitindo sua transferéncia

horizontal intra e interespécies (Ito et al., 1999; Gordon; Lowy, 2008).
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No Brasil, a producdo de pescado atingiu cerca de 1.264.765 t em 2010 (MPA, 2010).
Nesse contexto, a regido nordeste foi a maior produtora, com 410.532 t, representando 32,5% da
producdo nacional (MPA, 2010). Os recursos pesqueiros marinhos e estuarinos sao importantes
para 0 desenvolvimento econdmico e meio de subsisténcia das comunidades de pescadores
locais. Dentre as diversas espécies de moluscos marinhos explorados na regido, Anomalocardia
brasiliana se destaca com sua carne comercializada na area metropolitana dos grandes centros
urbanos.

No presente trabalho, Staphylococcus coagulase-negativos resistentes a meticilina
isolados do molusco bivalve A. brasiliana foram identificados em amostras ambientais e
comercializadas e caracterizados com relacdo a presenca do gene mecA e dos genes das

enterotoxinas.

Material e Métodos

Obtencdo das amostras

As amostras in natura do molusco A. brasiliana foram obtidas na Praia de Mangue Seco
(07°50°03™S, 34°54°21”W), localizada no litoral norte de Pernambuco (Figura 3). As amostras
(n=48) foram coletadas no periodo de abril a junho de 2009. As amostras comercializadas foram
analisadas em triplicatas e obtidas em estabelecimentos na Regido Metropolitana do Recife,
Pernambuco, Brasil (n=33), entre os meses de janeiro a marco de 2012. Apds a coleta, todas as
amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel para o transporte

ao laboratorio e posterior anélise.
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Figura 3: Localizacdo da area de estudo na Praia de Mangue Seco\lgarassu-PE.

o /
B G ‘aé\nta Cru
v | Chanel

0 g J

Atlantic
Ocean

Mangue Seco!
Beach )|
-

g
T .
_ﬁ}dﬂ’%fquador

\—\ v

Recife

Isolamento e identificacdo dos Staphylococcus spp.

A partir de 25g da carne do molusco, foram realizadas dilui¢Oes seriadas em solugédo

salina peptonada estéril a 0,1%, que variaram de 10™ a 10, De cada diluicdo, uma aliquota de

0,1mL foi semeada em Agar Manitol (Oxoid). As colbnias fermentadoras do manitol foram

submetidas a coloracdo de Gram e triagem bioquimica através da prova da catalase e prova da

oxidacdo e fermentacdo da glicose. Apds a identificacdo no nivel de género, todos os isolados

foram caracterizados com relacdo a presenca da enzima coagulase. Isolados coagulase-negativos

resistentes a oxacilina e/ou cefoxitina foram submetidos a identificacdo no nivel de espécie

utilizando o sistema de identificacdo comercial APl Staph (Biomerieux).
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Teste da susceptibilidade aos antimicrobianos

A susceptibilidade dos isolados aos antimicrobianos foi testada utilizando o método de
disco difusdo em agar, de acordo com instru¢bes do documento M100-S22 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Foram testados 0s seguintes antimicrobianos
(Laborclin, Brasil): penicilina [10 un], oxacilina [1u g], cefoxitina [30 pg], gentamicina [10 pg],
eritromicina [15 pg], tetraciclina [30 pg], ciprofloxacina [5 pg], levofloxacina [5 pg],
clorafenicol [30 ug], clindamicina [2 pg] e rifampicina [5 pg]. Todos os testes foram realizados
em duplicata, sendo utilizada para controle de qualidade a cepa padrdo S. aureus ATCC n°
25923. A multirresisténcia foi definida como a resisténcia a trés ou mais classes de antibioticos

(Magiorakos et al., 2012).

Teste da microdiluicdo em caldo

A susceptibilidade dos isolados a vancomicina (Sigma) foi testada em microplacas de 96
pocos (CLSI, 2003) e classificada de acordo com os valores de MIC estabelecidos pelo CLSI
(CLSI, 2012). As analises foram realizadas em duplicata, sendo utilizada para controle de

qualidade a cepa padrdo S. aureus ATCC n° 25923.

Detecgdo do gene mecA

Para analise molecular, col6nias individuais foram crescidas em caldo BHI (Brain Heart
Infusion, Oxoid) por 24 horas a 37°C. A partir deste crescimento foi extraido o DNA total
conforme descrito por Freitas et al. (2008), utilizando o método tradicional de extracdo com
fenol. Ap6s a extracdo, o DNA foi suspenso em 10 pl de solugdo RNAse (10 mg mL™),
quantificado no espectrofotobmetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, USA) e armazenado a
20 'C. A deteccdo do gene mecA foi realizada através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
com os primers descritos por Kondo et al. (2007). As reac6es foram preparadas para um volume

final de 25 pL contendo 20 ng de DNA, 2.5 pL de tamp&o Gree Go Taq (Promega), 200 umol I*
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de cada dNTP, 1.5 mM de MgCl,, 10 umol de cada primer e 1U de Go Taq polymerase
(Promega). Foi utilizado o termociclador (Biometra) programado para 30 ciclos de 94°C por 1
min, 55°C por 1 min, 72°C por 1 min, seguido por 72°C por 7 min. Uma aliquota de 5uL do
produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% com brometo de etidio,
visualizado em transluminador UV e digitalizado usando o software KODAK 1D versdo 3.5.2
(Scientific Imaging Systems, USA). Para o controle positivo da reacdo foi utilizada a cepa

padrdo ATCC n° 33591.

Deteccdo dos genes das enterotoxinas estafilococicas

Os primers utilizados para deteccdo das enterotoxinas classicas estdo descritos por Becker
et al. (1998). Foi realizada PCR-multiplex para 0s genes sea, seb, sec, sed e see. As reacdes
foram preparadas para um volume final de 25 pL contendo 20 ng de DNA, 2.5 pL de tampédo
Gree Go Taq (Promega), 200 pmol 1™ de cada dNTP, 1.5 mM de MgCl,, 10 pmol de cada primer
e 1U de Go Tag polymerase (Promega). A programacao no termociclador consistiu em 30 ciclos
de 95°C por 1 min, 60°C por 1 min, 72°C por 2 min, seguido por 72°C por 5 min. Para o controle
da especificidade da reacdo foram utilizadas as cepas padrdo de S. aureus FRI 722 (Food
Research Institute, Madison, USA) para o gene sea, FRI S6 para o gene seb, FRI 361 para o gene
sec e FRI 1151 para o gene sed. A pesquisa dos genes seg e seh foi realizada através de
PCR simples usando os primers descritos por Rosec; Gigaud (2002). As reacbes foram
preparadas para um volume final de 25 pL contendo 20 ng de DNA, 2.5 pL de tampéo Gree Go
Taq (Promega), 200 pmol I de cada dNTP, 1.5 mM de MgCl,, 20 pmol de cada primer e 1U de
Go Taq polymerase (Promega). As cepas padrbes de S. aureus FRI 361 e CR6 foram usadas
como controles para 0s genes seg e seh, respectivamente. Os produtos de amplificacdo
(amplicons) foram separados através de eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com

brometo de etidio, visualizados em transluminador UV.
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Sequenciamento

Para confirmacdo dos segmentos amplificados, dois amplicons de cada gene avaliado
foram selecionados e purificados com ExoSAP-IT (USB Corporation, EUA), conforme
instrucdes do fabricante e sequenciados. As sequéncias obtidas foram alinhadas utilizando o
programa Mega, versdo 5 (Tamura et al., 2011). Foi analisada a similaridade dessas sequéncias
com sequéncias de referéncia, depositadas no banco de dados do NCBI, através do programa

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et al., 1997).

Resultados

Foram identificados 79 isolados de estafilococos obtidos de amostras in natura (n=41) e
comercializadas (n=38), sendo todos coagulase-negativos. De maneira geral, foi encontrado
elevado percentual de resisténcia nos isolados de amostras in natura, estando os maiores indices
associados a eritromicina (58,5%), penicilina (51,2%) e tetraciclina (43,9%). Tais isolados
apresentaram sensibilidade a cefoxitina (100%), gentamicina (100%) e baixa resisténcia a
oxacilina (Tabela 1). Ja os isolados de amostras comercializadas apresentaram maior percentual
de resisténcia a oxacilina (55,3%) e penicilina (36,8%) e alto percentual de sensibilidade aos
demais antibidticos testados (Tabela 2). Todas as cepas foram sensiveis a vancomicina. A
multirresisténcia foi encontrada em 41,4% dos isolados de amostras in natura e apenas 5,3% dos
isolados de amostras comercializadas.

Os isolados que apresentaram resisténcia no teste fenotipico a oxacilina e/ou cefoxitina
(n=30) foram identificados no nivel de espécie e submetidos a caracterizagdo molecular. A
porcentagem de identificacdo dos isolados utilizando o sistema comercial APl Staph variou de
84,9% a 99,9% nas amostras ambientais e 51,7% a 99,9% nas amostras comercializadas. Os
estafilococos isolados de amostras in natura (n=9) foram Staphylococcus xylosus (4/9),
Staphylococcus cohnii spp. urealyticus (4/9) e Staphylococcus sciuri (1/9) (Tabela 3). Dentre as

especies isoladas da carne do molusco comercializada (n=21), a mais prevalente foi
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Staphylococcus sciuri (16/21), seguida de Staphylococcus xylosus (4/21) e Staphylococcus lentus
(1/21) (Tabela 4).

Independentemente da espécie, todos os isolados (n=30) resistentes a oxacilina e/ou
cefoxitina foram positivos para a presenca do gene mecA e negativos para o teste da coagulase
(Figura 4). Em relacao aos genes das enterotoxinas, somente foram detectados 0s genes sea, seb,
sec, sed e see nas cepas de Staphylococcus utilizadas como referéncia. Foi observado que os
genes seg e seh foram detectados em 77,7 % e 88,8% dos isolados de amostras ambientais contra

90,5% e 100% dos isolados de amostras comercializadas, respectivamente.

Discussao

Dentre as amostras do molusco comercializadas, a espécie S. sciuri foi a mais
frequentemente isolada. De acordo com Huber et al. (2011), tal espécie tem sido caracterizada
como portadora natural de um homélogo que possui 88% de equivaléncia ao gene mecA presente
em S. aureus (Wu et al., 1996). Diante disso, existe a hipdtese de que o mecA presente em
MRSA teria sido adquirido de seu ancestral evolutivo S. sciuri. Pesquisa realizada por Couto et
al. (2000) sugeriu que essa espécie pode acumular marcadores de resisténcia para varias classes
de antibidticos. Assim, a espécie S. sciuri isolada da carne de A. brasiliana pode ser importante
fonte de genes de resisténcia.

Em relacdo as amostras ambientais de A. brasiliana, as espécies S. xylosus e S. cohnii
spp. urealyticus foram as mais isoladas. Contudo, de maneira geral, ambas amostras ambientais e
comercializadas apresentaram espécies coagulase-negativas resistentes aos antimicrobianos
testados. A multirresisténcia a antimicrobianos de vérias classes tem sido comumente descrita
em Staphylococcus coagulase-negativos (Bhargava; Zhang, 2012). No presente estudo, foram
detectados niveis elevados de resisténcia a antibioticos ndo beta-lactamicos, como a eritromicina,
ciprofloxacino, levofloxacino e tetraciclina. Esse fato é preocupante, considerando as opcoes

limitadas no tratamento de infec¢des causadas por cepas multirresistentes.
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As espécies coagulase-negativas com fendtipo de multirresisténcia identificadas nessa
pesquisa sdo raramente associadas a infec¢bes humanas hospitalares e comunitarias. No entanto,
podem oferecer risco potencial de transmissdo de genes de resisténcia por transferéncia
horizontal para espécies patogénicas como Staphylococcus aureus, responsavel por uma série de
infeccdes que acomete 0 homem (Bhargava; Zhang et al., 2012).

Para predizer a resisténcia a meticilina dentre estafilococos coagulase-negativos, o CLSI
atualmente recomenda que os testes de disco-difusdo sejam realizados com o antibiotico
cefoxitina em substituicdo a oxacilina (CLSI, 2012). Apesar disso, nossos resultados mostraram
que a oxacilina foi mais sensivel para predizer o gene mecA e resisténcia a meticilina, ja que os
30 (100%) isolados resistentes foram mecA positivos, e destes, apenas 4 (13,3%) foram
resistentes a cefoxitina. Assim, o teste utilizando a cefoxitina pode néo refletir corretamente a
resisténcia fenotipica de Staphylococcus coagulase-negativos, o que também tem sido observado
por outros autores (Frigatto et al., 2005; Hung et al., 2011). Portanto, a PCR para deteccdo do
gene mecA é atualmente considerada “padrao ouro” para identificagdo de cepas MRSA (Tokue
etal., 1992).

Interessantemente, a deteccdo de cepas multirresistentes foi mais frequente entre o0s
isolados de amostras in natura (41,4%), quando comparadas as cepas isoladas de amostras
comercializadas (5,3%). Tal resultado foi correlacionado com o tratamento térmico utilizado
para o desconchamento de A. brasiliana comercializada pelas comunidades locais de pescadores,
0 que pode ter repercutido no menor indice de cepas multirresistentes nessas amostras. Por outro
lado, a contaminacdo nas amostras ambientais parece refletir o estado microbioldgico das aguas
nos locais de coleta na praia de Mangue Seco.

As espécies coagulase-negativas identificadas no presente trabalho, S. sciuri, S. cohnii,
S. xylosus e S. lentus foram relatadas na literatura como produtoras de enterotoxinas (Bautista et
al., 1988; Valle et al., 1990; Rodriguez et al., 1996; Vernozy et al., 1996; Udo et al. 1999). Tal

fato é de grande relevancia, considerando o estudo recente realizado por Podkowik et al. (2013)
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que forneceu evidéncias e relatou a importancia de Staphylococcus coagulase-negativos como
potenciais produtores de enterotoxinas e causadores de intoxicacdo alimentar. Particularmente,
as enterotoxinas SEG e SEH tem sido identificadas em estafilococos de diferentes fontes
causando surtos de intoxicacdo alimentar (Pereira et al., 1996; Omoe et al., 2002; Ikeda et al.,
2005; Jorgensen et al., 2005). No presente estudo, a maioria dos isolados apresentou 0s genes seg
e seh, cujas enterotoxinas produzem doenca emética. Estudo realizado por Hu et al., 2011
sugeriu que existe uma associagdo entre o elemento genético movel SCCmec com 0s genes das
enterotoxinas e que tal coexisténcia parece contribuir para a patogenicidade dos isolados.
Considerando que a maioria dos isolados portadores do gene mecA, presente no SCCmec, foram
positivos para pelo menos um gene enterotoxigénico, nossos resultados corroboram com tal

evidéncia.

Concluséo

Os dados obtidos revelaram a presenca de genes relacionados a producdo de
enterotoxinas em Staphylococcus coagulase-negativos resistentes a meticilina isolados do
molusco bivalve A. brasiliana. Esse é o primeiro relato de Staphylococcus coagulase-negativos

resistentes a meticilina no molusco bivalve A. brasiliana.
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Tabela 1. Perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos de Staphylococcus spp. isolados de amostras ambientais de A. brasiliana. (Cont.)

Classe de
antibiotico

Penicilina

Cefalosporina

Aminoglicosideo
Fluoroquinolona

Fenicol

Antibidtico

Penicilina

Oxacilina
Coagulase positivo
Coagulase negativo

Cefoxitina
Coagulase positivo
Coagulase negativo
Gentamicina
Ciprofloxacino

Levofloxacino

Cloranfenicol

Contetido
do disco

(Hg)

10 (un)

30

10

30

Intervalo de
resisténcia
(mm)

<28

S
%

48,8

100
78,1
100
100

100
56,2

53,7

97,6

I
%

7,3

2,4

R
%

51,2

21,9

34,1

39,0

Isolados resistentes

S3; S4: S5; S7; S8; S9:510; S13; S16;
S17; S18; S19; S21; S25; S26; S27;
S$28; S29; S30; S32; S34

S12; S15; S17; S19; S21; S26; S28;
S35; S38

S11; S13; S14; S20; S21; S22; S23;
S27; S28; S31; S37; S38; S40; S41

S8; S11; S14; S20; S21; S22; S23;
S26; S27; S28; S31; S34; S37; S38;
S40:541
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Tabela 1. Perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos de Staphylococcus spp. isolados de amostras ambientais de A. brasiliana. (Concluséo)

Macrolideo Eritromicina 15 <12 14,7 26,8
Lincosamida Clindamicina 2 <14 61,1 34,1
Tetraciclina Tetraciclina 30 <14 53,7 2,4
Ansamicina Rifampicina 5 <16 95,2 0

58,5

4,8
43,9

4,8

S4. S5; S7; S9; S10; S11; S12; Si7;
S20; S21; S22; S23; S26; S27; S28;
S29; S30; S31; S32; S34; S36;
S37;S38; S41

S17; S22

S8; S13; S14; S20; S21; S22; S23;
S26; S27; S28; S29; S30; S31; S34;
S37; S38; S40; S41

S13; S20

Porcentagem de sensibilidade (S); resisténcia intermediaria (I); e resisténcia (R) do total de isolados.
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Tabela 2. Perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos de Staphylococcus spp. isolados de amostras comercializadas de A. brasiliana. (Cont.)

Classe de antibiotico Antibidtico

Penicilina

Cefalosporina

Aminoglicosideo

Fluoroquinolona

Fenicol

Penicilina

Oxacilina
Coagulase positivo

Coagulase negativo

Cefoxitina
Coagulase positivo

Coagulase negativo
Gentamicina

Ciprofloxacino

Levofloxacino

Cloranfenicol

Contelido do
disco (MQ)

10 (un)

30

10

30

Intervalo de
resisténcia
(mm)

<28

<24
<12

S
%

63,2

100

447

100

89,5
100

79

100

100

|
%

21

R
%

36,8

55,3

10,5

Isolados resistentes

Al; A5; B4; B6; B10; B11; B13
B14; C2; D1; E2; G1; I1; J2.

Al; A7; Bl; B3; B11; B5; B6
B9; B10; B11; B12;B13
B14;C2; D1; E2; E3; E4; F4
H1; J2.

B4: B10; B13; E3
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Tabela 2. Perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos de Staphylococcus spp. isolados de amostras comercializadas de A. brasiliana. (Concluséo)

Macrolideo Eritromicina 15 <12 86,8 79 53 A4, B10
Lincosamida Clindamicina 2 <14 343 631 26 E3
Tetraciclina Tetraciclina 30 <14 947 53 0

Ansamicina Rifampicina 5 <16 100 O 0

Porcentagem de sensibilidade (S); resisténcia intermediaria (I); e resisténcia (R) do total de isolados.
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Tabela 3. Caracterizacdo fenotipica e genotipica das espécies de estafilococos resistentes a meticilina (MRS) isoladas de amostras ambientais do
molusco A. brasiliana.

ISOLADO ESPECIE OXA CFO COA mecA sea seb sec sed see seg seh
S12 Staphylococcus xylosus R S - + - - - - - + +
S15 Staphylococcus xylosus R S - + - - - - - + +
S17 Staphylococcus cohnii spp. R S - + - - - - - + +

urealyticus
S19 Staphylococcus cohnii spp. R S - + - - - - - + +
urealyticus
S21 Staphylococcus xylosus R S - + - - - - - + +
S26 Staphylococcus xylosus R S - + - - - - - + +
S28 Staphylococcus cohnii spp. R S - + - - - - - - +
urealyticus
S35 Staphylococcus sciuri R S - + - - - - - + -
S38 Staphylococcus cohnii spp. R S - + - - - - - - +
urealyticus

OXA: oxacilina; CFO: cefoxitina; R: resistente; S:sensivel; COA: Coagulase.



Tabela 4. Caracterizacdo fenotipica e genotipica das espécies de estafilococos resistentes a meticilina (MRS) isoladas de amostras comercializadas do

molusco A. brasiliana. (Cont.)
ESTABELECIMENTO ISOLADO ESPECIE OXA CFO COA mecA sea seb sec sed see seg seh
A A2 Staphylococcus sciuri R S - + - - - - - + +
A A7 Staphylococcus sciuri R S - + - - - - - + +
B Bl Staphylococcus xylosus R S - + - - - - - + +
B B3 Staphylococcus sciuri R S - + - - - - - + +
B B4 Staphylococcus sciuri R R - + - - - - - + +
B B5 Staphylococcus sciuri R S - + - - - - - + +
B B6 Staphylococcus sciuri R S - + - - - - - + +
B B9 Staphylococcus sciuri R S - + - - - - - + +
B B10 Staphylococcus xylosus R R - + - - - - - + +
B B11 Staphylococcus xylosus R S - + - - - - - - +
B B12 Staphylococcus sciuri R S - + - - - - - + +
B B13 Staphylococcus sciuri R R - + - - - - - + +
B B14 Staphylococcus xylosus R S - + - - - - - + +
C C2 Staphylococcus sciuri R S - + - - - - - + +
D D1 Staphylococcus sciuri R S - + - - - - - + +
E E2 Staphylococcus sciuri R S - + - - - - - - +
E E3 Staphylococcus sciuri R R - + - - - - - + +
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Tabela 4. Caracterizacdo fenotipica e genotipica das espécies de estafilococos resistentes a meticilina (MRS) isoladas de amostras comercializadas do

molusco A. brasiliana. (Conclusao)
E E4 Staphylococcus sciuri R S - + - - - - - + +
F F4 Staphylococcus sciuri R S - + - - - - - + +
H H1 Staphylococcus lentus R S - + - - - - - + +
J J2 Staphylococcus sciuri R S - + - - - - - + +

OXA: oxacilina; CFO: cefoxitina; R: resistente; S:sensivel; COA: Coagulase.
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Figura 4. Gel representativo dos produtos de amplificacdo da PCR dos genes mecA, seg e seh em
Staphylococcus coagulase-negativos. Nota: Linha M, marcador de peso molecular (100pb DNA
ladder). Linha 1- mecA, Linha 2- seh, Linha 3- seg.

400 pb

286 pb 357 pb
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6. CONCLUSAO

Neste estudo foi observada a presenca de espécies de Staphylococcus coagulase-negativas
portadoras do gene de resisténcia a meticilina, a partir de amostras ambientais e comercializadas do
molusco bivalve A. brasiliana. Além disso, tais espécies apresentaram elevada frequéncia dos
genes toxigénicos (seg e seh). Este é o primeiro relato de Staphylococcus coagulase-negativos

resistentes a meticilina no molusco A. brasiliana.
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357pb

7. APENDICE

Figura 5- Gel representativo dos produtos de amplificacdo da PCR do gene mecA em

Staphylococcus coagulase-negativos. Nota: Linha M, marcador de peso molecular (100pb DNA
ladder). Linha 1-ATCC 33591 (Controle positivo), Linha 2- B5, Linha 3- B9, Linha 4- B14, Linha
5- C2, Linha 6- D1, Linha 7- E3, Linha 8- H1, Linha 9- J2, Linha 10- Controle negativo.

Figura 6- Gel representativo dos produtos de amplificagcdo da PCR do gene seh em Staphylococcus
coagulase-negativos. Nota: Linha M, marcador de peso molecular (100pb DNA ladder). Linha 1-
CR-6 (Controle positivo), Linha 2- S17, Linha 3- S18, Linha 4- S20, Linha 5- S27, Linha 6- S29,
Linha 7- B9, Linha 8- C2, Linha 9- E3, Linha 10- J2, Linha 11- F4, Linha 12- Controle negativo.
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Figura 7- Gel representativo dos produtos de amplificacdo da PCR do gene seg em Staphylococcus
coagulase-negativos. Nota: Linha M, marcador de peso molecular (100pb DNA ladder). Linha 1-
FRI 361 (controle positivo), Linha 2- S18, Linha 3- B6, Linha 4- B11, Linha 5- Controle negativo.

400pb
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