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RESUMO 

 

NUNES, Raquel Soares Casaes. Avaliação da Qualidade Microbiológica de Produtos de Origem 

Animal Comercializados no Brasil: Enterotoxigenicidade de Staphylococcus  Coagulase Negativa e 

sua Resistência Antimicrobiana Rio de Janeiro, 2015. Tese (Doutorado em Ciência de Alimentos)- 

Programa de Pós-graduação em Ciência de Alimentos, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio 

de Janeiro, 2015.  

 

Alimentos de origem animal como leite e derivados lácteos e carnes podem ser contaminados 

durante o seu processamento por linhagens estafilocócicas enterotoxigênicas. A contaminação dos 

alimentos pode ocorrer diretamente de animais ou profissionais infectados na área de alimentos 

devido a falhas das condições higiênico-sanitárias. Nos alimentos fermentados, a contaminação 

também pode ocorrer dentro das culturas starters. Foram identificadas vinte e nove linhagens 

estafilococos coagulse negtiva pelo sequenciamento da região V5 do 16S rDNA dos alimentos de 

origem animal, 10 linhagens isoladas do queijo Minas frescal e 19 linhagens isoladas do salame, 

entretanto 06 linhagens foram comuns para ambas as matrizes alimentares resultando em 04 

linhagens  isoladas do queijo e 13 linhagens isoladas do salame. As linhagens estafilococos 

coagulase negativa identificadas taxonomicamente nas seguintes espécies: S. saprophyticus, S. 

xylosus, S. sciuri e S. carnosus, S. epidermidis succinus S. e S. hominis, estas encontradas no 

salame. S. saprophyticus, S. xylosus, S. sciuri, S. piscifermentans foram espécies encontradas no 

queijo Minas frescal. S. saprophyticus, S. xylosus  S. sciuri, foram isoladas de ambas as matrizes 

alimentares. S. saprophyticcus foi a espécie predominante no salame (08 no total de 19) e no queijo 

(04 de 10) compreendendo 40% das linhagens. A Análise filogenética agrupou as  linhagens em 

cinco grupos de espécies de estafilococos composta de 2 clusters refinados com subclusters e com 

semelhança interespécies superior a 90%. O agrupamento interespécie ocorreu de acordo com a sua 

origem da microbiota (carne, ambiente, humana, produtos lácteos). Para a detecção das 

enterotoxinas, as 04 linhagens isoladas do queijo, 09 do salame e 06 linhagens ECNs isoladas de 

ambas as matrizes apresentaram genes enterotoxigênicos, resultando em 19 linhagens 

enterotoxigênicas. No queijo Minas frescal, os genes  sea e seb foram predominantes na matriz do 

queijo apresentando-se, em 100%  e 75% dos genomas, respectivamente. A maior incidência das 

novas enterotoxinas foi para os genes seh e sei em 75% e 50% das linhagens respectivamente. No 

salame, os genes seb e sec foram os mais predominantes apresentando-se em 66% e 55% das 

linhagens. Os genes selm e seln foram identificadas em 33% dos genomas, enquanto o gene tstH1 

apresentou-se em 7% das linhagens. As 06 linhagens ECN identificadas em ambas as matrizes 

também apresentaram genes enterotoxigênicos. O gene sea foi detectado em 83% das estirpes, 

segem 05 uido por seb em 66%. Os genes seh e tsth1 foram encontrados em 50% dos genomas. . No 

ensaio da PCR em tempo real (RT-PCR) foi detectado a expressão do RNAm para os genes das 

enterotoxinas clássicas em 05 linhagens (30%), entretanto 03 linhagens (20%) expressão somente as  

novas enterotoxinas e 53% (08 de 15) expressarão simultaneamente as clássicas e as novas 

enterotoxinas. A produção in vitro das enterotoxinas clássicas SEA-SEE foi detectada na maioria 

das linhagens (11 de 13) por ensaio ELISA. Todas as  linhagens ECN demonstraram multipla 

resistência a antimicrobianos de importância terapêutica, ß-lactâmicos,vancomicina e linezolida. 

Valores de CMIs Ò 0.06 mg/mL para meticilina, ampicilina e vancomicina foram encontradas em 

v§rias linhagens e CMI para linezolida foi Ò 0.25 mg/mL. O risco de intoxica­«o Alimentar por 

estafilococos devido o consumo de produtos de origem animal fabricados de maneira imprópria foi 

enfatizado, como também a possibilidade dessas matrizes alimentares serem reservatório de 



linhagens resistente aos antibióticos e a possível disseminação das linhagens enterotoxigênicas e 

resistente a antibióticos em alimentos. Medidas de controle avaliando a presença e diversidade de 

estafilococos em produtos lácteos e derivados cárneos devem ser inclusas. 

 

Palavra-chaves: enterotoxinas clássicas e emergentes; multi-resistência a antimicrobianos; PCR; 

RT-PCR; ELISA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

NUNES, Raquel Soares Casaes. Evaluation of the Microbiological Quality in Foods from Animal 

Products from Brazil: Enterotoxigenicity of Coagulase Negative Staphylococcus and its 

Antimicrobial Resistance Rio de Janeiro, 2015. Tese (Doutorado em Ciência de Alimentos)- 

Programa de Pós-graduação em Ciência de Alimentos, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio 

de Janeiro, 2015.  

 

Foods of animal origin, such as milk, dairy products and meats, can be often contaminated by 

staphylococci enterotoxigenic strains. Foodstuff contamination may occur directly from infected 

food-producing animals or may result from poor hygiene during manufacturing or retail and 

storage, since humans may carry the microorganism. In products that go through a fermentation 

stage during the manufacturing process, contamination may occur by undue microorganisms within 

the starter culture. Twenty-nine CNS strains isolated from foods of animal origin ï Minas frescal 

cheese and Italian type-salami ï were identified by the sequencing of the V5 region within the 16S 

rDNA. S. saprophyticus, S. xylosus, S. sciuri, S. carnosus, S. succinus S. epidermidis and S. hominis 

were found in salami, while S. saprophyticus, S. xylosus , S. sciuri and S. piscifermentans were 

found in Minas frescal cheese. S. saprophyticus, S. xylosus and S. sciuri were identified in both 

food matrices. From the 29 CNS strains, 04 were found in cheese, 13 in salami and 06 strains were 

found in both food matrices. S. saprophyticcus was the predominant species in salami (08 of 19) 

and cheese (04 of 10) comprising 40% of the strains. A phylogenetic analysis grouped the strains 

into five major staphylococcal species groups, comprised of 2 refined clusters containing 

subclusters, with similarities superior to 90%. The close phylogeny of the species was related to 

their origin (meat, environment, human, dairy products microbiota). The sea and seb genes showed 

high prevalence in Minas frescal cheese. The sea gene was harbored by 100% of the strains, 

followed by seb, harbored by 75% of the genomes. The newly-described enterotoxin genes sei and 

seh were harbored by 75 and 50% of strains, respectively. The seb and sec genes were the most 

predominant in salami harbored by 66% and 55% of strains, followed by the sea gene, harbored by 

44% of the genomes. The selm and seln genes were identified in 33% of the genomes. The 

tstH1genes were found in 7% of the strains found in salami. Eighty-three percent of the the 06 CNS 

strains common to both matrices harbored the sea gene, followed by seb, harbored by 66% of the 

genomes. The seh and tstH1 genes were found in 50% of the genomes. Fifteen strains (15 of 19) 

were able to express at least one enterotoxin gene, verified by an in vitro assay. Real time RT-PCR 

assays detected mRNA levels for the classical enterotoxin genes in 05 strains (30%), whereas 03 

strains (20%) expressed only the newly-described genes, and 53% (08 of 15) simultaneously 

expressed the classical and newly-described enterotoxin genes. In vitro production of the classical 

enterotoxins set SEA-SEE was detected in almost all strains (11 of 13) by ELISA assays. All CNS 

strains showed multi-resistance to several antimicrobials of therapeutic importance in both human 

and veterinarian medicine, such as ß-lactams, vancomycin and linezolid. MICs Ò 0.06 mg/mL for 

methicillin, ampicillin and vancomycin were observed in several strains and the MIC for linezolid 

was Ò 0.25 mg/mL. The high risk of staphylococci food poisoning by the consumption of 

improperly manufactured products of animal origin was emphasized, as well as the possibility of 

these food matrices being a reservoir for antibiotic resistance. The results shown herein provide 

evidence that the presence of enterotoxigenic and antimicrobial resistant CNS strains has become 

remarkably widespread in foods of animal origin. More effective control measures concerning the 

presence and typing of staphylococci in raw milk, dairy- and meat-derived products should be 

included in order to prevent, or at least limit, the spread of these pathogenic strains.  



 

Key-words: classical and emerging enterotoxins; multi-resistance to antimicrobials; PCR, real time 

RT-PCR, ELISA 
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1.0 INTRODUÇÃO  

 

        A segurança alimentar é uma questão importante em todo o mundo, e é um dos 13 

objetivos estratégicos da OMS para 2008-2013. A European Union Summary Report on 

Trends and Sources of Zoonoses (EFSA) notificaram um total de 5.550 surtos de doenças 

transmitidas por alimentos em 2009, afetando quase 49.000 pessoas e causando 46 mortes. 

Entre estes, 293 surtos foram causados por Staphylococcus spp. e toxinas bacterianas 

(produzidos por Bacillus, Clostridium e Staphylococcus), sendo o quarto agente causador 

mais comum em surtos de origem alimentar. De acordo com o Ministério da Saúde, a 

intoxicação estafilocócica é a segunda doença de origem alimentar mais comum, atrás apenas 

de surtos envolvendo Salmonella spp. (SVS, 2014). 

Intoxicação alimentar estafilocócica (SFP) é uma doença transmitida por manuseio e 

armazenamento inadequado de alimentos contaminados com estafilococos. Nos últimos anos, 

algumas espécies de estafilococos coagulase-negativa foram consideradas como patógenos 

emergentes que representam risco a saúde (HOSSEINZADEH e SAEI 2014).  Os 

estafilococos podem ser encontrados nos produtos de origem animal, pois algumas espécies 

deste microrganismo participam do processamento como culturas starter em embutidos e 

outras espécies podem contaminar a cadeia produtiva desses alimentos, pela ação de fatores 

externos durante o processamento (BORGES et al., 2008).  

No Brasil, o mercado de alimentos de origem animal é responsável por uma parte 

significativa da produção, como demonstrado pelo censo agrícola nos anos de 2000-2014. 

Segundo o Serviço de Vigilância Sanitária, os alimentos mais envolvidos em surtos 

alimentares entre esses anos foram os alimentos de origem animal (produtos cárneos e 

lácteos). Dentre eles, o salame e o queijo Minas frescal são produtos que apresentam um 

amplo consumo popular, com tendência a um contínuo crescimento (INPPAZ / OPS / OMS, 

2006). 

O salame é um exemplo de embutido obtido por fermentação microbiana da carne de 

porco crua. Os estafilococos estão envolvidos na fabricação do salame como coadjuvantes 

tecnológicos, participando como agentes fermentadores entre 30 a 35 °C promovendo a 

estabilização da cor, prevenindo a rancificação e realçando o sabor dos compostos aromáticos 

nos produtos cárneos.  Staphylococcus xylosus, S. carnosus e S. equorum são espécies 

predominantes no salame e participam das reações químicas durante a maturação destes 

alimentos fermentados, e também de salsichas (ZDOLEC et al., 2008).  
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Entretanto, alguns fatores podem afetar a estabilidade das culturas starter como: 

temperatura, umidade do ambiente e pH desestabilizando a segurança dos produtos a partir da 

deficiência no controle de patógenos (BERNARDI et al., 2010) 

Nos produtos lácteos, como o queijo Minas frescal,  Staphylococcus spp. podem aparecer 

como contaminantes durante o processamento destes alimentos, que muitas vezes são 

elaborado sob condições higiênico-sanitárias insatisfatórias, podendo resultar na introdução 

de estafilococos coagulase negativa (ECN) contaminantes e portanto, o produto não 

apresentar segurança microbiológica e padrão de qualidade (LISITA, 2005). 

 Estas espécies podem produzir uma ou mais enterotoxinas (EEs): as enterotoxinas SEA, 

SEB SEC SED e SEE, que são denominadas clássicas (DINGES et al., 2000) e se diferenciam 

dos novos tipos considerados ñlikeò que s«o as EEs, SElG, SElH, SElI, SElJ, SElK, SElL, 

SElM, SElN, SElO, SElP, SElQ, SElR, e SElU. Essas enterotoxinas quando ingeridas podem 

apresentar sintomas de intoxicação como vômitos e diarreias (OMOE et al., 2010). Outro 

fator de virulência é a proteína que causa a síndrome do choque tóxico (TSST-1) 

apresentando os sintomas de hipotensão e choque letal em humanos (ROBERT et al., 2011). 

As enterotoxinas são termoestáveis, portanto o tratamento térmico ao qual são submetidos 

esses alimentos de origem animal não inativam as toxinas produzidas pelo grupo 

Staphylococcus spp. 

A caracterização dos genes codificantes das enterotoxinas clássicas em estafilococos já é 

bem documentada (BLAIOTTA et al., 2004; OMOE et al., 2005). Vários estudos mostraram 

a incidência de isolados de S. aureus com os genes SEG, SEH, SEI, SEM SElN, SElO, SElP, 

SElQ, SElR e SElU e as enterotoxinas emergentes já foram descritas (OMOE et al., 2005) e 

esses estudos indicam que novas enterotoxinas EEs com atividades eméticas, ou seja, que 

apresenatm sintomas como náuseas e vômitos, como SEG, SEH, SEI, podem provocar 

intoxicação alimentar em humanos (OMOE et al., 2013).  

No entanto, mesmo a combinação de barreiras físicas e químicas, por vezes, pode não 

assegurar a estabilidade microbiana e segurança dos produtos de origem animal, uma vez que 

pode não ser suficiente para evitar a sobrevivência e multiplicação de alguns agentes 

patogénicos (SCHELIN et al., 2011). 

A contaminação microbiana durante a fabricação de alimentos de origem animal por 

estafilococos coagulase negativo patogênicos (ECN) é uma situação preocupante, porque 

esses serem capazes de produzir as enterotoxinas termoestáveis com atividades de super 

antigênicos (Bernardi et al., 2010). 
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Até hoje no Brasil, existem poucos estudos apresentando a ocorrência de genes 

codificantes e a expressão de enterotoxinas em linhagens estafilococos coagulase negativa, 

em alimentos isto pode explicar o fato da legislação brasileira ainda não inserir a 

determinação de ECN em produtos de origem animal (BLAIOTTA et al., 2004; DOBRANIC 

et al., 2013) 

Além disso, as linhagens de estafilococos coagulase negativa incluem um grande número 

de espécies, as quais tem apresentado resistência aos antibióticos de importância terapêutica 

(MARTÍN et al., 2006) entre eles a penicilina e os derivados b-lactâmicos, representados por 

oxacilina. Muitos dos microrganismos resistentes a oxacilina (OXA-R) apresentam resistência 

a outros antimicrobianos, limitando o uso de glicopeptídeos como vancomicina e linezolida 

(RESCH, et al., 2008; SPANU, et al., 2010). 

Entretanto, os métodos moleculares têm sido utilizados para identificação de 

Staphylococcus spp. como  a  detecção de regiões (V5) do gene DNAr 16S, pois discriminam 

membros da família Microcacceae e Staphylococcus diferente dos métodos bioquímicos 

como API Staphy comercialmente disponível (ZADOKS e WATTS, 2009). Mesmo alguns 

estudos com sequência de regiões do gene DNAr 16S não discriminaram as espécies ECN e 

estafilococos coagulase positiva (ECP)  não S. aureus (BLAIOTTA et al., 2004; DOBRANIC 

et al., 2013) Diversos estudos têm descrito o uso de testes baseados em PCR, para detecção 

das sequencias dos genes das enterotoxinas no genoma dos microrganismos (MOROT-

BIZOT, TALON e LEROY, 2004), como também o PCR em tempo real ou quantitativo PCR 

(RT-qPCR) que permite a análise de expressão gênica, pela detecção e quantificação de 

concentrações muito baixas de sequências específicas de ácidos nucleicos pelo 

monitoramento e o progresso da amplificação de cDNA em tempo real (LEE et al., 2004). 

Enquanto que a técnica imunoenzimática ELISA com os kits RIDASCREEN SET TOTAL 

(Staphylococcal enterotoxin ELISA) (BIOPHARM, Brazil) permite a detecção da produção 

das enterotoxinas clássicas pelas linhagens ECNs enterotoxigênicas (OSTYN et al., 2011).   

Para a avaliação da resistência antimicrobiana dos isolados estafilococos coagulase 

negativa (ECN), o teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) representa uma 

importante ferramenta no monitoramento da evolução da resistência bacteriana e age também 

como um método auxiliar na implantação de medidas de controle que evitem a disseminação 

de bactérias multirresistentes (MARTINÉZ e VILLALOBOS, 2007). 

Para determinar o risco de toxinfecção alimentar pela presença de ECNs nos produtos de 

origem animal, é necessária a identificação dos ECNs, a verificação da presença, expressão e 
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produção das enterotoxinas e a resistência antimicrobiana desses microrganismos. Entretanto, 

diversos estudos. 
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2.0 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 A CONTAMINAÇÃO DOS ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL POR 

ESTAFILOCOCOS 

As doenças transmitidas por alimentos (DTA) têm uma grande repercussão na saúde 

p¼blica. Segundo o Centro para o Controle e Preven­«o de Doen­as ñCDC - Center for 

Diseases Controlò a cada ano, nos Estados Unidos, entre 76 a 80 milh»es de pessoas s«o 

afetadas por essas doenças, gerando em torno de 325 mil internações hospitalares e causando 

5.200 mortes (CENTER FOR DISEASES CONTROL, 2009) e um custo entre 5 e 17 bilhões 

de dólares com medicamentos, internamentos e queda na produtividade (SANTANA et al., 

2010), sendo que 4,5 % das DTAs que ocorrem anualmente nos Estados Unidos da America 

se atribuem ao  S. aureus (U.S. Departament of Agriculture, 2004). As intoxicações 

estafilocócicas na sua autêntica frequência no Brasil é pouco conhecida, devido a erros de 

diagnósticos, por serem similares a outras intoxicações (Bacillus cereus - toxina do vômito); 

coletas inadequadas, exames laboratoriais impróprios ou inquéritos epidemiológicas 

inadequados dos surtos, ou por  ser uma doença de notificação não compulsória. 

Segundo a SVS 2000-2014, os alimentos cárneos, carne bovina in natura, processados 

e miúdos, e alimentos lácteos (leites e derivados) estão entre os dez alimentos envolvidos em 

surtos no Brasil (SVS, 2014). 

A produção de alimentos de origem animal foi responsável por uma elevada 

contribuição como fonte de renda no mercado  exportador no ano de 2014, com a produção 

bovina de 274.367 toneladas, produção de frangos de corte: 910.582 toneladas, e carne de 

suínos: 100.970 toneladas (IBGE, 2014). Para a produção do leite foi observada a exportação 

de 34 bilhões de litros de leite e 1.0 milhão de toneladas de queijo Minas frescal produzidos 

no Brasil (ABIQ, 2013).   

Os alimentos de origem animal envolvidos em surtos de intoxicação por ingestão de 

toxina estafilocócica variam em diversos países e ns diferentes regiões de um mesmo país, 

devido às diferenças nos hábitos alimentares (LOIR et al., 2003). BUYSER et al. (2001), em 

sua revisão sobre surtos de intoxicação alimentar na França entre os anos de 1988 e 1997, 

relataram que leite e derivados foram incriminados em 177 surtos de toxinfecções alimentares 

(4,6%), sendo o S. aureus envolvido em 59% dos surtos, destacam-se como causadores da 

mastite contagiosa no gado leiteiro, sendo ele o de maior ocorrência nos rebanhos e de mais 

difícil tratamento por sua elevada resistência aos antibióticos (FAGUNDES e OLIVEIRA, 

2004). 
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   Percebe-se que no ano de 2013, ocorreram 9 surtos de DTA no Brasil. A região Sul, 

continua a nº 1 em notificações (38,9%) da ocorrência de DTA.  Nesta região ocorreu maior 

número de notificações seguido da região sudeste. Os alimentos cárneos e lácteos seguem 

como principal causa de ocorrência de DTA, sendo que em 2013, foram 8 casos com esse tipo 

de alimento, totalizando 1.529 surtos (SVS, 2013).  

O Serviço de Inspeção Federal foi criado para executar o monitoramento da qualidade 

microbiológica dos produtos processados. Os ensaios de laboratório para a bactéria S. aureus 

são realizados rotineiramente em todas as categorias e tipos de alimentos, excetos com 

alimentos estéreis, leite fluido, leite fermentado, ovos integros e carnes cruas e seguem o 

critério de aceitabilidade pela Resolução Diretoria Colegiada (RDC) N°12 para derivados 

lácteos e cárneos.  

O queijo Minas frescal e o salame são alimentos popularmente consumidos no Brasil. O 

primeiro é um alimento utilizado na dieta dos brasileiros, considerado um alimento funcional 

além de ser rico em proteínas e baixo teor de gordura saturada e o salame é um produto 

alimentício bastante consumido devido as suas características organolépticas  apreciadas pelo 

consumidor.  

 

2.1.1 Queijo Minas frescal  

 

O queijo Minas frescal é um produto com ampla aceitação comercial e faz parte do hábito 

alimentar da população na maioria das regiões do país, sendo utilizada na dieta dos brasileiros 

por conter baixo teor de gordura e sal. 

 O queijo Minas frescal (fresco) é um queijo típico brasileiro produzido desde o século 

XVIII (CAMPOS, 2001) e ainda hoje é um dos queijos mais populares consumidos no 

Sudeste do Brasil. É um queijo branco macio, produzido a partir de leite de vaca e sua 

principal característica é um agradável sabor, ligeiramente ácido (EMBRAPA, 2010). No 

entanto, não há propriedades pré-definidas sobre a consistência, textura, sabor, produção e 

composição centesimal, uma vez que não existe uma padronização para o seu processamento 

(ABIQ, 2011). Porém, durante a sua fabricação não acontece o processo de maturação, este 

tipo de queijo apresenta elevada atividade de água (Aw), sendo bastante suscetível à ação de 

bactérias patogênicas (QUINTANA e CARNEIRO, 2007).  

Para fabricação de queijo minas frescal, embora seja utilizada com frequência a 

coagulação enzimática, essa coagulação pode ser associada com a utilização de bactérias 

lácticas, cuja presença pode interferir impedindo e/ou reduzindo a multiplicação de 
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microorganismos contaminantes. A contaminação microbiológica representa sério perigo para 

a saúde do consumidor, especialmente dos grupos de risco (como crianças e idosos), além de 

causar grandes prejuízos econômicos aos laticínios pela degradação da matéria-prima 

utilizada (PERRY, 2004). 

De acordo com a atual legislação brasileira (BRASIL, 1997), o queijo Minas frescal é um 

queijo fresco obtido por coagulação enzimática do leite de vaca com coagulantes, sendo 

complementadas pela ação de bactérias lácticas específicas. O queijo Minas frescal é um 

produto semi-desnatado com baixo teor de gordura saturada. Ele é considerado uma fonte de 

proteína magra, com alta digestibilidade e derivado de laticínios mais frequentemente 

consumido em dietas de restrição calórica para perda de peso (MORAES et al., 2009). Além 

disso, é considerado um alimento funcional, pois pode conter probióticos, levando benefícios 

para a saúde, incluindo a redução do risco de doenças humanas (STRINGHETA et al., 2007).  

A produção de queijo Minas frescal aumentou de 42.700 toneladas em 2000 para 63.555 

em 2011, colocando-o em terceiro lugar na lista dos queijos produzidos no país, atrás apenas 

Mozzarella e tipos de queijo prato (DATAMARKETS, 2014). A fabricação de queijo Minas 

frescal pode ocorrer em indústria de laticíneos, mas também é comumente fabricado por 

pequenos produtores com práticas de fabricação inadequadas e podem sofrer manipulação 

excessiva (BULHÕES E ROSSI JUNIOR, 2002).  

O queijo Minas frescal, é um alimento produzido pela indústria de laticínios e fabricado 

com leite pasteurizado. Entretanto, embora o processo de pasteurização assegure a destruição 

das linhagens de Staphylococcus spp originalmente presentes no leite cru, oriundos do manejo 

durante a ordenha do gado, a enterotoxina pré-formada, responsável pela intoxicação 

alimentar estafilocócica, é termoestável e poderá permanecer no leite pasteurizado e seus 

derivados. Assim, os problemas com a produção de queijos no Brasil estão relacionados com 

as precárias condições do leite produzido, e as péssimas condições de fabricação dos queijos 

do tipo Minas frescal (LISITA, 2005).  

Os produtos lácteos são produzidos a partir de leite pasteurizado e sendo assim, não 

deveriam apresentar nenhum microrganismo patogênico. Porém, pode haver recontaminação 

durante ou após o processamento (pós- pasteurização), pelo uso de equipamentos com 

deficiente sanitização ou mal armazenados em temperaturas inadequadas após preparo 

(CHARLIER et al., 2009; CORBIA et al., 2000; PICOLI et al., 2006). A ocorrência de 

enterotoxinas estafilocócicas em produtos lácteos, especialmente em queijos, tem sido 

constatada com frequência, e podem estar envolvidas em surtos e casos esporádicos de 

intoxicação (VERAS et al., 2008; RALL, et al., 2010; SENGER et al., 2011). 



29 

 

Surtos causados por linhagens Staphylococcus enterotoxigênicas dificilmente seria 

associada à contaminação de queijo Minas frescal, uma vez que é considerado um alimento 

saudável e inofensivo pela população da região Sudeste do Brasil (SILVA e SOUZA, 2006). 

Os estafilococos podem contaminar queijos frescos macios por manuseio inadequado 

durante o processamento, condições inadequadas de armazenamento, o uso de leite 

contaminado, ou mesmo devido às características físico-químicas da matriz de queijo, como o 

pH e atividade de água elevada, baixas concentrações de sal, que são favorável ao 

crescimento destes microorganismos (VIANA et al., 2009). 

Assim, os problemas com a produção de queijos no Brasil estão relacionados com as 

condições higiênico sanitàrias do leite produzido, e as falhas das condições de fabricação dos 

queijos do tipo Minas frescal (LISITA, 2005). A ocorrência de enterotoxinas estafilocócicas 

em produtos lácteos, especialmente em queijos, tem sido constatada com frequência, e podem 

estar envolvidas em surtos e casos esporádicos de intoxicação (VERAS et al., 2008; RALL, et 

al., 2010; SENGER et al., 2011). 

Staphylococcus é um microrganismo causador de mastite no rebanho leiteiro, podendo 

aparecer no leite, onde níveis elevados de contaminação podem ser rapidamente alcançados, 

caso as condições para a sua multiplicação sejam favoráveis (FDA, 2013).  

 

2.1.2 Salames (embutidos) 

Nos produtos cárneos fermentados a qualidade final e as características organolépticas, e 

microbiológicas são influenciadas pelo pH, atividade de água, composição dos lipídios, NO2 e 

NaCl (BLAIOTTA et al., 2004). A produção da carne in natura para exportação  no Brasil foi 

de 13.093 toneladas entre 2000- 2014 (ABIPECS, 2014). 

Os embutidos tradicionais são vistos como um produto cárneo de alto valor proteico, com 

boas qualidades gastronômicas, valor comercial baixo e simultaneamente com um bom poder 

de conservação e sanitariamente seguro. Nas últimas décadas, o processo de fabricação de 

embutidos tem evoluído no sentido da industrialização, até porque existem grandes 

melhoramentos para potencializar a eficácia das técnicas de processamento. No entanto, por 

se tratar de um produto tradicional, todos os processos de elaboração, ainda que melhorados, 

devem manter as características organolépticas tradicionais do produto, (MOROT-BIZOT, 

LEROY e TALON, 2007).  

Internacionalmente, o salame é classificado dentro de dois grupos: o salame proveniente 

do norte e do sul da Europa. No Brasil, o salame tipo italiano pertence ao segundo grupo. 
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O  salame tipo italiano é elaborado através da formação da massa que vai ser empregada 

na fabricação, adicionando-se entre 1,5 e 3,0% de NaCl. Embutida a massa, leva-se à câmara 

de maturação, onde permanece durante 30 a 40 dias, ocorrendo nesse período desidratação e 

aumento da concentração do NaCl, que atinge valores entre 2,5 e 5,0%. Esta concentração de 

NaCl, somada ao baixo valor de aw e ao pH ácido, assegura a estabilidade dos salames 

fabricados, permitindo sua conservação em temperatura ambiente por muitas semanas (ZELL 

et al., 2008; ZDOLEC et al., 2013)  

Na indústria de produtos cárneos, as bactérias comumente utilizadas como starter são as 

bactérias ácido-lácticas e espécies do gênero estafilococos são usados como coadjuvantes na 

tecnologia para a fabricação de salames (BIASI et al., 2007). As bactérias ácido-lácticas 

apresentam características acidificantes e antimicrobianas sendo que as estafilocócicas 

contribui na fermentação com a formação da cor devido a redução do nitrato a nitrito e ao 

sabor dos embutidos cárneos pela formção de compostos aromáticos (TALON et al., 2008). 

Os estafilococos estão envolvidos participando do processo tecnológico como agente da 

fermentação na temperatura de 30 a 35 °C promovendo a estabilização da cor e aroma, 

previnindo rancificação. Staphylococcus xylosus, S. carnosus e S. equorum são species 

predominante no salame e participam  das reações químicas durante maturação dos alimentos 

embutidos fermentados (ZDOLEC et al., 2013). 

 O uso das culturas starter tem proporcionado às indústrias melhorias nos processos 

fermentativos e produtos mais uniformes, seguros e confiáveis, com redução do tempo de 

fermentação e a obtenção de produtos com melhores características sensoriais, nutricionais, 

químicas e microbiológicas (GRIS et al., 2002). 

Nos salames produzidos por pequenos comerciantes, a fermentação ocorre pelos 

microrganismos autóctones como as bactérias lácticae e estafilococos (FIORENTINNI et al., 

2009). Autores informam que os salames produzidos por pequenos produtores  têm melhores 

características sensoriais que salames industriais, devido à composição e atividade metabólica 

da microbiota autóctone (GRECO et al., 2005). E estudos indicamque os microrganismos 

presentes nos embutidos artesanais provêm da matéria-prima e do ambiente fabril 

(RANTSIOU et al., 2005). 

Entretanto, os fatores externos podem afetar a estabilidade das culturas starters como: 

temperatura inadequada, elevado pH baixa concentração de sal e o uso de carnes de alta 

qualidade. A segurança microbiológica pode ser afetada pela baixa atividade de água, adição 

de nitrito e cloreto de sódio, baixo pH e presença de substâncias antimicrobianas formadas 

durante o processamento (BRASIL, 2001).  
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No Brasil por parte dos órgãos da Vigilância Epidemiológica, há o registro de três surtos 

de intoxicação alimentar estafilocócica associada a salames industriais, dois casos na cidade 

Três de Maio e um caso em Crussimal, do  estado do Rio Grande do Sul em 1999 (SIRVETA, 

2012).  

 

2.2 CRITÉRIOS MICROBIOLÓGICOS PARA STAPHYLOCOCCUS spp. NOS 

ALIMENTOS 

 

Os padrões microbiológicos do Ministério da Saúde, vigentes neste momento estão 

contidos na Resolução RDC n°12, de 02 de janeiro de 2001. Em 26 de novembro de 1993, o 

Ministério da Saúde aprovou a Portaria nÁ 1.428 que cont®m o ñ Regulamento T®cnico para 

Inspeção Sanitáriade Alimentos, as diretrizes pra o estabelecimento de boas praticas de 

produção e prestação de serviços na área de alimentos e o regulamento técnico pra o 

estabelecimento de padrão de identidade e qualidade para o sefviço de produos nas área de 

alimentos e em 15 de setembro de 2004. Os padrões do ministério da agricultura constam do 

regulamento de inspeção industrial e sanitária  de produtos de origem animal (RIISPOA). Em 

niveis estadual e federal alguns estados da federação e município têm legislação própria 

citando como exemplos os códigos sanitários (BRASIL, 1997) 

No Brasil, a Resolução RDC N° 12 de 2001 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) define os padrões microbiológicos para alimentos expostos a venda e a exportação 

e preconiza um limite de 10
3
 UFC/g para S. aureus. As bactérias sobre as quais a Legislação 

estabelece os limites quase sempre não alteram a aparência do pescado, pois a razão de suas 

limitações decorre destas serem patógenas ao homem e não deteriorativas do produto, como é 

o caso da S. aureus. Não existe limite de detecção das unidades formadoras de colônias para 

ECN na legislação brsileira. 

        A contagem de Staphylococcus coagulase em alimentos tem como finalidade: relacionar 

este microrganismo à saúde pública, para confi rmar o seu envolvimento em surtos de 

intoxicação alimentar, e para controlar a qualidade higiênico-sanitária nos processos de 

produção e manipulação de alimentos. Neste último caso, serve como indicador de 

contaminação pós-processo ou das condições de sanitização das superfícies que entram em 

contato com alimentos. Estatísticas da Organização Mundial de Saúde (OMS) comprovam 

que as doenças de origem alimentar são consideradas o maior problema de saúde pública em 

todo o mundo, sendo os manipuladores referenciados como um dos principais veículos de 

contaminação, tendo em vista que sua participação chega a atingir até 26% das fontes 
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contaminantes. Como o Staphylococcus também pode ser encontrado no gado, as deficiências 

higiênicas durante a ordenha e a utilização do leite com mastite são fatores determinantes dos 

elevados índices de contaminação de queijos frescos por essa bactéria. 

A produção de enterotoxinas e a resistência antimicrobiana dos ECN são aspectos de 

segurança de extrema importância e tem gerado ainda mais atenção com a introdução da 

avaliação de risco pela European Food Safety Authority (EFSA) para os microrganismos 

utilizados na cadeia alimentar com fins tecnológicos. Uma grande preocupação que tem tido 

destaque no conceito de Qualified Presumption of Safety (QPS), semelhante ao sistema 

Generally Recognized as Safe (GRAS) nos EUA, é a presença de genes tranferiveis de 

resistência a antibióticos, bem como a produção de toxinas ou aminas biogénicas no produto 

final. 

 Verifica-se que há necessidade de uma vigilância sanitária regular sobre a 

comercialização da carne bovina e alimentos lácteos. 

 

2.3 O GÊNERO Staphylococcus spp. 

 

Os estafilococos foram observados inicialmente por Kock em 1878, em material 

purulento, sendo a primeira publicação citando a forma de cocos e a presença constante desses 

microrganismos em abscessos agudos e crônicos datada de 1881 (KLOOS. e SCHLEIFER, 

1986) 

Estes são classificados como cocos Gram-positivos, quando visualizados no microscópio 

se apresentam em forma de cachos de uva irregulares (staphyle em grego significa cacho de 

uva), por se dividirem em planos diferentes, porém ocorrem na forma de células isoladas, aos 

pares, em tétrades e em cadeias curtas. São anaeróbicos facultativos, porém crescem melhor 

em atmosfera aeróbica, imóveis, não esporulados (KONEMAN et al., 2008). 

Dentre as bactérias não esporuladas, os estafilococos são espécies resistentes ao meio 

ambiente e, são relativamente resistentes ao calor e toleram elevadas concentrações de cloreto 

de sódio.  

A parede celular dos estafilococos tem como principal função a proteção contra a lise 

osmótica. O principal componente da parede é o peptideoglicano, um polímero que consiste 

em longas cadeias de glicídios com ligações flexíveis de peptídeos que forma uma estrutura 

forte e elástica formando uma rede covalentemente fechada (SCHEFFERS, 2005). 

Eles são submetidos às provas de catalase,  oxidase e coagulase (CUNHA et al., 2002). A 

prova da catalase é um teste importante na identificação das famílias Staphylococcaceae e 
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Micrococcaceae (catalase positivos) e Streptococcaceae (catalase negativo) (EUZÉBY, 2012). 

O gênero Staphylococcus é diferenciado do gênero Micrococcus pela resistência a 

furazolidona (0,04U), indicada pela ausência de halo de inibição ou formação de halo de até 9 

mm (CUNHA et al., 2002). 

 O metabolismo deste gênero é respiratório e fermentativo, atuando sobre carboidratos 

com produção de ácidos. Crescem em temperaturas variando entre 7 a 48ºC, tendo como 

temperatura ótima de 30 ºC a 37ºC (BERGEY'S, 1994). Estes microrganismos crescem em 

pH entre 7 e 7,5, mas toleram  pH variando entre 4,2 a 9,3. Ainda apresentam a capacidade de 

sobreviver e se multiplicar em uma concentração de cloreto de sódio de até 15%, com a 

produção de enterotoxina ainda ocorrendo em concentrações de sal de até 10%, o que faz com 

que os alimentos curados também sejam veículos potenciais de intoxicação. São capazes de 

colonizar matrizes com atividade de água (Aa) com valores de até 0,86, apesar de já ter sido 

relatada a multiplicação desses microrganismos em alimentos com Aa de 0,83 (FRANCO e 

LANDGRAF, 2005). 

 Os Staphylococcus spp. são  cultivados em meios de cultura como brain heart infusion 

(BHI) e triptona soja ágar (TSA). Em meios enriquecidos como ágar sangue de carneiro, 

algumas linhagens de S. aureus e algumas espécies coagulase-negativas podem apresentar um 

halo de hemólise ao redor das colônias. A capacidade de se desenvolver em meios contendo 

alta concentração de NaCl, além de terem certa tolerância ao telurito de potássio, cloreto de 

lítio são aproveitadas para o preparo de meios seletivos (Manitol Salgado e o Agar Baird-

Parker, contendo telurito de potássio), para isolamento de estafilococos em amostras clínicas e 

detecção e enumeração de estafilococos em alimentos, respectivamente (KONEMAN et al., 

2008).  

De uma maneira prática, os estafilococos são divididos em dois grupos: Estafilococos 

coagulase positivos (ECP) e Estafilococos coagulase negativos (ECN) de acordo com a 

resposta ao teste da enzima coagulase. A maioria das espécies de estafilococos são coagulase 

negativa (EUZÉBY, 2012). 

 

2.3.1 ESTAFILOCOCOS COAGULASE NEGATIVA (ECN)  

 

As espécies coagulase negativas eram geralmente consideradas não patogênicas, 

entretanto existem evidências que algumas espécies de ECN serem potencialmente 

patogênicas para os homens e animais (BALABAN e RASOOLY, 2001). 
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 Segundo KLOOS e BANNERMAN (1986), cerca de metade das espécies de ECN 

coloniza naturalmente o homem e animais, incluindo-se dentre eles o S. epidermidis, S. 

haemolyticus, S. saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus, S. capitis, S. warneri, S. hominis, S. 

simulans, S. caprae, S. lugdunensis, S. schleiferi e o S. gallinarum. No entanto, as espécies 

isoladas com maior frequência são: S. chromogenes, S. simulans, S. epidermidis, S. xylosus, S. 

sciuri e S. hyicus. 

As espécies de estafilococos coagulase negativas mais frequentes na pele são S. 

epidermides, seguido do S. hominis. As espécies menos frequentes são S. xylosus e S. 

simunlans. As espécies localizadas em nichos específicos são: S. capitis (cabeça) e S. 

saprophyticcus (geniturinários) (FRANCO; LANDGRAF, 2005). 

As espécies com maior frequência encontrada em alimentos são S. xylosus, S. succinus, S. 

cohnni subsp. cohnii, S. saprophyticus, S. epidermidis, S. hyicus, S. lentus, S. sciuri, S. cohnii 

subsp. Urealyticus, S. haemolyticus, S. chromogenes e S. lugdunensis (VERAS et al., 2008) 

 

2.3.2 ECN ENCONTRADOS NOS ALIMENTOS 

 

A produção de enterotoxinas por S. coagulase negativa tem sido relatada em vários 

estudos, sendo a maioria sob condições de laboratório (OMOE et al., 2005; BORGES et al., 

2008). Os resultados de alguns desses estudos sugerem que S. coagulase negativa podem ser 

potenciais causadores de intoxicação alimentar (SOARES et al., 2011; DOBRANIC et al., 

2013). 

O controle da toxinose é possível quando avaliadas as boas práticas sanitárias de higiene 

nos estágios de obtenção, produção, estocagem e manuseio de alimentos, pois a proteção 

contra esta enfermidade é considerada uma obrigação dos profissionais das áreas de alimentos 

e saúde (STANFORD, 2006). Embora o S. aureus seja a espécie mais prevalente em surtos de 

intoxicação alimentar estafilocócica, S. intermedius e S. hyicus também podem produzir 

enterotoxinas e já foram envolvidos em surtos (SILVA e GANDRA, 2004). 

As principais espécies de S. coagulase negativos existentes nos alimentos cárneos e 

lácteos são o S. equorum, S. carnosus S. xylosus, S.saprophyticcus, S. sciuri, S. 

haemolhyticcus e S. piscifermentans (LEROY et al., 2010; SOARES et al., 2011).  
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2.3.2.1 Staphylococcus equorum  

 

A espécie S. equorum foi proposta como espécie por Schleifer em 1984. De acordo com 

EUZÉBY (2011), conhecem-se duas subespécies desta espécie: Staphylococcus spp equorum, 

citada pela primeira vez por Schleifer em 1985 e a Staphylococcus spp linens, caracterizada 

por Robert Place tendo esta sido isolada de queijos franceses com fermentação natural 

(CARVALHO, 2010). 

Esta espécie apresenta-se como cocos de 0,8 a 1,5 ɛm de di©metro, formadores de 

colônias após 48 horas de incubação. As colônias são geralmente brancas e opacas, com 

tamanho variado entre 1 a 6 mm, podendo ser ou não hemolíticas. Crescem a 37ºC, com 

temperatura ótima de crescimento é entre 30ºC a 32ºC.  

Estas bactérias são também caracterizadas como possíveis inibidoras do crescimento de 

Listeria spp, por ser utilizadas como starters. São ambas subespécies redutoras de nitratos e 

produtoras de ácido pela frutose, D-glucose e D-Manose. (CARVALHO, 2010).  

      Esta espécie pode estar presente em superfícies fabris destinadas ao processamento de 

alimentos fermentados, entre eles o queijo e salsichas (LEROY et al., 2009). As espécies de S. 

equorum representam 28,5% de isolados de Staphylococcus em queijaria, salsicharia, 

ambientes fabris e amostras clínicas provenientes de França (COTON, 2010), 10 a 40% de 

amostras provenientes de salsicharia do sul de Itália (BLAIOTTA et al., 2004) e é 

considerada uma das espécies com maior capacidade para persistir em ambientes fabris, em 

alimentos processados e em alimentos fermentados. (LEROY et al., 2009). 

A sua existência em produtos alimentares pode ter sido subestimada durante algum tempo 

uma vez que esta espécie era confundida com S. xylosus e os métodos fenotípicos não 

permitiam uma distinção exata desta espécie (BLAIOTTA et al.,2004). 

 

2.3.2.2 Staphylococcus xylosus 

 

      O S. xylosus foi descrito pela primeira vez por KLOOS e SCHLEIFER em 1986, 

caracterizando esta bactéria pela sua forma redonda (cocos) com di©metro entre 0,8 e 1,2 ɛm, 

algumas linhagens de S. xylosus crescem em meios de cultura com concentração acima de 

10% de NaCl. Segundo CARVALHO, 2010 algumas estirpes produzem pigmento apenas em 

temperaturas inferiores a 20ºC, de 35ºC a 37ºC não apresentam coloração havendo, no entanto 

cerca de 20% das estirpes que não apresentam coloração a qualquer temperatura dos 15ºC aos 

40ºC.  
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Características como o tamanho da célula, a capacidade de redução de nitratos, a 

produção de urease e ácido a partir da ribose, a impossibilidade de hidrolisar a esculina e a 

capacidade de produzir ácido a partir da celobiose, rafinose e xilose são características úteis 

para a identificação da espécie, principalmente para a distinção entre outras espécies 

estafilocócicas, como o S. equorum e o S. xylosus. 

     Esta espécie faz parte da microbiota da pele de mamíferos, sendo frequentemente 

isolada do leite, carne, queijos e produtos de salsicharia (TALON et al., 2008). Após 

fermentação da glicose, os S. xylosus produzem L-Lactato ainda que em pequenas 

quantidades.  Algumas estirpes de S. xylosus podem produzir elevadas quantidades de manitol 

intracelular, comparativamente a outras espécies estafilocócicas (KLOOS e SCHLEIFFER, 

1986). Esta espécie é frequentemente utilizada como culturas starters em combinação com 

bactérias ácido-lácticas em embutidos cárneos e queijos, uma vez que 80% destas estirpes têm 

a enzima nitrato-reductase, originando uma coloração desejada em produtos cárneos e 

apresentam também uma capacidade antioxidante, bastante importante para evitar a 

rancificação (FIORENTINNI et al., 2009).  

         Posteriormente estudos realizados em laboratório, determinou-se que esta espécie 

apresenta também a capacidade de produzir substâncias inibidoras do desenvolvimento de 

Listeria monocytogenes e de S. aureus (MARTÍN et al., 2006), o que confere um aumento da 

vida útil dos embutidos quando o S. xylosus é utilizado como starter. Por ser frequentemente 

isolada de superfícies fabris de produtos de salsicharia, a presença desta espécie de 

Staphylococcus pode estar relacionada com a sua capacidade formadora de biofilmes 

(PLANCHON et al., 2006). 

Diversos estudos têm detectado os genes e a produção das enterotoxinas clássicas em 

linhagens S. xylosus, uma vez que esta espécie faz parte de culturas starter devido a sua 

participação nos processos fermentativos de embutidos cárneos (CUNHA et al., 2006, RALL 

et al., 2010; GUIMARÃES et al., 2013). 

 

2.3.2.3 Saprophyticcus carnosus 

 

Esta especie desempenha um papel importante na microbiota da pele e nos alimentos e é 

considerada uma espécie não patogênica que participa na fabricação de alimentos, 

principalmente produtos cárneos, salames que utilizam as culturas iniciadoras (ZELL et al., 

2008). As espécies S. carnosus como cultura starter demonstram uma diminuição do tempo de 

maturação por mais de duas semanas em produtos tradicionais provenientes de Itália.  
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Atualmente, S. carnosus foi proposto para ser a primeira escolha para estudar fatores de 

patogenicidade de espécies de estafilococos patogênicos. Esta espécie está sendo estudada 

como vetor de expressão de genes e fatores de virulência com grande sucesso. Por exemplo, 

numerosos fatores de invasão e proteínas de ligação da matriz de S. aureus foram expressos 

em S. carnosus, e a sua função tem sido estudada (COBRIERE et al., 2007). Esses estudos 

ocorrem porque linhagens de S. carnosus não são capazes de formar biofilme e isso poderia 

explicar por que esse microrganismo raramente é isolado em equipamentos utilizados no 

processamento de carne (PLANCHON et al., 2007).  

Entretanto, autores identificaram linhagens desta espécie caracterizadas pela presença dos 

genes codificantes das enterotoxinas clássicas em isolados S. carnosus de morcilhas artesanais 

(MOURA et al., 2012). No estudo de ZELL et al., 2008, foram detectado os genes das 

enterotoxinas clássicas em culturas startes contendo S. carnosus. 

 

2.3.2.4 Staphylococcus saprophyticus 

 

      Esta espécie tem forma característica de cocos com diâmetro de 0,8 a 1,2 ɛm. No 

entanto, há algumas estirpes que não formam pigmento algum. Existem duas sub-espécies do 

S. saprophyticus: Staphylococcus spp.saprophyticus e Staphylococcus spp. bovis, sendo que 

esta última reduz nitrato, produz pirrolidonil arilamidase em vez de acetilmetilcarbinol e 

consegue fermentar a galactose e a ribose. No entanto, não apresenta capacidade de hidrolisar 

esculina e amido, ao contrário do S. saprophyticus saprophyticus (GONÇALVES et al., 

2013). 

O ácido produzido por estas bactérias pode ser proveniente da frutose, glucose, glicerol, 

maltose, manitol, ribose, treatose e N-acetilglicosamina em condições de aerobiose e da 

glucose em condições de anaerobiose. A maior parte das estirpes estudadas por KLOOS e 

SCHLEIFER (1986) apresentavam a capacidade de produzir ácido láctico, ainda que em 

pequenas quantidades.  Nos Estados Unidos, estas bactérias são as segundas bactérias 

principais responsáveis de infecções do trato urinário (ITU) feminino, especialmente em 

jovens, sendo que ocorrem em 25% a 44% dos casos, percentagem apenas ultrapassada pelas 

ITU com E. coli (HIGASHIDE et al., 2008). 

Existem algumas estirpes de S. saprophyticus que não produzem poli-N-

acetilglucosamina (PNAG), um dos responsáveis pela formação de biofilmes, nem ácido 

poliglutâmico, um polímero aniônico descrito como fator de virulência de algumas espécies 

de Staphylococcus. Esta espécie contém ainda uma cápsula constituída por diversos 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174012003397#bb0215
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polissacarídeos capsulares, referida por PARK (2010) como sendo fenotipicamente 

semelhante à que constitui a cápsula do S. aureus. 

KABAN e KAYA (2008) estudaram sobre a identiýca­«o de bact®rias gram positivas e 

catalase positiva isoladas de salames da Turquia (Sucuk) e constataram que uma das espécies 

frequentemente isoladas é S. saprophyticus, encontradas também em salames no sul da Itália 

(MAURIELLO et al., 2004) e KOZACHINSKI et al., 2008, encontraram S. saprophyticus em 

embutidos da Hungria e Serbia em seu estudo.   

 

2.3.2.5 Staphylococcus epidermidis 

 

Esta espécie apresenta capacidade de produzir proteases, lipases, fosfolipases, estearases, 

lipases lipoproteínas e desoxirribonucleases, sem capacidade de fermentar o manitol (BAIRD 

PARKER 1963, citado por SCHLEIFER, 1986).  

Estes microrganismos evidenciam um excelente crescimento em meios com  

concentração de até 7.5 % de cloreto de sódio (Kloos e Schleifer, 1975).  

S. epidermidis é comumente isolado de leite bovino provenientes de gado com mastite 

bovina (HOSSEINZADEH e SAEI 2014) e tem sido isolada de embutidos fermentados 

(GAZZOLA e COCCONCELI 2008).  

 GUIMARÃES et al., (2013) e Zell et al., (2008)  detectaram os genes das enterotoxinas 

clássicas em esta espécie isolada de leite e culturas startes, respectivamente e existe a 

possibilidade de causarem processos infecciosos (ZELL et al., 2008). 

 

2.3.2.6 Staphylococcus sciuri 

 

É descrita como uma espécie ambiental, amplamente distribuído na natureza e tem sido 

associada a alimentos, animais de fazenda, seres humanos e animais de companhia, sendo a 

subespécie sciuri encontrado na natureza e como parte da microbiota transitória da pele em 

várias espécies de mamíferos e aves (KONEMAN et al., 2008). 

Também é considerada uma das espécies estafilocócicas mais antigas e dispersas na 

natureza, apresenta ampla variação de habitats, incluindo a pele de vários animais. A 

descrição de S. sciuri resistente a meticilina em leite bovino foi relatada, mas a sua ocorrência 

neste animal foi pouco citada na literatura disponível (GUERIN FAUBLEE et al., 2003). 

STEPANOVIC et al. (2001) demonstraram que S. sciuri pode apresentar vários fatores de 

virulência que não haviam sido estudados com maiores detalhes. 
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Os membros do grupo a S. sciuri não são comumente considerada patogênicos, mas há 

uma necessidade premente para confirmar a segurança deste grupo Staphylococcus em 

produtos alimentares, e em ambientes hospitalares já foram descritos (KONEMAM, 2008), e 

uma grande proporção de estirpes isoladas a partir de vários ambientes têm o potencial para a 

produção de enterotoxina. Relacionado a este fato, o estudo de PEREIRA et al., 2001 

encontrou nesta espécie os genes das enterotoxinas sea, seb, sec, sed, see, seg 

ou seh isoladas de leite integral. 

 

2.3.2.7 Staphylococcus succinus 

 

São células gram-positivas, esféricas (diâmetro de 0.6- 1.9 µm) e apresentan-se em 

colônias róseas com uma célula centrr rodeada por duas células esféricas, em meio de cultura 

TSA (triptone soya agar) as colônias apresentam-se com brilho no centro e possui crescimento 

em  25°C-40°C e ótimo crescimento em 28°C e não crescem em 42°C. Ainda, não crescem 

em condições aeróbicas em meio de cultura com tioglicolato e são novobiocina-resistente 

(LAMBERT et al., 1998). Estas linhagens já foram isoladas como parte da microbiota de 

produtos de salsichas frescas e embutidos fermentados (Blaiotta et al., 2004; RANTSIOU et 

al., 2005), em vários queijos (RESCH et al., 2008) e em alguns salsichas francesas 

(CORBIÈRE MOROT-BIZOT et al., 2006).  

Foram encontrados os genes seb, selm e selq em uma espécie S. succinus isolada de 

infecções intramamária (PARK et al., 2010). Esta espécie é conhecida por exibir interessante  

propriedades metabólicas e serem encontradas em baixos quantidades nos alimentos 

(RAVYTS et al., 2010). 

 

2.3.2.8 Staphylococcus hominis 

 

É isolada dos alimentos, principalmente de alimentos lácteos como leite (ZELL et al., 

2008), em produtos de padaria (CUNHA et al., 2006). Foi determinada uma alta prevalência 

de resistência aos antibióticos oxacilina e fluroquinolona (FITZGIBBON et al., 2010). 

Dentre as espécies estafilococos coagulase negativa, S. hominis, é mais provável para 

transportar o gene de resistência a meticilina (mecA), apresentou prevalência de resistência ɓ-

lactâmicos entre ECN isoladas de leite bovino (SAWANT et al., 2009). 

Por esta espécie ser comumente isoladas da microbiota de animais, estas podem estar 

presentes como contaminantes de alimentos processados e em presunto cru (LANDETA et al. 

http://jmm.sgmjournals.org/content/55/5/523.full#ref-3
http://jmm.sgmjournals.org/content/55/5/523.full#ref-19
http://jmm.sgmjournals.org/content/55/5/523.full#ref-19
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2013). Atualmente, foi encontradas linhagens da espécie S. hominis isoladas da carne de 

frango e porco (AYE et al., 2014). 

2.3.2.9 Staphylococcus piscifermentans 

 

Apresenta uma morfologia de cocos e foi originalmente isolado a partir de peixe 

fermentado na Tailândia (TANASUPAWAT et al., 1992). A espécie é utilizada na preparação 

de alimentos fermentados, juntamente com o S. carnosus; são espécies capazes de reduzir o 

nitrato e produzir amônia, e apresentam os genes das enterotoxinas clássicas (ZELL et al., 

2008). 

 

2.4 INTOXICAÇÃO ESTAFILOCÓCICA  

 

Este tipo de intoxicação alimentar é originado pela ingestão de alimentos contaminados 

com enterotoxinas. Os alimentos mais envolvidos com esta intoxicação alimentar são 

derivados lácteos, cárneos, que podem ser veículos do microrganismo e de suas enterotoxinas 

(LE LOIR et al., 2003) 

A presença de Staphylococcus spp, em alimentos deve ser interpretada com cautela, pois 

uma grande quantidade de microrganismos não é suficiente para indicar o alimento como 

causador de intoxicação alimentar, assim como sua ausência ou presença em pequenas 

contagens não indica que o alimento não representa perigo do ponto de vista de segurança de 

alimentos. O potencial risco de intoxicação alimentar estafilocócica somente pode ser 

determinado após a confirmação da enterotoxigenicidade do microrganismo isolado 

(LANCETTE E BENNETT, 2001) 

Segundo JAY (2008), a produção de enterotoxinas geralmente está relacionada com 

linhagens de estafilococos que produzem as enzimas coagulase e termonuclease, embora 

algumas linhagens que não produzem coagulase e/ou termonuclease possam produzir 

enterotoxinas. Entretanto, LANCETTE E BENNETT (2001) afirmaram que existe uma 

instabilidade fisiológica verificada por algumas espécies tanto coagulase positiva ou negativa 

do gênero Staphylococcus. 

 

2.4.1 ENTEROTOXIGENICIDADE DE Staphylococcus spp. 

 

Por muitos anos, a espécie S. aureus foi considerada a única do gênero capaz de produzir 

enterotoxinas e serem causadoras de intoxicação alimentar, devido à capacidade da maioria de 
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suas estirpes de produzir enterotoxinas. Entretanto, diversos estudos relataram a ocorrência de 

enterotoxinas em Staphylococcus coagulase negativa (BORGES et al., 2008). Atualmente, são 

conhecidas diversas enterotoxinas estafilocócicas identificadas a partir de reações com 

anticorpos específicos, que são denominadas por letras maiúsculas. 

As enterotoxinas são termorresistentes durante o crescimento entre 10 e 46 ºC, com 

temperatura ótima de produção entre 40 e 45ºC (JAY, 2008). Essas toxinas apresentam 

atividades de superantígenos (SAgs), que incluem a família das toxinas pirogênicas (PTs) que 

são as enterotoxinas estafilocócicas (SEs) e a Toxina 1 da Síndrome do Choque Tóxico 

(TSST-1). 

A purificação e a caracterização das enterotoxinas estafilocócicas tiveram início em 1959 

(190) e, atualmente, são 23 as enterotoxinas sorologicamente distintas e designadas pelas 

letras SEA a SElV. 

 Os diferentes tipos de enterotoxinas produzidas por estafilococos foram inicialmente 

classificadas como pertencentes a cinco 5 tipos sorologicamente distintos, denominadas de 

toxinas clássicas: SEA, SEB, SEC, SED e SEE (BLAIOTTA et al., 2004), com numerosos 

relatos de ocorrências destas toxinas em alimentos (OMOE et al., 2005). As enterotoxinas 

emergentes descritas são (SEG, SEH, SEI, SElJ, SElK, SElL, SElM, SElN, SElO, SElP, 

SElQ, SElR e SElU), embora o envolvimento destas toxinas com os surtos de intoxicação 

alimentar não estejam ainda bem esclarecidos (VERAS et al., 2008; SCHELIN et al., 2011). 

Existem vários estudos sobre a produção da vacina contra essas toxinas (SAG) 

superantigênicas, a fim de proteger os organismos imunocomprometidos de doenças 

transmitidas por alimentos (GISELLI et al., 2013). 

Todas mostram atividade superantigênica, enquanto, apenas algumas (SEA a SEI, SElR, 

SElS e SElT) têm sido encontradas com potencial eméticas (OMOE et al., 2013). 

As enterotoxinas SEA e SEE são codificadas pelo profago e as enterotoxinas SEB, SEC e 

SED são reguladas por genes encontrados nas ilhas de patogenicidade, enquanto a produção 

da enterotoxina SED é regulada pelo gene plasmidial. Estas enterotoxinas são controladas 

pelo sistema de transdução de sinal Agr por sinal quorun sensing. A expressão das 

enterotoxinas emergentes (SEG, SEI, SElM, SElN, SElO, SElU e SElV) são controladas pelo 

operon egc, as enterotoxinas SElJ, SElR, SElS e SElT são codificadas por gene plasmidial, as 

enterotoxinas SElK e SElQ são codificadas por ilhas de patogenicidades (SCHELIN et al., 

2011). 

Segundo JAY, 2008, as enterotoxinas estafilocócicas (ES) são produzidas principalmente 

pelas espécies S. aureus, S. caprae, S. chromogenes, S. cohnii, S. epidermidis, S. 
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haemolyticus, S. lentus, S.saprophyticus, S. sciuri, S. simulans, S. schleiferi subsp. schleiferi, 

S. warneri e S. xylosus. 

 

2.4.2 MECANISMO DE AÇÃO DAS ENTEROTOXINAS ESTAFILOCÓCICAS  

 

As bactérias Gram-negativas e positivas respondem a diversos sinais estimulados pelo 

ambiente na forma de moléculas. Quando as bactérias crescem e atingem uma concentração 

celular, geralmente a uma densidade celular específico ou "quorum", os mediadores ou 

agonistas se acumulam no meio extracelular e ativam uma cascata reguladora que controla o 

metabolismo celular (THOENDEL et al., 2011). 

As bactérias Gram-positivas possuem receptores de membrana que podem reconhecer 

peptídeos e o complexo receptor-peptídeo promovendo diferentes modificações pós-

traducionais nas proteínas (enzimas). 

As enterotoxinas SEB, SEC e SED são reguladas por sistema agr, descrito por 

THOENDEL et al., 2011 e SCHELLIN et al., 2011. 

O agr é um sistema de detecção de quorum, localizado no cromossoma do 

Staphylococcus e apresenta um locus que contém dois transcritos divergentes - RNAII e 

RNAIII. O transcrito de RNAII é um operon de quatro genes, agrBDCA, que codifica fatores 

necessários para sintetizar AIP e ativar a cascata regulatória dos genes (Figura. 1). 

Resumidamente, AgrD é o peptídeo precursor de AIP e AgrB é uma endopeptidase de 

membrana integral essencial para biossintese do AIP. AgrC e AgrA formam um par de dois 

componentes onde agrC é a membrana histidina quinase e AgrA é ativador dos promotores. 

Após a ligação da AIP, AgrC fosforila AgrA, que por sua vez ativa os promotores P2 e P3 

para acionar o sistema agr e a transcrição do RNAIII. RNAIII é capaz de regular a expressão 

do gene ao nível pós-transcricional, afetando a estabilidade do RNAm, promovendo ou 

inibindo a tradução do RNAm (THOENDEL et al., 2011). 

Quando a célula cresce, o nível intracelular de RNAIII aumenta devido ao circuito de 

regulação automática do sistema agr, induzindo ao aumento da transcrição de fatores de 

virulência tais como as enterotoxinas, e diminui a transcrição de genes que codificam 

proteínas de parede celular. O sistema de transdução de sinal agr é controla a transcrição de 

seb, sec e sed e, portanto, a produção de enterotoxinas SEB, SEC e SED. A atuação do 

RNAIII na transcrição de SEB e SED é indireta e dependente da presença de um Rot 

funcional (repressor de toxinas), que é um membro da família de fatores de transcrição Sar de 

S. aureus. Rot se liga às regiões promotoras, reprimindo desse modo a transcrição de genes. 
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Quando o sistema agr é induzido durante o crescimento celular, ocorre a interação RNAIII-

rot, reprimindo a transcrição do Rot e diminuindo a sua quantidade na célula (THOENDEL et 

al., 2011). 

 Fatores de virulência (alfa, beta, delta), proteases, lipases, enterotoxinas, superantigénios 

(TSST-1, a SEB, SEC, SED) e a urease são todos regulados positivamente pela presença do 

RNAIII (SCHELLIN et al., 2011). 

Os genes sea e see pertencem a uma família de bacteriófagos, que pode ser inserido no 

cromossoma bacteriano como um profago e comporta-se como parte do genoma bacteriano. 

No entanto, sob condições de stress ambientais, tais como as condições de conservação dos 

alimentos, o profago pode induzir a replicação do genoma de fago e libera novos 

bacteriófagos (WALLIN et al., 2010, Fig. 1). 

Foi recentemente demonstrado que a transcrição do sea está associada ao ciclo de vida do 

profago, diferente de muitos outros genes de enterotoxinas, tais como sec, seb e sed. 

 A análise da sequência do gene sea e as suas regiões genômicas vizinhas indicaram que 

as linhagens produtoras de SEA podem ser agrupadas em dois grupos principais, sea1 e sea2.  

A região promotora endógena, P1, imediatamente a montante do sea, é encontrada em ambos 

os grupos. Além disso, também pode haver um segundo promotor relacionado ao fago latente, 

P2, relatando que expressa sea após a indução do profago (SCHELLIN et al., 2011).  

A Enterotoxina E (SEE) é a toxina mais semelhante à SEA, com uma identidade de 90% 

entre os aminoácidos. O gene see está situado em uma profago defeituoso, em contraste com o 

profago sea, e a expressão parece não ser afetada pelo crescimento bacteriano. O gene SEB é 

realizada na ilha de patogenicidade (SAPI) de S. aureus, SaPI3, enquanto a enterotoxina C 

(SEC) existe em várias variantes, C1, C3, Cbov, que estão situados no SAPI do cromossoma. 

As partículas de SAPI são liberadas por lise induzida pelo fago, e podem infectar e se integrar 

em um novo hospedeiro (SCHELLIN et al., 2011). 

Os resultados de alguns estudos indicam que a regulação da maioria das enterotoxinas 

não clássicas (SElG-SElV), não é controlado pelo sistema de agr. Foi mostrado que existe um 

aumento do  nível de transcrição de seh, selr e sel na fase de pós-exponencial, o que indica 

possível regulação pelo sistema agr (SCHELLIN et al., 2011; THOENDEL et al., 2011). O 

RNAm do seh foi induzido mais cedo no ciclo de crescimento do que a SEB e SEC regulados 

por sistema Agr. O nível de transcrição de outros genes investigados permaneceu inalterada 

durante o crescimento (selj, selk, sleq, selp), ou diminuiu ligeiramente (seg, sei, selm, seln, 

selo e selu), após o crescimento exponencial. Se estes genes são codificados por fago, podem, 

portanto, ser regulados pelos processos de lisogenia. Em contraste, se os genes mostrarem 
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uma ligeira diminuição do nível de transcrição durante o crescimento, então são codificadas 

pelo operon egc (SCHELLIN et al., 2011). 

Existem diferenças na expressão das enterotoxinas observada para S. aureus em produtos 

alimentares e em cultura líquida, isto é decorrente dos diferentes estados fisiológicos dos 

estafilococos. Quando o S. aureus é cultivado no presunto, ele forma um biofilme, enquanto 

no meio de cultura elas são planctônicas (SCHELLIN et al., 2011). 

Existem dois mecanismos de ação que são apresentados em relação à ingestão das 

enterotoxinas e a ocorrência de sintomas patogênicos. Quando ingeridas, as EE ligam-se aos 

seus receptores localizados no intestino delgado gerando estímulos que são transferidos 

através dos nervos vago e simpático até o centro do vômito, induzindo o retroperistaltismo do 

estômago e do intestino. O outro mecanismo sugerido e pouco elucidado parece estar 

relacionado à ativação de um mecanismo secretor de sódio e cloro, provocando um 

desequilíbrio hidroeletrolítico no intestino, ocasionando a diarreia (FRANCO e LANDGRAF, 

2005). 

Existem dois tipos de antígenos, os convencionais e os superantígenos. Os antígenos 

convencionais são processados como pequenos peptídeos em células apresentadoras de 

antígenos (APC) sendo armazenados em vesículas, formando um complexo com MHC-II. O 

complexo peptídeo-MHC-II é transportado para a superfície celular, onde são apresentados 

aos linf·citos T, cada qual expressando um ¼nico receptor TCR de cadeia Ŭ e ɓ específicos 

para o complexo. A habilidade das células T em reconhecer combinações MHC-peptídeo 

depende de rearranjos tanto da cadeia VŬ e Vɓ de c®lulas T como da cadeia Dɓ, Jɓ e JŬ. 

Diferentemente dos ant²genos convencionais, a intera­«o de c®lulas T com ñsuperant²genosò ® 

realizada especificamente pelo elemento Vɓ, com pequena contribui­«o de outros elementos 

variáveis do receptor TCR presentes em células T (SCHELIN et al., 2011). 

As Enterotoxinas dos subtipos (A, B, C, D e E) têm propriedades superantigênicas, esses 

antígenos não são processados e apresentados pelos macrófagos, em associação com a 

molécula do complexo de histocompatibilidade da classe II (MHC II), porém possuem a 

capacidade de interagir ao mesmo tempo com essa molécula e com o receptor dos linfócitos 

auxiliares que as reconhecem. Quando ocorre esse tipo de associação, uma expressiva 

quantidade de linfócitos T são simultaneamente estimulados, ocorrendo elevada produção de 

interleucina 2 (IL-2), determinando uma produção excessiva de outras interleucinas, o que 

pode resultar em choque, processo que torna as EE semelhante à toxina da síndrome do 

choque tóxico (TSST-1) ocasionando uma variedade de sintomas, como febre, náuseas e 

vômitos  (SCHELIN et al., 2011). 
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Figura 1. Modelo de transcrição dos genes enterotoxigênicos em S. aureus  

As setas pretas mostram a regulação direta, enquanto percurso tracejado em roxo indicam 

vias regulatórias. AIP, peptídeo auto indutor, uma molécula produzida pela ação das 

molécluas AgrD e AgrB.  (SCHELIN et al., 2011). 

 

2.4.3 O gene tstH1 codifica a proteína da síndrome choque tóxico 

Além da enterotoxinas estafilocócicas, várias espécies de Staphylococcus são capazes de 

produzir a toxina da síndrome do choque térmico (tsst, toxic shock syndrome toxin) (CUNHA 

et al., 2006). 

A tsst pertence à superfamília das enterotoxinas estafilocócicas e toxinas eritrogênicas 

dos estreptococos do grupo A. O tstH1 está associado com elementos genéticos móveis, como 

profagos, ilhas de patogenicidade de S. aureus e plasmídeo, acarretando uma possível 
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transferência do gene para outras bactérias, estes genes não tem sido detectados em produtos 

fermentados (BLAIOTTA, 2004; DOBRANIC et al.,2013). Esta toxina liga-se às regiões 

conservadas do complexo de histocompatibilidade da classe II da célula do hospedeiro, 

agindo como imunomoduladores ou superantígenos induzindo uma superprodução de 

linfocinas, resultando em lesão tecidual (GRUMANN et al., 2008) 

Além disso, foi verificada a presença do gene que codifica a toxina da síndrome choque 

tóxico conjuntamente com a presença de genes para as enterotoxinas estafilocócicas que pode 

implicar no aumento da patogenicidade dos isolados bacterianos e um risco em potencial à 

saúde pública (SOSPERDA, 2012) 

 

2.5 MÉTODOS DE IDENTIFICAÇÃO DE ECN 

 

2.5.1 Sequenciamento do rDNA 16S 

 

Para identificar fenotipicamente o ECN é utilizado um sistema convencional de 

identificação (KLOOS e SCHLEIFER, 1986) e kits comerciais bioquímicos (SAMPIMON et 

al., 2009). Um sistema de identificação disponível no mercado é a API STAPH ID 20 que 

atualmente é recomendado para a identificação de espécies de ECN isoladas de IMI  bovina 

pelo Conselho Nacional de Mastite (NMC) (HOGAN et al., 1999).    

A taxonomia do gênero Staphylococcus foi esclarecida nos últimos anos graças ao 

emprego de técnicas de biologia molecular que permitiram relacionar ou comparar os 

resultados dos testes fenotípicos e genotípicos. Novas espécies foram descritas (DEVRIESE 

et al., 2005) e ocorreram novas reclassificações (SASAKI et al., 2007). Entre esses métodos, a 

análise comparativa da sequência de determinados macrogenes conservados tem sido 

empregada para a classificação de microrganismos (ZADOKS e WATTS, 2009). Um 

exemplo dessas macromoléculas é o RNA ribossomal, essencial para a sobrevivência dos 

organismos, e altamente conservado entre as bactérias. O sequenciamento do gene do RNA 

ribossomal 16S tem sido extensivamente usado com finalidade taxonômica e filogenética 

(CHAKRAVORTY et al., 2007) e é considerado o método de referência para a identificação 

bacteriana (NOLTE e CALIENDO, 2003). As sequências encontradas são comparadas com 

aquelas depositadas em bancos de dados, como o National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) e Ribosomal Differentiation of Microrganisms (RIDOM) (BECKER et 

al., 2004). 
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          Esta abordagem pode não ser prática para identificação de rotina em diagnósticos 

clínicos porque é demorada, trabalhosa, e relativamente caro em comparação com os métodos 

atualmente recomendadas. O sequenciamento do gene 16S rRNA é mais discriminativo do 

que outras regiões ribossomais para diferenciar espécies e subespécies de Staphylococcus, e 

fornece a identificação de parentesco filogenéticos entre os Staphylococcus em nível de 

espécie (MOHAMED  et al., 2009). 

Os resultados de testes bioquímicos utilizados para identificação e caracterização 

bacteriana, apresentados em kits comerciais podem apresentar baixo poder discriminatório em 

microrganismos com pequena variabilidade genética como acontece para Staphylococcus 

dificultando a separação dos membros da família Microcacceae, Staphylococcos e os 

Micrococcos (FARBER et al., 2001).  

 

2.6 MÉTODOS PARA DETECÇÃO DE ENTEROTOXINAS ESTAFILOCÓCICAS  

 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica altamente sensível, por meio da 

qual, pequenas quantidades de sequências de DNA ou RNA específicas, podem ser 

enzimaticamente amplificadas, na qual uma quantidade suficiente de material fica disponível 

para alcançar o limiar do "sinal" para detecção (HILLER, 2010). Na última década, o PCR foi 

a técnica molecular mais utilizada em diagnóstico microbiológico (KOCH e MICHELSEN 

DE ANDRADE, 2008). A presença de enterotoxinas também pode ser detectada. 

A variante da técnica da PCR, a metodologia multiplex PCR é muito utilizada para a 

amplificação de sequências alvos de microrganismos, utilizando mais de um par de 

iniciadores na mesma reação, possibilitando a amplificação simultânea de diferentes 

sequências de DNA sendo, uma técnica utilizada na rotina laboratorial (KONEMAM et al., 

2001). Esta técnica tem sido útil na identificação e avaliação do potencial enterotoxigênico de 

Staphylococcus spp, pela capacidade de identificar genes codificadores de enterotoxina. No 

entanto, a técnica só é capaz de mostrar a presença dos genes nas linhagens isoladas, sem 

indicar se está ocorrendo produção de enterotoxinas (LONCAREVIC e BERDAL 2004; 

OMOE et al., 2013). 

 

  2.6.1 PCR em Tempo Real (RT-PCR) 

 

A PCR em tempo real conhecida como PCR quantitativa (qPCR) foi descrita pela 

primeira vez em 1993, por HIGUCHI e colaboradores, que montaram um sistema para  



48 

 

monitorizar  a  PCR  durante  todos  os  ciclos. Esta técnica utiliza moléculas repórter 

fluorescente para monitorizar a produção de produtos de amplificação durante cada ciclo da 

reação de PCR. 

Este mecanismo permite detectar o aumento da fluorescência durante a reação, devido à 

ligação do fluorímetro às moléculas de DNA dupla fita recém-sintetizada. Esta técnica 

permite a determinação da concentração dos produtos de amplificação durante a fase 

exponencial da PCR, permitindo estimar a quantidade inicial do DNA amplificado em tempo 

real (AHMED, 2002). Esta técnica vem sendo utilizada para a identificação da expressão de 

enterotoxinas em amostras de leite, carne e seus derivados e em casos de intoxicação 

estafilocócica (CHIANG et  al.,2008; KWON et al., 2004, LETRERTE et al., 2003). 

A PCR detecta os genes de interesse independentemente de sua expressão, assim, os 

genes responsáveis pela produção das enterotoxinas podem estar presentes no genoma do 

microrganismo e não estarem ativos. O desenvolvimento das técnicas moleculares possibilita 

a detecção e quantificação do RNA mensageiro (RNAm) através da técnica de reação em 

cadeia da polimerase- transcriptase reversa (RT-qPCR). Por esta técnica, o RNAm é 

convertido a cDNA (DNA complementar) pela enzima transcriptase reversa, sendo a 

expressão do gene proporcional ao número de cópias de RNAm do gene de interesse.  

As diversas plataformas de instrumentação foram criadas e comercializadas, são 

compostas por um termociclador, com sistema óptico para a excitação e captação da 

fluorescência e um computador com software próprio para a aquisição de dados e análise final 

da O ponto que detecta o ciclo na qual a reação atinge o limiar da fase exponencial é 

denominado de Cycle Threshold (Ct). Este ponto permite a quantificação exata e reprodutível 

baseado na fluorescência. reação (MACKAY et al., 2007).   

A amplificação mostra 3 fases distintas (1) linha basal: não houve produtos da PCR 

suficiente para detectar a fluorescência; (2) fase log: a quantidade de produtos da PCR dobra a 

cada ciclo e (3) fase platô: não há mais aumento no número de produtos (NOVAIS et al., 

2004). 

Os métodos biológicos apesar de serem técnicas empregadas nas primeiras investigações 

de EE, ainda são utilizados, entretanto, são inutilizáveis quando se deseja determinar a toxina 

em um grande número de amostras se torna totalmente inexecutável. 

A presença de estafilococos portadores de genes codificadores de toxinas, bem como a 

capacidade de expressão dos genes em algumas amostras demonstra a possibilidade de 

intoxicações, o que representa um problema de saúde pública já que tratamentos térmicos no 
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salame e queijo Minas frescal não são capazes de inativar essas toxinas, que se tornam um 

risco em potencial aos consumidores.  

 

2.6.2 TÉCNICA DE IMUNOENSAIOENZIMÁTICO (ELISA) 

 

As enterotoxinas são geralmente detectadas por métodos rápidos e simples baseados em 

anticorpos monoclonais, disponíveis comercialmente, capazes de identificar a presença de 

enterotoxinas em fluidos sobrenadantes de culturas de Staphylococcus spp e em extratos de 

alimentos. Estes testes fundamentam-se na capacidade da enterotoxinas (antígeno) de interagir 

com anticorpos policlonais específicos, formando complexos ou precipitados (MARTINS, 

2011).  

Os reagentes para detecção das enterotoxinas estafilocócicas disponíveis comercialmente 

se apresentam em forma de kits imunoenzimáticos que utilizam as técnicas de ELISA 

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), LA (Latex Agglutination), RPLA (Reversed Passive 

Latex agglutination) ou ELFA (Enzyme linked Fluorescent Assay) (LONCAREVIC et al., 

2005).Entre os principais kits comerciais baseados no método ELISA estão o Tecra Set-Via 

(Bio-Enterprises Pty Ltd), Ridascreen Set (R-biopharm GmbH, Germany) e o Vidas 

Staphenterotoxin Set (BioMérieux SA, Marcy-lôEtoile, France) (BORGES et al., 2008). O 

Ridascreen Set é um método de ELISA sanduíche, para a análise qualitativa das enterotoxinas 

estafilocócicas de A-E, que usa anticorpos monoclonais. 

A detecção de agentes biológicos, testes de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 

é baseado nos princípios de interações antígeno anticorpo, esse técnica permite uma fácil 

visualização de resultados e pode ser finalizado sem a adição de materiais radioativos. O teste 

de ELISA foi introduzido por SAUNDERS e BARTLETT (1977) para detecção de EEA. Sua 

maior vantagem é a sensibilidade, utilizando enzimas marcadoras, as quais devem apresentar 

grande estabilidade, especificidade, disponibilidade na forma pura, custo acessível e formar 

produto final quantificável.  

 

 2.7 SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA DOS STAPHYLOCOCCUS 

COAGULASE NEGATIVA AOS AGENTES ANTIMICROBIANOS DE IMPORTÂNCIA 

TERAPÊUTICA 

 

A partir de 1950, quando os antibióticos passaram a ser amplamente utilizados, foi 

iniciado o fenômeno de resistência bacteriana. Desde então, o problema de resistência aos 
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antibióticos passou a representar importância considerável em saúde pública (NAWAZ, 

2002). Segundo dados da Food and Drug Association (FDA, 2013), aproximadamente 70% 

das bactérias que causam infecção hospitalar são resistentes a pelo menos uma das drogas 

comumente utilizadas para o tratamento das infecções. Muitas opções de drogas para o 

tratamento de infecções comuns estão se tornando limitadas, caras e, na maioria dos casos, 

inexistentes, sendo necessário, nesses casos, o uso de drogas potencialmente tóxicas ao 

homem que, na grande maioria das vezes, se encontram em fase experimental. 

Atualmente, os estafilococos coagulase positiva e negativa apresentam elevada 

resistência em todo o mundo (acima de 60%) a benzilpenicilina (penicilina G). Com a 

resistência a esses antimicrobianos foram criadas as penicilinas semi-sintéticas, que possuem 

radicais que as protegem da a­«o das ɓ-lactamases, porém em 1948 a 1961 surgiram na 

Europa bactérias resistentes a essas penicilinas, comprovando a plasticidade do genoma desta 

bactéria e a capacidade em adaptar-se à pressão seletiva dos antibióticos (ROBINSON e 

ENRIGHT, 2003). 

O emprego da meticilina e outras penicilinas semi-sintéticas, tais como a oxacilina e a 

meticilina, resistentes à ação de penicilinases, iniciado em 1959, representou uma etapa 

significativa na terapia antiestafilocócica. As amostras resistentes a meticilina se espalharam 

rapidamente e sua frequência tem aumentado em diversas regiões geográficas, sendo 

responsáveis, particularmente por surtos de infecções hospitalares (LIVERMORE, 2000). 

 Quando a resistência foi descrita em 1961, a meticilina era utilizada nos testes de 

sensibilidade e no tratamento das infecções causadas por S. aureus. Entretanto, no início de 

1990, a oxacilina que é da mesma classe de drogas, foi selecionada como o agente de escolha 

para tratamento e testes de sensibilidade, sendo a sigla MRSA (Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina) ainda utilizada para descrever a resistência devido ao papel histórico 

(CDC, 2000). 

As amostras MRSA s«o normalmente resistentes aos demais ɓ-lactâmicos, macrolídeos, 

aminoglicosídeos, cloranfenicol, quinolonas e tetraciclina (SOUZA et al. ,2009). Com base 

em observações in vitro, o CLSI preconiza que S. aureus resistentes à oxacilina, devem ser 

reportados como resistentes a todos os ɓ-lactâmicos, incluindo cefalosporinas e carbapenos. 

Com o aparecimento de linhagens de ECN resistentes a oxacilina ou meticilina (MRCNS) 

pertencente ao grupo das penicilinases, estas se tornaram um problema clinicamente grave, 

pois as drogas utilizadas para o combate a infecções passam a não mais desempenhar 

corretamente sua função tornado o tratamento inviável (ALCARÁZ et al., 2003). Estudos 

indicam um elevado percentual de resistência das linhagens de Staphylococcus coagulase-
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negativa ao glicopeptídeo vancomicina (SENA, 2000). Com o aumento da resistência aos 

antimicrobianos comumente utilizados, como a oxacilina e vancomicina, o tratamento de 

infecções por cocos Gram positivos tem se tornado difícil. Novas opções terapêuticas como 

estreptograminas (quinupristina/dalfopristina), oxazolidona (linezolida), glicilciclina 

(tigeciclina) e lipopeptídeos (daptomicina), podem ser opções no tratamento de 

Staphylococcus resistente a vancomicina. 

No entanto, ainda são pontuais os estudos quanto à resistência aos antimicrobianos entre 

espécies de estafilococos coagulase negativa. MACHADO, CORREA e MARIN, 2008 

avaliaram a resistência antimicrobiana aos antibióticos, penicilina e ampicilina. A resistência 

à penicilina foi a observação mais freqüente (93,5%), seguida por ampicilina (85,3%). Todas 

as linhagens examinadas mostraram resistência à pelo menos uma das drogas antimicrobianas 

testadas. Linhagens apresentando resistência múltipla foram extremamente comuns, com 

10,0% dos microrganismos isolados apresentando resistência a todas as drogas 

antimicrobianas. Autores relatam que ECNs são mais resistentes aos antimicrobianos do que 

estafilococos coagulase positiva (ECP) (SAMPIMON et al.,2011) 

Nos dias de hoje, a transmissão de isolados resistentes pelo consumo de produtos de 

origem animal tem sido documentada, levando diversos países a propor programas de 

monitoramento de isolados resistentes em alimentos (VARMA et al., 2005) 

A resistência aos antibióticos pode ser detectada utilizando o método fenótipico através 

de E-Test, teste da concentração mínima inibitória e disco de difusão (com auxílio de 

linhagens controles), sendo estes utilizados com maior empregabilidade nos laboratórios 

clínicos por sua rápida execução e baixo custo.  

 

2.7.1 Teste do Disco-difusão em Ágar 

 

Devido à resistência dos estafilococos aos antibióticos de importância terapêutica, é 

necessário o estudo do perfil de resistência antimicrobiana de patógenos oriundos de 

alimentos de origem animal com o intuito de verificar o percentual de linhagens resistentes 

aos antimicrobianos mais utilizados na terapia humana, enfatizando a importância da 

transmissão de linhagens resistentes através de alimentos de origem animal (MARTINÉZ e 

VILLALOBOS, 2007) 

Um dos métodos para avaliar a susceptibilidade antimicrobiana dos microrganismos é o 

método de disco-difusão, o qual é um método utilizando um screening com diferentes 
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antibióticos. A execução deste teste de sensibilidade antimicrobiana segue os procedimentos 

estabelecidos e sempre atualizados da CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute).  

 Este método é um dos mais utilizados nos laboratórios de microbiologia clínica no Brasil 

para testar a suscetibilidade aos antimicrobianos. O princípio deste método é a difusão, 

através do ágar, de um antimicrobiano impregnado em um disco de papel filtro, o que leva à 

formação de um halo de inibição do crescimento bacteriano, cujo diâmetro é inversamente 

proporcional à concentração inibitória mínima. Esse método é qualitativo, ou seja, permite 

classificar a amostra bacteriana em suscetível, intermediária ou resistente ao antimicrobiano 

(SEJAS et al., 2003). 

 

2.7.2 Teste da Concentração Mínima Inibitória (CMI) 

 

A susceptibilidade a antimicrobianos é também avaliada por meio da determinação da 

concentração mínima inibitória. Neste método são utilizados tubos de diluições no volume de 

1mL de uma suspensão bacteriana em caldo Milli Hunter preparada, sendo sua concentração 

ajustada a 0,5 de McFarland. 

Diferentes concentrações dos antibióticos de interesse são testadas e a presença de 

turbidez é indicativa de crescimento bacteriano e a ausência de turbidez é indicativa de 

eficiência do antimicrobiano. Esse método está padronizado, possui detalhamento técnico 

bem definido e fornece resultados quantitativos (NCCLS, 2004). Os resultados obtidos podem 

ser interpretados considerando a concentração mínima que o antibiótico inibe o crescimento 

microbiano (HINDLER e JORGENSEN, 2007).  

No último documento do CLSI publicado em 2009, foi estabelecido que o ensaio de 

determinação da MIC da vancomicina deverá ser realizado através da microdiluição em caldo 

para todos os isolados de estafilococos. Esse critério também teve como base o fato do teste 

de disco difusão não diferenciar mais os isolados de S. aureus e ECN vancomicina-suscetíveis 

dos S. aureus e ECN vancomicina-intermediários (CLSI, 2009).  

Diversos estudos em utlizam, o teste disco-difusão em ágar e concentração mínima 

inibitória em S. coagulase negativa para avaliação do perfil de resistência destas espécies as 

classes de antimicrobianos os ɓ-lactâmicos, os glicopeptídeos e as oxazolidonas (RESCH, 

NAGEL E HETEL et al., 2008; AYDIN et al., 2011; SOARES et al., 2011). 
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3.0 JUSTIFICATIVA  

Há uma crescente implicação de linhagens ECN, provenientes de alimentos lácteos e 

cárneos fermentados, como linhagens toxigênicas e resistentes a diversos antibióticos de 

importância terapêutica.  

Na literatura, os estudos realizados estão voltados para a presença, em matrizes 

alimentares, de ECNs que codificam  genes para a produção das enterotoxinas clássicas em 

seus genomas. Estão sendo descritas outras enterotoxinas, as emergentes, sendo que algumas 

delas, assim como as clássicas apresentam atividade emética em modelo primata. 

 Contrariando estes estudos, alguns autores questionam a capacidade dos ECNs serem os 

microrganismos produtores das enterotoxinas e da toxina da síndrome do choque tóxico, 

sugerindo que estas linhagens produtoras sejam S. aureus mutantes (os quais não expressam a 

enzima coagulase). 

Para dirimir esta dúvida, é necessário e suficiente fazer a identificação molecular destes 

estafilococos produtores de enterotoxinas. Estes ECNs têm sido encontrados em matrizes 

alimentares de origem animal, leites e produtos lácteos, carnes e produtos cárneos 

fermentados. 

O queijo Minas frescal é um queijo branco com alta umidade, que não sofre 

processamentos por altas temperaturas e nem maturação, e é considerado um produto lácteo 

saudável consumido fresco na região no sudeste do Brasil. A contaminação por estafilococos 

pode ocorrer por processamento em condições impróprias de higiene, condições inadequadas 

de estocagem, uso de leite contaminado na produção do queijo, e mesmo devido as 

características físico-químicas da matriz do queijo, tais como, pH, alta atividade de água e 

baixa concentração de NaCl.  

A fermentação de produtos à base de carne é um processo biológico complexo, acelerado 

pela atividade metabólica de microrganismos presentes nas culturas starter que modificam a 

matriz alimentar e conferem sabor e aroma característico de produto fermentado. O tempo 

necessário para estabelecer a microbiota da fermentação é importante a fim de assegurar que 

as bactérias fermentadoras se multipliquem impedindo a proliferação de microrganismos 

dúvidosos. A segurança na produção de salame depende da inocuidade da cultura starter e da 

habilidade e experiência do fabricante. A produção de salames artesanais por pequenos 

produtores nem sempre é feita de maneira adequada. 

As características físico-químicas dos limentos de origem animal como temperatura, pH 

inadequados podem favorecer a expressão e produção de enterotoxinas nestas matrizes 

alimentares. 
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Diversos surtos ocorreram em no Rio Grande do Sul em 1999 e em Minas Gerais 2000 

causado por estafilococos e não conseguiram identificat o S. aureus como agente causador da 

doença Na literatura, são raros os estudos sobre a enterogenicidade de ECN em alimentos de 

origem animal  no Brasil; VERAS et al., 2008 estudou a produção de enterotoxinas clássicas 

nas linhagens ECN no queijo Minas frescal, CUNHA et al.,2006 encontrou genes das 

enterotoxinas clássicas em produtos de origem animal (leite, queijos, carne de porco) 

Os ECN são negligenciados na legislação brasileira como contaminantes de alimentos, 

ainda que internacionalmente existam diversos estudos comentando sobre sua toxigenicicade: 

Zell et al., 2008 relataram a presença de genes enterotoxigênicos em cultura starter e Rall et 

al., 2010 em alimentos lácteos emquanto outros estudos não encontraram os genes 

enterotoxigênicos nas  linhagens ECN nos alimentos cárneos fermentados (BLAIOTTA et al., 

2004) e alimentos lácteos (DOBRANIC et al., 2013). 
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4.0  OBJETIVOS  

 

 4.1 OBJETIVO GERAL  

 

O propósito deste estudo foi avaliar a qualidade microbiológica de dois produtos de 

origem animal, salame e queijo Minas frescal, comercializados no Rio de Janeiro quanto a 

presença de estafilococos coagulase negativa (ECN) patogênicos. Para atingir este objetivo 

foram usadas técnicas moleculares para a detecção dos genes e a expressão do RNA 

mensageiro das enterotoxinas clássicas sea, seb, sec, sed e see e as enterotoxinas emergentes 

(seg, seh, sei, selj, selk, selm, seln, selo, selq, selr e selu).  

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

         - Pesquisar a presença de linhagens estafilococos coagulase negativa no salame e queijo 

Minas frescal; 

- Sequenciar  região V5 do gene rDNA 16S das cepas ECNs;  

- Pesquisar a presença dos 16 genes enterotoxigênicos no genoma dos isolados: genes 

para as enterotoxinas clássicas (sea, seb, sec, sed, see) e enterotoxinas emergentes (seg, seh, 

sei, selj, selk, selm, seln, selo, selq, selr e selu) e o gene da síndrome do choque tóxico 

(tstH1);  

-Analisar a expressão e quantificação relativa do RNA mensageiro das enterotoxinas 

clássicas e emergentes;  

-Avaliar a produção das enterotoxinas clássicas (SEA, SEB, SEC, SED, SEE) pelas 

linhagens isoladas dos alimentos; 

- Investigar a susceptibilidade dos isolados ECN aos agentes antimicrobianos de 

importância terapêutica no tratamento de infecções estafilocócicas; 

- Determinar o MIC (concentração mínima inibitória) aos principais agentes 

antimicrobianos ɓ-lactâmicos (meticilina, ampicilina), vancomicina e linezolida. 
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CAPÍTULO  I    

 

ESTAFILOCOCCOS COAGULASE NEGATIVA ISOLADOS DO QUEIJO MINAS 

FRESCAL 

 

Estudo de Caso I 

 

Identification and molecular phylogeny of coagulase-negative staphylococci (CNS) 

isolates from Minas frescal (fresh) cheese marketed in Southeastern Brazil:  

superantigenic toxin production and antibiotic resistance 
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Highlights 

Ten distinct coagulase-negative staphylococci strains were found in Minas frescal cheese and 

identified as S. saprophyticcus, S. xylosus, S. sciuri and S. piscifermentans and the 

phylogenetic relationships among them were documented. 

  

All CNS strains carried one or multiple enterotoxins genes in their genome, the classical and 

the newly described, and were able to express and produce the enterotoxins in vitro.  

 

All CNS strains showed multi-resistance to antimicrobial agents of therapeutic significance in 

staphylococci infections. 
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Abstract  

Minas frescal  (fresh) cheese is a typical Brazilian cheese and one of the most popular dairy 

products in the country. This white soft, semi-skimmed, non-ripened cheese with high 

moisture content is obtained by enzymatic coagulation of cow milk using calf rennet or 

coagulants, usually in industrial dairy plants, but is also manufactured in small farms. 

Contamination of Minas frescal cheese by several staphylococci has been frequently reported. 

Coagulase-negative staphylococci strains (CNS) are maybe the most harmful of them  since 

they are able to produce heat-stable enterotoxins with super antigenic activities in food 

matrices, especially in dairy products, such as soft cheeses. The aim of the present study was 

to investigate the presence of CNS strains in Minas frescal cheese marketed in Southeastern 

Brazil concerning the risk of staphylococci food poisoning by the consumption of improperly 

manufactured cheese and the possibility of these food matrices being a reservoir of 

staphylococcal resistance to antimicrobials. Ten distinct CNS strains were found in 6 cheeses 

from distinct brands. The most frequent species were S. saprophyticus (40%), S. xylosus 

(30%), S. sciuri (20%) and S. piscifermentans (10%). Three strains were identified up to the 

Staphylococcus genera. Three major species groups comprised of 3 refined clusters were 

grouped by phylogenetic analyses with similarities over to 90%. All CNS strains carried 

multiple enterotoxin genes, with high incidence of sea and seb, 90% and 70%, respectively, 

followed by sec/see, seh/sei and sed with intermediate incidence, 60%, 50% and 40%, 

respectively and, finally, seg/selk/selq/selr and selu with the lowest incidence, 20% and 10%, 

respectively. Real time RT-PCR and ELISA assays confirmed the enteroxigenic character of 

the CNS strains, which expressed and produced the enterotoxins in vitro. The CNS strains 

showed multi-resistance to antimicrobial agents like ß-lactams, vancomycin and linezolid, 

which have therapeutic importance in both human and veterinarian medicines. The risk of 

staphylococci food poisoning by the consumption of improperly manufactured Minas frescal 

cheese was emphasized, in addition to the possibility of these food matrices being a reservoir 

for antibiotic resistance. More effective control measures concerning the presence and typing 

of staphylococci in raw milk and dairy-derivatives should be included in order to prevent the 

spread of pathogenic strains.  
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INTRODUCTION  

Bacteria belonging to the Staphylococcus genus can cause several diseases in humans. 

Staphylococcal food poisoning is an illness caused by the ingestion of contaminated food 

containing enterotoxins produced by bacteria belonging to this genus. These enterotoxins 

exhibit super antigenic activities and are heat stable proteins that may not be destroyed under 

inadequate cooking.  

According to the Brazilian Ministry of Health (Ministério da Saúde), staphylococcal 

poisoning is the second most common food-borne disease, only behind outbreaks involving 

Salmonella spp. (ICMSF, 2006) 

Staphylococcus, classified as coagulase positive, are considered potential food enterotoxin-

producing strains (ICMSF, 1983), although the enterotoxigenicity potential of Staphylococcus 

coagulase negative species (CNS) in food poisoning has been also reported (Veras et al., 

2008). There is involvement of CNS strains in food poisoning, particularly in processed meat 

and dairy products, and, especially, in cheeses (Senger et al., 2011).  

The enterotoxin (SE) genes are encoded in mobile genetic elements, such as plasmids, pro 

phages, and Staphylococcus pathogenic islands (SaPIs). Those mobile genetic elements are 

responsible for the horizontal transfer of virulence or antibiotic resistance genes between S. 

aureus strains (Ubeda et al., 2005; Maiques et al., 2006), and it has also been suggested that 

the exchange of mobile DNA elements between microorganisms might occur during food 

processing (Virdis et al., 2010). 

Staphylococcal toxins are designated as SEs with demonstrated emetic activity, while 

staphylococcal-like toxins are named SE-like (SEl), and are not emetic in primate models or 

have not yet been tested (Lina et al., 2004). To date, 21 SEs and SEls toxins have been 

reported: In addition to the ýve well-characterized, classical staphylococcal enterotoxins - 

SEA, SEB, SEC, SED and SEE -, 6 new types of SEs - SEG, SEH, SEI, SER, SES, SET- and 
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10 new types of SEls -SElJ, SElK, SElL, SElM, SElN, SElO, SElP, SElQ, SElU and SElV 

have been introduced (Argudin et al., 2010).   

The Minas Frescal (fresh) cheese is a typical Brazilian cheese produced since the 18
th
 century 

(Campos, 2001) and even now it is one of the most popular cheeses consumed in Southeastern 

Brazil. It is a white soft cheese, produced from cow's milk and its major characteristic is a 

pleasant, slightly acid taste and rich flavor (EMBRAPA, 2010). There are, however there no 

pre-defined properties regarding consistency, texture, flavor, yield and centesimal 

composition, since there is no standardization for the product and its production process 

(ABIQ, 2011). 

According to the current Brazilian legislation (Brasil, 1997), the Minas frescal cheese is a 

fresh cheese obtained by enzymatic coagulation of cow milk using calf rennet or coagulants. 

Specific lactic acid bacteria can complement the enzymatic milk coagulation. The Minas 

frescal cheese is a semi-skimmed product with low saturated fat content. It is considered a 

lean protein source, with high digestibility and it is the dairy-derived product most often 

consumed in energy-restricted diets for weight loss (Moraes et al., 2009). In addition, Minas 

frescal cheese is considered a functional food because it may contain probiotics, carrying 

health benefits, including reducing the risk of human diseases (Stringheta et al., 2007; 

Almeida, Tamine & Oliveira, 2007). The production of Minas frescal cheese has increased 

from 42,700 tons in 2000 to 63,555 in 2011, placing it third in the list of the cheeses produced 

in the country, behind only Mozzarella and Prato cheese, a Brazilian semi-hard cow variety 

(Cichoscki et al., 2002; Datamarkets, 2014). The manufacturing of Minas frescal cheese may 

occur in dairy industrial plants, but it is also commonly manufactured by small producers with 

inadequate manufacturing practices and can undergo excessive manipulation (Bulhões and 

Rossi Junior, 2002).  
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Soft cheeses do not undergo any treatment while ripening to ensure their safety before 

consumption. Staphylococci can contaminate soft cheeses by improper handling during 

processing, inadequate storage conditions, use of contaminated milk, or even due to the 

physic-chemical features of the cheese matrix, such as high pH, high water activity, and low 

salt concentrations, which are favorable to the growth of these microorganisms (Viana et al., 

2009). 

 Outbreaks caused by enterotoxigenic Staphylococcus strains would hardly be associated to 

the contamination of Minas frescal cheese soft cheese since it is considered a healthy and 

harmless food for the Brazilian population (Silva and Souza, 2006). 

The main species of coagulase negative Staphylococcus prevailing in dairy products are S. 

sciuri, S. xylosus, S. epidermidis, S. haemolyticus and S. lentus (Soares et al., 2011) and 

several strains isolated from different sources shown to be resistant to antibiotics of 

therapeutic relevance (Kastner et al., 2006; Martín et al., 2006), mainly penicillin and 

synthetic b-lactams represented by oxacillin, vancomycin and linezolid (Virdis et al., 2010). 

Many of these oxacillin-resistant microorganisms (OXA-R) also present resistance to other 

antimicrobials, thus limiting the use of glycopeptides like vancomycin and linezolid (Resch et 

al., 2008).  

For a long time, Staphylococcus aureus, a coagulase-positive staphylococci (SCP) has been 

always thought to be the only pathogenic species among Staphylococcus, while CNS were 

classified as contaminant agents. However, molecular techniques have shown that these 

microorganisms also possess enterotoxin-encoding genes (SE) (Rall et al., 2010). Very little is 

known about the growth of CNS in foods and for this reason they have rarely been implicated 

in food poisoning. Nevertheless CNS can contaminate foods because humans are common 

carriers of these microorganisms and some may be related to specific human infections 

(Cunha et al., 2006). 
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In Brazil, the current legislation (Brasil, 2001) established 10
3
 CFU.g

-1
 as the upper tolerance 

limit count for CPS in soft cheese matrices whereas CNS is neglected as a contaminant 

microorganism in food. Staphylococcal enterotoxin producers are a public health problem, 

since food processing does not inactivate these toxins. Because of its toxigenic ability CNS 

should also be considered as food contaminants.  

The aim of the present study was to characterize the main coagulase-negative Staphylococcus 

strains found in Minas frescal cheeses marketed in Rio de Janeiro city, Brazil, identifying the 

organisms by DNA sequencing and establishing their phylogenic relationships. The presence 

of multiple genes encoding the classical and newly described enterotoxins in CNS genomes 

was investigated. The risk of food poisoning was assessed by evaluating the ability of the 

CNS strains in transcribing and expressing the classical and newly described enterotoxins in 

vitro by using real time RT-PCR and ELISA assays. The resistance of the isolated strains to 

antimicrobial agents of therapeutic importance in staphylococcal infections was also 

evaluated. 

 

MATERIAL AND METHODS  

Isolation of Bacterial Strains and Growth Conditions  

Six samples of distinct brands of Minas frescal cheeses in triplicates inspected by municipal, 

state or federal and collected in the municipality of Rio de Janeiro were stored in low density 

polyethylene bags. Samples showed acidic pH of 5.6-5.8; 3.0-4.0 mg of sodium and Aw of 

0.93-0.96.Twenty five grams of cheeses were added to 225 mL of 0.1 % peptone water. The 

suspensions were transferred to homogenizer bags (Interscience, Saint Nom, France) and 

coupled to a Stomacher
®
 400 circulator (Seward, Worthing West Sussex, UK) at 260 rpm for 

1 min. The suspensions were serial diluted from 10
-6
 to 10

0
 and 100 µl of each dilution was 

inoculated onto 20 µl of Baird-Parker agar containing egg yolk tellurite emulsion (BPAþ RPF, 
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bioMerieux, France) inacubated in 37
0 

C for 24 h. Conventional microbiology  procedure 

were  performed following instructions to Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, where 

eighty colonies presumptive of coagulase-negative staphylococci (3-10 colonies of each 

sample) were tested by Gram-staining, catalase, coagulase and thermostable DNAase 

activities. The sixty presumptive CNS strains were stored at -80°C in tryptone soy agar (TSA, 

BD BBL Franklin Lakes, New Jersey, USA) plus 45 % v/v glycerol. Cultures were grown in 

Brain heart infusion (BD BBL
TM

) media at 37 °C for 24 h. 

 

 DNA Preparation 

The isolated strains were cultured overnight aerobically in 10 mL Brain Heart Infusion broth 

(BD BBLÊ, Le Point de Claix, France) at 37 ºC for 24 h. The suggestive CNS colonies were 

adjusted to 10
6
 UFC/ mL in 600nm by spectrophotometer and were harvested by 

centrifugation at 5,700 x g for 1 min. The cell pellet was used for DNA extraction using the 

DNeasy blood and tissue kit (Qiagen, Dusseldorf, Germany), following the manufacturerôs 

instructions. Genomic DNA was quantified using the Qubit fluorimeter (InvitrogenÊ, Grand 

Island, New York, USA) and Qubit assay kits.  

16S rDNA Sequencing  

Amplification of the V5 region of 16S rDNA was performed using 50 ng of DNA templates 

from the 60 strains isolated from Minas frescal cheeses. PCR was performed under the 

following conditions: 95 °C for 10 min, followed by 30 cycles at 95 °C for 30s, 60 °C for 30s 

and 72 °C for 45s and a final extension at 72 °C for 10min. PCR products were purified using 

the PCR DNA Purification kit (Applied Biosystems, California, USA) and sequenced using 

20 ng purified DNA and 13 µl of primer set 16S rDNAf/16S rDNAr (Table 1) in a final 

volume of 20 ɛL. After the amplification, products were purified according to the protocol of 

the BigDyeÊ Terminator Purification X kit (Applied Biosystems, California, USA) and 

sequenced in a 3130 sequencer Genetic Analyzer (Applied Biosystems, California, USA). The 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCQQFjAB&url=http%3A%2F%2Fcatalog.bd.com
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCQQFjAB&url=http%3A%2F%2Fcatalog.bd.com
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sequences were compared to the 16S rDNA gene sequences of Staphylococcus species 

available in the GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html). 

Multiple sequence alignments were performed using ClustalW (Kyoto University, 

Bioinformatics Center; http://align.genome.jp/).  

 

Phylogenetic Analyses  

Phylogenetic relationships among the CNS strains were performed by the alignment of 

sequences using the Clustal X 2.0 software (Larkin et al., 2007). The phylogenetic trees were 

constructed using the software Mega 6.0 and UPGMA methods (Sneath and Sokal, 1973).  

 

PCR Tests  

Primer sequences, target genes and species 

Primer sets flanking the sea, seb, sec, sed, see, selg, selh, seli, selk, selm, seln, selo, selq, selr 

and selu sequences are listed in Table 1.  

 

Uniplex- duplex and multiplex-PCR Tests  

Uniplex-PCR tests were performed for amplifying the tsst sequence and duplex-PCR was 

used with the sea, seb primers and sec, sed primers. PCR mixtures contained 25 µl of 20 mM 

MgCl2, 10x PCR buffer (InvitrogenÊ, Grand Island, New York, USA), 100 mM dNTP mix 

(Fermentas Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania), 0.2 mM of each primer (Table 1), 0.5 U 

Taq DNA polymerase (InvitrogenÊ, Grand Island, New York, USA) and 100 ng of DNA 

templates. DNA amplification by uniplex and duplex-PCR assays was performed under the 

following conditions: 94°C for 5 min followed by 35 cycles of 94 °C for 2 min, 53 °C for 2 

min and 72 °C for 1 min for extension, ending with a final extension at 72 °C for 7 min, 

according to the conditions described by Mehrotha, Wang and Johnson (2000) with 

modifications in the annealing temperature, using a thermal cycler (MyCycler, BIO RAD, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html
http://www.bic.kyoto-u.ac.jp/
http://www.bic.kyoto-u.ac.jp/
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Hercules, CA, USA). The amplified fragments were visualized on 1.0% agarose gels (Sigma) 

stained with GelRed (dilution 1:1000) (BioAmerica, TelAviv, Israel) and documented on a 

transilluminator (MiniLumi Imaging Bio-Systems, BioAmerica, TelAviv, Israel).  

 

Multiplex-PCR tests  

Multiplex-PCR assays were performed by simultaneous amplification of the see, selg, selh, 

seli, selj, selm, seln, selo, selk, selq, selr and selu sequences using the primer sets listed in 

Table 1. 

Each reaction contained 50 ɛL of a mix containing 0.5U/ÕL Taq DNA polymerase, 10x PCR 

buffer, 100 mM each dNTP, 0.2 ɛM of each primer and 100 ng of DNA template. DNA 

amplification of see, selg, selh and seli was carried out as following: 95 °C for 5 min, 35 

cycles of 95 °C for 30s, 53 °C for 90s and 72°C for 90s, and a final extension at 72°C for 10 

min. The DNA amplification of the selj, selm, seln and selo group and the selk, selq, selr and 

selu group was carried out in the same conditions: 95°C for 5 min, followed by 35 cycles at 

95°C for 30s, 55°C for 90 s and 72°C for 90s, and a final extension at 72°C for 10 min (Owen 

et al., 2005). PCR products were visualized by electrophoresis on 1.2 % agarose gels 

(Uniscience do Brasil, São Paulo, Brazil) in 1x TAE (Tris-boric acid-EDTA) buffer stained by 

0.5 ɛg/mL of GelRed (BioAmerica, TelAviv, Israel) and documented on a transilluminator 

(MiniLumi Imaging Bio-Systems, BioAmerica, TelAviv, Israel). 

 

Enterotoxin Expression Assays  

The isolated strains were cultured overnight aerobically in 10 mL Brain Heart Infusion Broth 

(BD BBLÊ, Le Point de Claix, France) at 37 ºC for 72 h. 

Bacteria supernatants were collected by centrifugation at 4,000 x g for 10 min and used for 

the detection of SEA, SEB, SEC, SED and SEE in an enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) using a commercial detection kit (RIDASCREEN® SET A, B, C, D, E Art. No: 
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R4101, R-Biopharm AG, Germany). The assay was performed according to the 

manufacturer's recommendation and as described elsewhere (Rahimi and Ghasemian Safai, 

2010). The mean lower limit of detection of the assay was 0.25ng/mL. The threshold is 

defined as the average OD of two negative controls plus 0.15, a constant established by the 

kit. Samples containing SEs showed absorbance values equal or greater than the threshold 

value. All experiments were performed in duplicate. 

 

Real time RT-PCR Assays 

Total RNA was extracted by using the QIAGEN Ribopure TM Bacteria kit (Life 

Technologies, Carlsbad, California. USA) following the manufacturerôs instructions and 

quantified using the Qubit fluorimeter (InvitrogenÊ, Grand Island, New York, USA) and 

Qubit assay kits.  

The cDNA synthesis was performed by using the High Capacity cDNA Reverse Transcription 

Kit (Applied Biosystems, California, USA) as follows: 4.0 µg of RNA, 2.0 µL of 10  RT 

buffer,  0.8  µL de  dNTP mix (100 mM), 2.0 µL of 10  RT random primers,  1.0 µL 

MultiScribeÊ reverse transcriptase, 4.2 µL of nuclease-free H2O. The conditions were 

optimized under the following conditions: step 1 in 25°C during 10 min, 37°C  for 120 min , 

85 °C  for 5 min in a ABI PRISM 7500 Fast RT-PCR system (Applied Biosystems, 

California, USA). Samples were plated in triplicate in 96-well plates as follows: 12 ɛl of the 

Syber Green PCR Master Mix, 1 ɛl of primer mix (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, sel j, 

selm, seln, selo, selq, selr, selu) (Table 1) and 4.5 ɛl of the cDNA ultrapure water in each 

well. Amplification was performed under the following conditions: 95 °C for 15 min, 40 

cycles at 95 °C for 15s, 54 °C for 30s, 72 °C for 30s. The dissociation curve was performed at 

95 °C for 15 sec, 54 °C for 30 sec, 95 °C for 15 sec. DNA templates from reference strains S. 

aureus ATCC 29231 (sea), S. aureus ATCC 14458 (seb, tsst, selk, selq, selr, selu), S. aureus 
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ATCC 19095 (sec, selg, selh, seli), S. aureus ATCC 13563 (sed), S. aureus ATCC 27664 

(see) and S. aureus ATCC 27154 (selj, selm, seln, selo) were used as controls. Gene 

expression was estimated by the semi quantification of mRNA (arbitrary units) in comparison 

with the mRNA content from reference strains. Ct value estimations, the standard deviations 

and the cDNA quantification were calculated using the GraphPad Prism 5 software package. 

Calibration curves based on five points were constructed in triplicate corresponding to serial 

dilutions (1, 1:10, 1: 100, 1: 1000 and 1: 10000) from 100 ng of a DNA template stock 

solution. 16S mrRNA was used to normalize enterotoxin expression levels. 

 

Antibiotic Susceptibility Tests 

An inoculum of each isolated strain equivalent to 0.5 McFarland scale was swabbed onto the 

Muller Hinton agar plate (BD BBL Franklin Lakes, New Jersey, USA) and the antibiotic disc 

was then placed on the plate followed by overnight incubation at 37 °C. The inhibition zone 

was interpreted according to the Clinical Laboratory Standard (CLSI, 2014) Guidelines, 

formerly known as the National Committee for Clinical Laboratory Standards. The tested 

antibiotics were penicillin G (10un), oxacillin (1mg), neomycin (30mg), trimetropim (5mg), 

clindamycin (2mg), gentamicin (10mg), cefetoxin (30mg), rifampicin (5mg), eritromycin 

(15mg), tetracylcline (30mg), vancomycin (30mg), ciprofluoxacin (5mg), sulfazothrim (23mg), 

cefepime (30mg) and linezolid (30mg). 

 

Minimal Inhibitory Concentration (MIC) Determinations  

MICs for vancomycin, linezolid, methicillin and ampicillin were determined by the macro-

dilution broth method based on CLSI recommendations, using in-house-prepared panels 

(NCCSL, 2003). Antibiotic concentrations of 0.03, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0 and 2.0mg/ml 

were tested. One mL of broth was transferred to the tubes and 100 ɛL of bacteria suspension 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCQQFjAB&url=http%3A%2F%2Fcatalog.bd.com
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was adjusted to 10
6 

CFU/ mL in saline solution 0.85% according to 0.5 McFarland scale and 

transferred to tubes containing 1 mL of each diluted antimicrobial. Isolated strains were 

grown in MuellerïHinton broth (BD BBL Franklin Lakes, New Jersey, USA) and the MIC 

was estimated as the lowest antibiotic concentration that inhibits visible growth after 24 h 

(NCCSL, 2003).  

RESULTS AND DISCUSSION 

Isolation and Identification of Coagulase-negative Staphylococci from Minas Frescal 

Cheese 

Sixty suggestive coagulase-negative staphylococci (CNS) microorganisms were isolated from 

Minas frescal cheese by colony morphology, the coagulase slide test, subsequent tube test, 

and biochemical tests. The sequencing of the V5 region of 16S rDNA fragment of those 

strains and the alignment of sequences to those in GenBak was discriminative enough to 

differentiate the Staphylococcus isolated from Minas frescal cheese at the species level 

(similarity>95%). Forty five isolated microorganisms were confirmed as belonging to the 

Staphylococcus genera, where 41 were identified to the species level and 01 to the subspecies 

level. Some of the 42 staphylococci were identical to each other and were considered ten 

distinct strains. The 10 distinct strains were grouped into 04 Staphylococcus species, where 

the predominant species was S. saprophyticus with 04 strains (40%), followed by 03 of S. 

xylosus strains, (30%), 02 of S. sciuri strains (20%) and 01 of S. piscifermentans strain (10%). 

A single isolated strain, S. saprophyticcus subsp. bovis KJ699151.1, was identified up to the 

subspecies level (98% similarity) (Table 2).  

The staphylococci from Minas frescal cheese were homologous to other strains previously 

isolated.   S. xylosus KF198080.1 was homologous (96-98%) to a strain isolated from the 

hands of manipulators, S. xylosus JX010980.1 was homologous (98%) to a species isolated 

from the soil, S. xylosus CP008724.1 was homologous (98%) to a species isolated from a 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCQQFjAB&url=http%3A%2F%2Fcatalog.bd.com
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starter culture used for cheese manufacturing. S. saprophyticcus JX490122.1 was 98% 

homologous to those isolated from plants, S. saprophyticcus  KJ949606.1  and S. 

saprophyticcus KJ699151.1 were homologous (98%) to strains found in fermented meat 

products and  S. saprophyticcus NR074999.1 was homologous (98%) to a strain from a 

patient with urinary tract infections. The remaining S. sciuri JX519590.1 and JX966436.1 

strains showed 99% homology to strains from dairy products.  

According to previous reports, the predominant species found in Minas frescal cheese are S. 

equorum, S. lentus, S. simulans, S. sciuri and S. xylosus (Ruaro et al., 2013) but S. 

saprophyticcus, S. epidermidis, in addition to S. equorum, were also found in the dairy 

products of a small Portuguese eweôs (Soares et al., 2011), while S. equorum, S. xylosus, S. 

saprophyticus, and S. succinus were the most prevalent species in French cheeses (Coton et 

al., 2010). In the present study, S. equorum, S. lentus, S. simulans, S. sciuri, S. epidermidis 

and S. succinus were not found in Minas frescal cheese, but as 03 staphylococci strains were 

not identified up to the species level, perhaps some of these could be amongst the species 

isolated from Minas frescal cheese.  

The stability of the biodiversity of the consortia found in Minas frescal cheese is in 

accordance with the one already described for red-smear cheese (Rea et al., 2007), but great 

diversity among CNS can be found if the microbiota of distinct cheese matrices are compared 

(Dobranic et al., 2013). 

 

Phylogenetic Relationships of CNS Isolated from Minas Frescal Cheese 

The 10 distinct CNS strains isolated from Minas frescal cheese showed little diversity when 

compared to staphylococci microbiota from different food matrices (Figure 1), maybe due to 

the unique features of the cheese studied. The 10 distinct CNS strains can be grouped in three 

species sets: Saprophyticcus, Sciuri and Simulans. Frequently, the Saprophyticcus species 
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group includes S. xylosus and S. saprophyticcus, the Simulans species group comprises S. 

carnosus and S. piscifermentans and the Sciuri species group contains S. sciuri, S. lentus and 

S. pasteuri (Lamers et al., 2012). In the present study, the main cluster comprised S. 

saprophyticcus KJ699151.1, JX490122.1, KJ949606.1 and S. xylosus KF198080.1, both 

grouped with S. piscifermentans NR116436.1, a species that is phylogenetically related to the 

Simulans species group as already established. S. sciuri JX519590.1, a species belonging to 

Sciuri species group was clustered with S. xylosus JX010980.1. The third cluster includes S. 

sciuri JX966436.1, S. xylosus CP008724.1 and S. saprophyticcus NR074999.1 (Figure 1).  

The close similarities between S. sciuri JX519590.1 and S. xylosus JX010980.1, and S. 

saprophyticcus NR074999.1 and S. xylosus CP008724.1 are supported by a bootstrap value of 

100%. The inter-species similarities were superior to 90%, which demonstrates the close 

phylogenies among the CNS strains isolated from Minas frescal cheese.  

 

Genotypic and phenotypic characterization of CNS strains from Minas frescal cheese  

In the present study, 9 distinct combinations of staphylococcal enterotoxin genes were found 

in the 10 CNS strains, comprising the SEs A-E, G-J, as well as the staphylococcal 

enterotoxin-like toxins (SEl) K-R and U (Table 2).  

The sea and seb genes showed high prevalence, in which the sea gene was the most 

predominant, carried by 90% of strains, followed by seb, carried by 70% of the genomes.  

Genes sec, sed, see, seh and sei showed intermediary prevalence, where see and sec were 

carried by 60% of the isolated strains, seh and sei were found in 50% of the strains, and sed, 

in 40% of the strains. Finally, seg, selk, selq, selr and selu showed low prevalence, being 

carried by 20% of the CNS strains (Table 2). No tstH1 gene was found. 

 Although studies on the emerging enterotoxins in Brazilian milk or dairy-derived products 

have not yet been reported, the frequency of the enterotoxin genes encoding the classical 
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enterotoxins set SEA-SED in Minas frescal cheeses can be compared with those described for 

the CNS microbiota of bulk bovine milk from a recent study (Guimarães et al., 2013), which 

found that the sea gene is carried by 35.1% of the strains, seb by 7.1% and sec by 6.5%. Even 

considering only the classical enterotoxin genes, Minas frescal cheese seems to comprise a 

CNS microbiota with higher biodiversity and superantigenic toxin genes, and at the same time 

with high phylogenetic relationships between them. This disagreement regarding the CNS 

microbiota of bulk bovine milk and Minas frescal cheese may be due to contamination with 

other staphylococci strains from the environment or human origin acquired during the cheese 

manufacturing process. 

 The S. saprophyticcus, S. piscifermentans and S. xylosus strains carry both the classical and 

the newly described enterotoxin genes in their genome, whereas S. sciuri strains carry only 

the classical enterotoxins. 

 As discussed above, the contamination of raw milk should be considered in order to keep the 

quality of non-ripened cheeses. Clinical or subclinical mastitis in dairy cattle should be better 

controlled by routine counting of somatic cells in order to preserve bulk milk. Park et al., 

(2011) isolated 263 CNS strains from cows presenting mastitis and found that approximately 

30% of those strains carried one or multiple superantigenic toxin genes containing 19 

enterotoxins, joining between the classical and newly-described.  

The relationship between superantigenic toxin genotypes and toxin gene-encoding mobile 

genetic elements in CNS strains were evaluated by PCR tests. Different combinations 

of enterotoxin genes from SaPI, plasmids and genes from egc operon were found in the CNS 

strains isolated from Minas frescal cheese (Table 2). 

The Staphylococci strains showed distinct interspecies genotypes, in which 04 presented only 

the classical enterotoxin genes, such as S. sciuri JX519590.1, S. xylosus CP008724.1, S. sciuri 

JX966436, S. bovis saprophyticus KJ699151.1 while another 06 presented a combination of 
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classical and newly-described enterotoxin genes, such as S. saprophyticus NR074999.1, S. 

saprophyticus KJ949606.1, S. saprophyticus JX490122.1, S. xylosus KF198080.1, S. xylosus 

JX010980.1 and S. piscifermentans NR116436.1 (Table 2).  

Following the identification of the staphylococcal enterotoxins SEG and SEI by Munson et 

al. (1998), Monday and Bohach (2001) and Jarraud et al. (2001), it has been reported that the 

genes encoding these enterotoxins are part of a chromosomal operon, termed the enterotoxin 

gene cluster (egc), comprising five genes designated selo, selm, sei, seln and seg. Two CNS S. 

xylosus strains in the present study - KF198080.1 and JX010980.1 - were shown to carry the 

seg and sei genes and in 02 strains of S. saprophyticus NR074999.1 and JX490122.1, a single 

sei gene sequence was detected. The presence of part of the genes and not the entire egc 

operon may be due to the high degree of genetic polymorphism in the chromosomal assembly 

(Thomas, 2006). Subsequently, Letertre et al. (2003) demonstrated that some egc clusters 

possess an additional gene designated selu. Indeed, the S. saprophyticus JX490122.1 strain 

carries the selu gene clustered to the seli gene. The selm, seln, selo genes were not found in 

the CNS genomes of Minas frescal cheese strains. 

The CNS strains clustered in groups near the bottom of the phylogenetic tree carried the 

classical enterotoxin genes and the species at the top of the tree showed high diversity among 

enterotoxin genes, combining the presence of classical and the newly-described, in their 

genomes (Figure 1 and Table 2). 

To assess the risk of Minas frescal cheese related to staphylococcal food poisoning, the ability 

of those strains carrying the se and sel genes in their genome, in expressing and producing 

enterotoxins was evaluated. mRNA transcripts for each enterotoxin gene was evaluated by 

real time RT-PCR assays and the enterotoxin production was estimated by a sandwich 

enzyme immunoassay for the combined detection of Staphylococcus enterotoxins (SET) A, B, 

C, D and E.  

http://jmm.sgmjournals.org/content/58/1/13.full#ref-36
http://jmm.sgmjournals.org/content/58/1/13.full#ref-36
http://jmm.sgmjournals.org/content/58/1/13.full#ref-34
http://jmm.sgmjournals.org/content/58/1/13.full#ref-24
http://jmm.sgmjournals.org/content/58/1/13.full#ref-30
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Nine CNS strains from Minas frescal cheeses were able to produce the classical enterotoxins 

SEA, SEB, SEC, SED and SEE during growth, in concentrations ranging from 0.12 ng/mL to 

1.8 ng/mL (Table 2). The S. sciuri JX519590.1, S. sciuri JX966436.1 and 

S. piscifermentans NR116436.1 strains produced low amounts of enterotoxins, in 

concentrations inferior to 0.55 ng/mL; S. xylosus JX010980.1, S. bovis saprophyticus 

KJ699151.1 and S. saprophyticus JX490122.1 produced enterotoxins in intermediate 

concentrations, ranging from 0.71 to 0.81ng/mL and S. xylosus CP008724.1, S. xylosus 

KF198080.1 and S saprophyticus NR074999.1 produced enterotoxins in high concentrations, 

up to 1.8 ng/mL. Although the sandwich enzyme immunoassay is considered the most 

sensitive method to detect SEA-SEE enterotoxins, able to detect 0.125 ng/mL, and differences 

in the specificity and sensitivity of the assays for the detection of staphylococcal enterotoxins 

from foods are expected (Pereira et al., 2009), only a single strain, S. saprophyticus 

NR074999.1, was unable to produce SEA-SEE enterotoxins when evaluated by this assay. 

Exponential growth phase cells were used for in vitro production of SEA-SEE, indicating that 

90% of CNS strains can produce enterotoxins when still at the logarithmic phase, early during 

the cheese manufacturing and not later, during the storage period (Tables 2). 

The mRNA transcripts, for both the classical and the newly described enterotoxins, from CNS 

strains were evaluated by real time RT-PCR assays (Table 2). The mRNA for at least one 

enterotoxin gene was detected in seven strains (70%) and, additionally, 05 of them (50%) 

were able to transcribe multiple enterotoxin genes in vitro. Strains S. saprophyticus 

KJ949606.1, S. bovis saprophyticus KJ 699151.1, S. saprophyticus JX490122.1, S. xylosus 

JX010980.1 and S. piscifermentans NR116436.1 expressed mRNA for multiple se genes. A 

differential transcription among the se genes was observed, where the most frequently 

transcribed among the classical were sea and seb, transcribed by 04 strains, and, among the 

newly, selk, selr, selu, were transcribed by 02 strains each. No mRNA tstH1 was detected. 
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 mRNA transcripts for the classical enterotoxins genes were found when S. bovis 

saprophyticus KJ 699151.1, S. xylosus KF198080.1, S. sciuri JX966436.1 and, 

S piscifermentans NR116436.1 were assayed. mRNA transcripts for both, classical and newly 

enterotoxins were detected during the growth of S. saprophyticus KJ949606.1, S 

saprophyticus JX490122.1 and S xylosus JX010980.1 strains. 

No mRNA transcripts were detected when S. saprophyticus NR074999.1, S. xylosus 

CP008724.1 and S. sciuri JX519590.1 strains were assayed, although the enterotoxins were 

detected by the enzyme-linked immune-sorbent tests. 

The genotypic and phenotypic analyses pointed to a high risk of food poisoning in consuming 

Minas frescal cheese contaminated by the CNS strains identified in the present study, as the 

food poisoning status of Minas frescal cheese can be acquired even during cheese 

manufacturing, because the CNS strains are able to express and produce enterotoxins at the 

early stage of logarithmic growth.   

The presence of enterotoxigenic strains in a ñready to eatò dairy product is of concern and 

underlines the need for standardized diagnostic methods to screen for and quantify the 

presence of classical and also emergent enterotoxins, directly in the food matrices. 

The use of real time RT-PCR assays conferred sensitivity and specificity for the determination 

of the enterotoxin gene transcription, besides the additional ability to evaluate the expression 

of all enterotoxin genes encoding both the classical and newly-described super antigenic 

enterotoxins. The real time RT-PCR tests also avoided the false positives that occur in 

immunoassays by cross-reactions between the classical polyclonal antibodies and the newly 

described enterotoxins.  

 

 Multi -Resistance of CNS Strains (MRCNS) to Antimicrobial Agents 
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Besides the ability of CNS strains in producing enterotoxins, the additional safety hazards 

associated with these strains mostly include antimicrobial resistance to the compounds 

commonly used to treat staphylococci infections. Antimicrobial resistant CNS strains from 

food matrices can be spread out in populations by the consumption of an apparently safe food. 

The 10 distinct CNS strains (plus Staphylococcus sp.) from Minas frescal cheese showed 

multi-resistance to several antimicrobial agents. Five strains showed MAR indexes from 0.73 

to 0.93, 02 strains presented MAR indexes of 0.53 and 0.40, and the remaining 03 strains 

showed a MAR index of 0.26 (Table 3).  

The resistance of the 10 MRCNS strains was distributed as follows: 06 strains (60%) were 

resistant to sulfamethoprim, 05 strains (50%) to aminoglycosides (ciprofloxacin, neomycin 

and/or gentamicin), 06 strains (60%), to chloramphenicol, 08 strains (80%) to vancomycin, 05 

strains (50%) to clindamycin, 10 strains (100%) to ɓ-lactams (oxacillin, penicillin and/or 

cefoxitin), 06 strains (60%) to tetracyclines (tetracycline and/or rifampicin), 03 strains (30%) 

to cefepime, 05 strains to erythromycin (50%) and 03 strains (30%) to linezolid (Table 3). 

The percentage of MRCNS strains resistant to ɓ-lactams was superior to that found in 

previous report from Sampimon et al., (2011), which showed that only 14% of the 170 

staphylococci from raw milk obtained from various ruminant species were resistant to 

penicillin. It should be considered that the contamination by resistant strains could occur later, 

during cheese processing, by improper handling or sanitization of the production line in 

industrial plants, reinforcing the difference between the CNS microbiota from bulk milk and 

dairy-derived products, as discussed previously.  

Surprisingly, the resistance to chloramphenicol was very similar to that estimated for MRCNS 

strains isolated from human clinical samples (Knauer et al., 2014), reinforcing the fact that the 

multi-resistance character of the food matrices strains must be taken in consideration when 

evaluating the safety hazards of food poisoning.  
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In a study performed in China, between 2004 and 2009 by Xiao Xue Ma et al., (2011), where 

745 CNS strains from blood cell cultures were isolated and the authors reported that more 

than 705 of these were resistant to penicillin G/ oxacillin/erythromycin and 30-70% of the 

strains were resistant, against tetracycline, clindamycin, ciprofloxacin, sulfamethoprim.  

The MRCNS strains isolated in the present study showed superior resistance to ɓ-lactam 

compared to other antimicrobials, since all isolates were resistant to at least one antimicrobial 

agent belonging to this class of compounds, and 50-60% of the strains were resistant to 

aminoglycosides, clindamycin, ciprofloxacin and sulfamethoprim.   

To determine the MIC for ampicillin and methicillin/oxacillin/cefoxitin, all susceptible CNS 

strains found in Minas frescal cheese were tested using the macro-dilution broth method. The 

resistant strains were tested against concentrations ranging from 0.03 to 2 mg/mL of each 

antimicrobial agent.  

Concerning methicillin-resistance, S. saprophyticcus JX114799.1, S. piscifermentans 

NR116436.1, S. bovis saprophyticcus KJ699151.1 and S. xylosus JX010980.1 showed MIC 

values of 1.0 mg/ml. S. xylosus JX 010980.1 and S. piscifermentans NR116436.1 strains 

presented an MIC value of 0.5 mg/ ml, while the S. sciuri JX966436.1 and S. xylosus 

KF198080.1 strains, an MIC value of 0.06 mg/ml. The remaining strains were susceptible to 

0.03mg/mL of methicillin, ampicillin and vancomycin. 

Concerning resistance against ampicillin, the S. xylosus CP008724.1 strain was shown to be 

resistant to 0.5 mg/ml, whereas S. xylosus JX966436.1, S. bovis saprophyticcus KJ699151.1, 

and S. piscifermentans NR116436.1 were resistant to 0.125 mg/ml and S. sciuri JX519590.1, 

S. xylosus KF198080.1 and S. xylosus JX010980.1 were resistant to 0.06 mg/ml.  

The MICs estimated in this study are in accordance to a previous evaluation of the resistance 

of S. aureus strains isolated from meat, dairy products and ready-to-eat food (Aydin et al., 

http://jmm.sgmjournals.org/search?author1=Xiao+Xue+Ma&sortspec=date&submit=Submit
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2011), which showed MIC values of 0.03 mg/mL for penicillin estimated for 91 isolated 

strains.  

Staphylococcus sp. and S. piscifermentans NR116436.1 are vancomycin-resistant strains 

presenting an MIC of 1.0 mg/mL and the S. saprophyticcus bovis KJ699151.1 strain and two 

other S. xylosus strains, JX010980.1 and KF198080.1, presented an MIC of 0.06 mg/ mL of 

vancomycin.  

There is still a lack of information regarding antimicrobial resistance of staphylococci strains 

isolated from food matrices, although they are the most worrisome vehicles of antibiotic-

resistant pathogen dissemination (Mathews et al., 2007; Sergilidis, 2014). 

The high resistance observed in the present study for cheese staphylococci can be due to the 

inappropriate use as growth promoters of some antimicrobial agents, such as oxacillin, 

vancomycin, chloramphenicol, neomycin and erythromycin, which are commonly used in 

veterinary medicine to treat infections (Phillips et al., 2004). Antimicrobial resistance of 

staphylococci in dairy products could be the result of the incorrect use of penicillin in the 

treatment and prevention of mastitis in different ruminant animals (Sampimon et al., 2011). 

 The resistance of the isolated CNS to antibiotics of therapeutic importance becomes a public 

health problem, since the manufacturing processes of Minas frescal cheese cannot kill the 

strains or inactivate the toxins, making an apparently safe food the cause of serious 

gastroenteritis with the ability to disseminate pathogens with multi-resistance to antibiotic 

therapy.  

The safety of Minas frescal cheese consumption could also be enhanced by the inclusion of a 

microbial barrier, such as the inclusion of probiotic strains producing natural antibiotics or 

competitive flora or even the addition of natural bioagents against spoilage or pathogenic 

microorganisms. 
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CONCLUSIONS 

 

The results demonstrated here in contribute to a more accurate understanding of the CNS 

microbiota from Minas frescal cheese, a dairy-product largely consumed in Brazil. The 

structure of the CNS microbiota was composed of 10 distinct strains distributed in four 

species, with high genetic similarities, that carry multiple enterotoxin genes in their genome 

and are able to express and produce these enterotoxins. Five strains were homologous to 

species from food microbiota and five strains were homologous to species previously found in 

distinct microbiota: human, clinical specimens, soil and plants. 

 Minas frescal cheese contamination can occur by inadequate manufacturing practices or 

inadequate storage conditions, use of contaminated milk, or even due to the physico-chemical 

features of the cheese matrix, that is favorable to the growth of these microorganisms. 

In addition, there is also ability of CNS strains to produce enterotoxins. The additional safety 

hazards associated with these strains mostly include antimicrobial resistance to the 

compounds commonly used to treat staphylococci infections. Antimicrobial resistance of 

CNS strains from food matrices can spread in populations by the consumption of an 

apparently safe food. 
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Legends 

 

Fig 1. Phylogenetic trees generated from the multiple alignment of 16S rDNA sequences from 

the 10 distinct CNS strains found in Minas frescal cheese by the Clustal X 2.0 software using 

Mega 6.0 and the unweighted pair group method (UPGMA). Bootstrap values ranged from 

0.0 to 0.3. T 

 

Fig S1.  CNS species found in Minas frescal cheese  

 

Fig S2.  Frequency of enterotoxin genes found in CNS from Minas frescal cheese 

 

Fig S3. Phylogenetic trees generated from the multiple alignment of 16S rDNA sequences 

from 42 strains CNS identified of strains of Minas frescal cheese obtained by the Clustal X 

2.0 software using Mega 6.0 and the unweighted pair group method (UPGMA). Bootstrap 

values ranged from 0.0 to 0.3. 

 

 

Fig 2. Uniplex, duplex and multiplex-PCR screening to detect enterotoxin genes in CNS 

strains from Minas frescal cheese  
DNA templates obtained from 11 CNS strains isolated from Minas frescal cheese were tested by PCR using the 

primer set targeting for sea, seb, sec, sed, see, selg, selh, seli, selk, selq, selr, selu genes. Panel A: Lane M 100 

bp DNA ladder plus (Fermentas, Foster City, CA, USA), lane ATCC 2923 - S. aureus ATCC 2923 carrying sea 

gene; lane NCTC10654 - S. aureus NCTC10654 carrying seb gene, lane ATCC19095- S. aureus ATCC19095 

carrying the sec gene, lane ATCC13563 - S. aureus ATCC 13563 carrying the sed gene, lane ATCC27664 - S. 

aureus ATCC27664 carrying the see gene; Panel B: Lane M 100 bp DNA ladder plus, lane ATCC 19095- S. 

aureus ATCC 19095 carrying selg selh seli genes; Panel C: Lane M 100 bp DNA ladder plus, lane JX114799.1 - 

Staphylococcus spp JX114799.1; lanes NR074999.1 - S. saprophyticcus NR074999.1, lane CP008724.1 - S. 

xylosus CP008724, lane KJ949606.1 - S. saprophyticcus KJ949606.1; Panel D: Lane M 100 bp DNA ladder 

plus, lane KJ949606 - S. saprophyticcus KJ949606, lane JX519590.1 - S. sciuri JX519590.1, lane JX966436.1 - 

S. sciuri JX966436.1; Panel E: Lane M 100 bp DNA ladder plus, lane KJ 699151.1 - S. saprophyticcus KJ 

699151.1, lane JX010980.1 - S. xylosus JX010980.1; Panel F: lane ATCC 14458 - S. aureus ATCC 14458 

carrying selk, selq, selr, sleu gene,; lanes JX490122.1 - S. saprophyticcus JX490122.1 
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Table 1. Primers set for V5 16S rDNA sequencing and PCR/real time RT-PCR tests targeting 

the classical and newly-described staphylococcal enterotoxin genes  

 

 Sequences (5ô ï 3ô)          Gene   Amplicon 

(bp) 

  References 

SEAf  TTGGAAACGGTTAAAACGAA  sea 120  Johnson et al., 1991 

SEAr  GAACCTTCCCATCAAAAACA    

SEBf  TCGCATCAAACTGACAAACG seb 478 Johnson et al., 1991 
SEBr  GCAGGTACTCTATAAGTGCC    

SECf  GACATAAAAGCTAGGAATTT  sec 257 Johnson et al., 1991 
SECr  AAATCGGATTAACATTATCC     

SEDf  CTAGTTTGGTAATATCTCCT sed 317 Johnson et al., 1991 
SEDr  TAATGCTATATCTTATAGGG    

SEEf  TAGATAAAGTTAAAACAAGC  see 170  Johnson et al., 1991 
SEEr  TAACTTACCGTGGACCCTTC    

SEGf  TGCTATCGACACACTACAACC seg 704  McLauchlin et al., 2000 

SEGr  CCAGATTCAAATGCAGAACC    

SEHf  CGAAAGCAGAAGATTTACACG seh 495  McLauchlin et al., 2000 

SEHr  GACCTTTACTTATTTCGCTGTC    

SEIf  GACAACAAAACTGTCGAAACTG sei 630  McLauchlin et al., 2000 

SEIr  CCATATTCTTTGCCTTTACCAG    

SELJf  CAGCGATAGCAAAAATGAAACA  selj 426  Rosec & Gigaud., 2002 

SELJr  TCTAGCGGAACAACAGTTCTGA    

SELMf  CCAATTGAAGACCACCAAAG selm 517  Omoe et al., 2003 

SELMr  CTTGTCCTGTTCCAGTATCA    

SELNf  ATTGTTCTACATAGCTGCAA seln 682  Omoe et al., 2003 

SELNr  TTGAAAAAACTCTGCTCCCA    

SELOf  AGTCAAGTGTAGACCCTATT selo 534  Omoe et al., 2003 

SELOr  TATGCTCCGAATGAGAATGA    

SELKf  ATGAATCTTATGATTTAATTTCAGAATCAA  selk 545 Sergeev et al.,2004 

SELKr  ATTTATATCGTTTCTTTATAAGAAATATCG     

SELQf  GGAAAATACACTTTATATTCACAGTTTCA  selq 539 Sergeev et al., 2004 

SELQr  ATTTATTCAGTTTTCTCATATGAAATCTC    

SELRf  AATGGCTCTAAAATTGATGG selr 363 Holtfreter et al., 2007 

SELRr  TCTTGTACCGTAACCGTTTT    

SELUf  AATGGCTCTAAAATTGATGG selu 215 Holtfreter et al., 2007 

SELUr  ATTTGATTTCCATCATGCTC    

TSTH1f   ATGGCAGCATCAGCTTGATA  tstH1 350 Johnson et al., 1991 
TSTH1r  TTTCCAATAACCACCCGTTT    

16S rDNAf  ATA AGA CTG GGA TAA CTT CGG G 16SrDNA 500 Mason et al., 2001 

16S rDNAr  CTT TGA GTT TCA ACC TTG CGG TCG    

f-forward;  r-reverse 
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Table 2. Genotypic and phenotypic characterization of CNS strains from Minas frescal cheese, Rio de Janeiro (RJ), Brazil 

 
    Characterization    

                                                  CNS strains    Genotypic   Phenotypic 

Staphylococcus species  Number of 

strains found 

(N=45) 

 Presence of enterotoxin genes 
 

mRNA 

 detection 
Ct values mRNA semi- 

quantitative evaluation 

(arbitrary units)  

 

Enterotoxins 

production 

(ng/mL) 

Staphylococcus spp.  JX114799.1    n=3  sea, sed, seh, sli  sea 31±0.4; 1.3 0.55 ± 0.01 

Staphylococcus saprophyticus  NR074999.1    n=5  sea, sec, sed, see, seh, sei - - - 1.8 ± 0.04 
Staphylococcus saprophyticus  KJ949606.1    n=6  sea, seb, see, seh sea, seb, seh, 27.0±0.5; 28±0.3; 31±1.0 1.6; 0.8; 4.5 - 

Staphylococcus bovis saprophyticus  

KJ699151.1   
 n=5  sea, seb, sec sea, seb 19.7±0.7; 26 ±0.5 1.2; 0.5 0.74 ± 0.01 

Staphylococcus saprophyticus  JX490122.1    n=6  see, seh, sei, selk, selq, selr, selu see, selr, selu  4.8; 0.1; 0.8 0.81 ± 0.07 
 

 

Staphylococcus xylosus  CP008724.1    n=3  sea ,see - - - 1.02 ± 0.05 
Staphylococcus xylosus  KF198080.1  n=3  sea, seb, sec, sed, see ,seg, seh, sei  sed 27.6±1.0 3.7 1.0 ± 0.03 
Staphylococcus xylosus  JX010980.1    n=4  sea, seb, sec, sed, see, seg, sei, selk, 

selq, selr 

sea, seb, sec, sed, see, 

selk, selr, selu 

33±0.4; 29 ±0.1; 33±1.8; 25±0.2; 

29.3±1.8; 35±1.0; 34±1.0; 29±0.7 
3.6; 2.2; 1.8; 0.7; 1.0; 

0.1; 0.1;1.0 

0.71 ± 0.08 

Staphylococcus sciuri  JX519590.1    n=4  sea, seb - - - 0.12 ± 0.01 
Staphylococcus sciuri  JX966436.1    n=3  sea, seb, sec seb 33±0.8 3.2 0.26 ± 0.01 
Staphylococcus piscifermentans  

NR116436.1   
 n=3  sea, seb, sec, sed, seh, sei sea, sed 33.16±1.8;19±0.4 9.2 0.36 ± 0.02 

The presence of enterotoxin genes sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, selj, selk, selm, seln, selo, selq, selr, selu, tstH1 was tested by PCR using specific sets of primers. 
mRNA transcripts for sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, seli, sej, selk, selm, seln, selo, selq, selr, selu, tstH1 all enterotoxins genes were evaluated in triplicate by real time RT-PCR tests. 
SEA-SEE enterotoxin production was evaluated by immune-sorbent assays (ELISA) using a detection kit (RIDASCREEN® SET A, B, C, D, E). Values are displayed as the means ± SD of assays performed 

in duplicate. 
mRNA semi quantification was performed in arbitrary units in comparison with the mrRNA level for the same gene estimated using the reference strains.  
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Table 3.  Multiple - antimicrobial resistance of CNS strains found in Minas frescal cheese, Rio 

de Jneiro-RJ, Brazil 

 
 
 

CoNS strains  Antimicrobial agents resistance *Multiple antimicrobial 

resistance (MAR) index 

Staphylococcus spp.  JX114799.1   SXT,  CIP, NEO , GEN , CLO, VAN, CLI,  TET, CPM, OXA, PEN, CFO, ERI, LZD 0.93 

S. saprophyticus  NR074999.1    SXT, CIP, NEO, GEN, CLO, VAN, CLI, RIF, CPM, OXA, PEN, CFO, ERI, LZD 0.93 

S. saprophyticus  KJ949606.1    CIP, NEO, GEN, CLO, VAN, OXA, PEN, CFO  0.53 

S. sciuri   JX519590.1    OXA, PEN, TET, ERI 0.26 

S. sciuri   JX966436.1    SXT, VAN, OXA, PEN 0.26 

S. saprophyticus   KJ 699151.1   CLO, VAN, OXA, PEN, CFO, ERI 0.40 

S. piscifermentans  NR116436.1   SXT, CLO, VAN, CLI, TET, RIF, OXA, PEN 0.53 

S. xylosus  KF198080.1   SXT, CIP, NEO, CLO, VAN, CLI, TET, RIF, CPM, OXA, PEN, CFO, ERI, LZD 0.93 

S. xylosus  CP008724.1   SXT, CIP, NEO, CFO 0.26 

S. xylosus  JX010980.1   CIP, NEO, VAN, CLI, TET, RIF, CPM, OXA, PEN, CFO, ERI, LZD 0.86 

S. saprophyticus  JX490122.1   SXT, CIP, NEO, GEN, CLO, VAN, CLI, RIF, OXA, PEN, CFO 0.73 

 *The MAR Index of an isolate is defined as a/b, where a represents the number of antimicrobials to which the isolate was 
resistant to and b represents the number of antimicrobials to which the isolate was subjected to. 

 S. aureus strains ATCC WB81 (sea), ATCC 13563 (sed), ATCC 27664 (see) with MAR index = 0.5 and S. aureus strains 
ATCC14458 (seb), ATCCWB72 (sec) and S. xylosus ATCC 29971 with MAR index = 0.3 were used as reference strains. 
SXT- sulfamethoprim, CIP - ciprofloxacin, NEO - neomycin, GEN - gentamicin, CLO - chloramphenicol, CLI - clindamycin, 
VAN - vancomycin, TET- tetracycline, RIF - rifampicin, CPM - cefepime, OXA - oxacillin, PEN - penicillin, CFO - cefoxitin, 

ERI - erythromycin, LZD ï linezolid.  
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Fig 1S - Nunes et al., 2015 
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Fig 1 - Nunes et al., 2015 
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Fig 2S - Nunes et al.,  2015 
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 Fig 2. Nunes et al., 2015 
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Figure S3 
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Abstract   

 

The risks of contracting staphylococci food poisoning by the consumption of improperly 

manufactured salami and the possibility of these food matrices being reservoirs for antibiotic 

resistance were evaluated. Nineteen distinct coagulase-negative staphylococci (CNS) strains 

were found in commercial and artisanal salami. The species identified in commercial salami 

were S. saprophyticus, S. sciuri, S. xylosus and S. carnosus. Artisanal salami showed the 

presence of S. succinus, S. epidermides and S. hominis but no S. carnosus. Phylogenetic 

analyses grouped the strains into three major staphylococcal species groups, comprised of 4 

refined clusters with similarities superior to 90%. Fifteen strains harbored multiple enterotoxin 

genes, with a high incidence of seb/sec and sea of 57% and 50%, respectively, intermediate 

incidence of sed/seh/selm and sei/seln/tst-H of 33% and 27%, correspondingly, and low 

incidence of see/selj/selo and seg, of respectively 13% and 1%. Real time RT-PCR and 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) assays confirmed the enterotoxigenicity of the 

strains, which expressed and produced enterotoxins in vitro. The CNS strains showed multi-

resistance to several antimicrobials of therapeutic importance in both human and veterinarian 

medicine, such as ß-lactams, vancomycin and linezolid. The effective control of undue 

staphylococci in fermented meat products should be adopted to prevent, or, at the very least, 

limit, the risk of food poisoning and the spread of antimicrobial-resistant strains.  

 

 
Key-words: 

 

classical and newly-described enterotoxins; transcription and expression; multi-resistance to 

antimicrobials; PCR, real time RT-PCR, ELISA assays 
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1.0     Introduction  

Staphylococcal food poisoning is an illness caused by the ingestion of contaminated food 

containing enterotoxins produced by bacteria belonging to this genus. Enterotoxins that exhibit 

super-antigenic activities are heat stable proteins and may not be destroyed even during 

cooking conditions.  

In Brazil, according to data from the Ministério da Saúde (Ministry of Health), 

staphylococcal poisoning is the second most common food-borne disease, ranking only after 

outbreaks involving Salmonella spp. (ICMSF, 1983). Staphylococcus classified as coagulase-

positive are considered potential food enterotoxin-producing strains (ICMSF, 1983), although, 

recently, the enterotoxigenic potential of coagulase negative (CNS) species in food poisoning 

has also been recognized (Veras et al., 2008).  

Initially, enterotoxin SEs family members were divided into five serological types (SEA 

though to SEE) based on their antigenicity (Omoe et al., 2005, Kadariya, Smith and Thapalliya, 

2014). In recent years, however, newly-described types of SEs - SEG, SEH, SEI, SElJ, SElK, 

SElL, SElM, SElN, SElO, SElP, SElQ, SElR and SElU, with amino acid sequences similar to 

the classical SEs, were discovered.  These newly-described enterotoxins are designated as SE 

or SE-like (SEl), according to their emetic properties displayed in a primate model following 

oral administration (Omoe et al., 2013).  

The toxic shock syndrome toxin-1 (TSST1) is also a member of the SE-related toxin 

family and has the ability to stimulate large populations of T cells containing a particular Vɓ 

element in their T-cell receptors (TCR). Like other superantigenic toxins, it bypasses normal 

antigen presentation by binding to class II major histocompatibility complex molecules on 

antigen-presenting cells and to specific variable regions on the beta-chain of the T-cell antigen 

receptor. Through this interaction, a massive proliferation of T cells at orders of magnitude 
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above antigen-specific activation occurs, resulting in a massive cytokine release that is believed 

to be responsible for the most severe features of TSST (McCormick et al., 2001). 

Enterotoxin (SE) genes are encoded in mobile genetic elements, such as plasmids, 

prophages, and Staphylococcus pathogenic islands (SaPIs) (Baba et al, 2002).  

Salami is a kind of dry sausage obtained by the microbial fermentation of raw pork 

meat, using Staphylococcus starter cultures as technological accessories to ferment the product 

and give it its organoleptic characteristics. In Brazil, Italian type salami, similar to salami 

produced in Southern Europe, is avidly consumed, with a production trade of 13.093 tons 

between 2000 and 2014 (ABIPECS, 2014).  

S. xylosus, S. equorum, and S. carnosus are part of the starter culture microbiota that 

participate in the reactions required for creating the flavor and aroma during the maturing 

period of fermented meat production (Zdolec et al., 2008). In addition, other species, such as S. 

epidermidis, S. pasteuri, S. sciuri, S. succinus, may also occasionally be present in meaningful 

amounts (Ravyts et al., 2012). 

However, even the combination of physical and chemical barriers cannot always 

guarantee the stability and microbial safety of starter cultures. Contamination of salami 

fermentation starter culture microbiota by pathogenic coagulase-negative staphylococci strains 

(CNS) is perhaps the most harmful factor in the production of cured meat products, since these 

pathogens are able to produce heat-stable enterotoxins with super-antigenic activities in food 

matrices (Ohlsson et al., 2002; Bernardi et al., 2010). 

Staphylococci species are not usually identified at the species level by routine 

laboratory testing and commercial kits, since phenotypic discrimination cannot reliably identify 

these species due to the variable expression of some phenotypic traits (Irlinger, 2008). For this 

purpose, molecular techniques, including nucleotide sequencing within the 16S rDNA, hsp60, 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160513003255#bb0240


95 

 

 

tuf, sodA and rpoB genes have been successfully used to identify Staphylococcus species 

(Ghebremedhinet al., 2008).  

Depending on the conditions, some species of coagulase-negative staphylococci can 

present health risks, since they have shown resistance to several antibiotics of therapeutic 

importance, such as b-lactams (Babic et al., 2011).  

The aim of the present study was to identify the members of the CNS microbiota from 

salami. We sampled the salami marketed in Brazil, comparing the CNS microbiota in salami 

produced by industrial companies and in artisanal salami manufactured by small producers. 

The CNS strains were identified by sequencing of a 16S rDNA region and the phylogenic 

relationships between the observed species were established. The presence of multiple genes 

encoding the classical and newly-described se/sel and tstH1 toxins in the CNS genomes was 

investigated. The risk of food poisoning was assessed by evaluating the ability of the CNS 

strains in transcribing and expressing the classical and newly-described enterotoxins in vitro by 

using real time RT-PCR and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) assays. The 

resistance of the isolated strains to antimicrobial agents of therapeutic importance in 

staphylococci infections was also evaluated. 

 

2.0 Materials and methods   

2.1 Isolation of Bacterial Strains. Six samples of distinct brands of salami in triplicates 

inspected by municipal, state or federal and collected in the municipality of Rio de Janeiro were 

stored in low density polyethylene bags. Samples showed acidic pH of 5.5-6.0, 4.0 mg of 

sodium and Aw of 0.93 -0.96.Twenty five grams of cheeses were added to 225 mL of 0.1 % 

peptone water. The suspensions were transferred to homogenizer bags (Interscience, Saint 

Nom, France) and coupled to a Stomacher
@

 400 circulator (Seward, Worthing, West Sussex, 

UK) at 260 rpm for 1 min. The suspensions were serial diluted from 10
-6

 to 10
0
 and 100 µl of 
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each dilution was inoculated onto 20 µl of Baird-Parker agar containing egg yolk tellurite 

emulsion (BPAþ RPF, bioMerieux, France) inacubated in 37
0 

C for 24 h. Conventional 

microbiology  procedure were  performed following instructions to Bergey's Manual of 

Systematic Bacteriology, where eighty colonies presumptive of coagulase-negative 

staphylococci (3-10 colonies of each sample) were tested by Gram-staining, catalase, coagulase 

and thermostable DNAase activities. The sixty presumptive CNS strains were stored at -80°C 

in tryptone soy agar (TSA, BD BBL Franklin Lakes, New Jersey, USA) plus 45 % v/v 

glycerol. Cultures were grown in Brain heart infusion (BD BBL
TM

) media at 37 °C for 24 h. 

 

 

 2.2 DNA Preparation. The strains were cultured aerobically overnight in 10 mL Brain Heart 

Infusion broth (BD BBLÊ, Le Point de Claix, France) at 37 ºC for 24 h. The suggestive CNS 

colonies were adjusted to 10
6
 UFC/ mL in a spectrophotometer and harvested by centrifugation 

at 5,700 x g for 1 min. The cell pellet was used for DNA extraction using the DNeasy blood 

and tissue kit (Qiagen, Dusseldorf, Germany), following the manufacturerôs instructions. 

Genomic DNA was quantified using the Qubit fluorimeter (InvitrogenÊ, Grand Island, New 

York, USA) and Qubit assay kits.  

2.6 16S rDNA Sequencing. Amplification of the V5 region of 16S rDNA fragment was 

performed using 50 ng of DNA templates from the 65 strains found in the salami samples. PCR 

was performed under the following conditions: 95°C for 10 min, followed by 30 cycles at 95°C 

for 30s, 60°C for 30s and 72°C for 45s and a final extension at 72°C for 10 min. PCR products 

were purified using the PCR DNA Purification kit (Applied Biosystems, California, USA) and 

sequenced using 20 ng purified DNA and 13 µl of primer sets in a final volume of 20 ɛL. After 

amplification, products were purified according to the protocol of the BigDyeÊ Terminator 

Purification X kit (Applied Biosystems, California, USA) and sequenced on a 3130 sequencer 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems, California, USA). The sequences were compared to the 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCQQFjAB&url=http%3A%2F%2Fcatalog.bd.com
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCQQFjAB&url=http%3A%2F%2Fcatalog.bd.com
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16S rDNA gene sequences of Staphylococcus species available at the GenBank database 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html). Multiple sequence alignments were 

performed using Clustal W (Kyoto University, Bioinformatics Center; http://align.genome.jp/).  

 

2.7 Phylogenetic Analyses. Phylogenetic relationships between the CNS strains were performed 

by sequence alignments using the Clustal X 2.0 software package (Larkin et al., 2007). The 

phylogenetic trees were constructed using the software Mega 6.0 and UPGMA methods 

(Sneath and Sokal, 1973).  

 

2.3 PCR Tests  

2.3.1 Primer sequences and target genes. Primer sets flanking the sea, seb, sec, sed, see, seg, 

seh, sei, selk, selm, seln, selo, selq, selr, selu and tstH1 sequences are listed in Table 1.  

 

2.3.2 Uniplex- duplex and multiplex-PCR Tests. Uniplex-PCR tests targeting the tstH1 

sequence and duplex-PCR targeting the sea/ seb and sec/ sed sequences were performed. PCR 

mixtures contained 25 µl of 20 mM MgCl2, 10x PCR buffer (InvitrogenÊ, Grand Island, New 

York, USA), 100 mM dNTP mix (Fermentas Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania), 0.2 mM of 

each primer (Table 1), 0.5 U Taq DNA polymerase (InvitrogenÊ, Grand Island, New York, 

USA) and 100 ng of DNA templates. Uniplex and duplex-PCR assays were performed under 

the following conditions: 94°C for 5 min followed by 35 cycles of 94 °C for 2 min, 53 °C for 2 

min and 72 °C for 1 min for extension, ending with a final extension at 72 °C for 7 min, 

according to Mehrotha, Wang and Johnson (2000), with modifications in the annealing 

temperature, using a thermal cycler (MyCycler, BIO RAD, Hercules, CA, USA). The amplified 

fragments were visualized on 1.0% agarose gels (Sigma) stained with GelRed (dilution 1:1000) 

(BioAmerica, TelAviv, Israel) and documented on a transilluminator (MiniLumi Imaging Bio-

Systems, BioAmerica, TelAviv, Israel).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html
http://www.bic.kyoto-u.ac.jp/
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2.3.3 Multiplex-PCR tests. Multiplex-PCR assays were performed by the simultaneous 

amplification of the see, seg, seh, sei, selj, selm, seln, selo, selk, selq, selr and selu sequences 

using the primer sets listed in Table 1. Each reaction contained 50 ɛL of a mix containing 0.5 U 

Taq DNA polymerase, 10x PCR buffer, 100 mM each dNTP, 0.2 ɛM of each primer and 100 

ng of DNA template. DNA amplification of see, seg, seh and sei was carried out as follows: 95 

°C for 5 min, 35 cycles of 95 °C for 30s, 53 °C for 90s and 72°C for 90s, and a final extension 

at 72°C for 10 min. The DNA amplifications of the selj, selm, seln and selo group and the selk, 

selq, selr and selu group were carried out in the same conditions (Omoe et al., 2005). PCR 

products were visualized by electrophoresis on 1.2 % agarose gels (Uniscience do Brasil, São 

Paulo, Brazil) in 1x TAE (Tris-boric acid-EDTA) buffer stained by 0.5 ɛg mL
-1
 of GelRed 

(BioAmerica, TelAviv, Israel) and documented on a transilluminator (MiniLumi Imaging Bio-

Systems, BioAmerica, TelAviv, Israel).  

DNA templates from the following reference strains were used: S. aureus ATCC 29231 (sea), 

S. aureus ATCC 14458 (seb, tstH, selk, selq, selr, selu); S. aureus ATCC 19095 (sec, seg, seh, 

sei), S. aureus ATCC 13563 (sed), S. aureus ATCC 27664 (see), and S. aureus ATCC 27154 

(selj, selm, seln  and selo) and S. xylosus ATCC 29971. 

 

2.4 Enterotoxin Expression Assays. The observed strains were cultured aerobically overnight in 

10 mL Brain Heart Infusion Broth (BD BBLÊ, Le Point de Claix, France) at 37 ºC for 72 h. 

Bacteria supernatants were collected by centrifugation at 4,000 x g for 10 min and used for the 

detection of SEA, SEB, SEC, SED and SEE by an ELISA assay using a commercial detection 

kit (RIDASCREEN® SET A, B, C, D, E Art. No: R4101, R-Biopharm AG, Germany). The 

assay was performed according to the manufacturer's recommendation and as described 

elsewhere (Rahimi and Ghasemian Safai, 2010). The mean lower limit of detection of the assay 

was 0.25 ng mL
-1
. The threshold is defined as the average OD of two negative controls plus 



99 

 

 

0.15, a constant established by the kit. Samples containing SEs showed absorbance values 

equal or greater than the threshold value. All experiments were performed in duplicate. 

 

2.5 Real time RT-PCR Assays. The cDNA synthesis was performed by using the High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, California, USA) as follows: 

4.0 µg of RNA, 2.0 µL of 10  RT buffer,  0.8  µL de  dNTP mix (100 mM), 2.0 µL of 10  RT 

random primers,  1.0 ÕL MultiScribeÊ reverse transcriptase, 4.2 ÕL of nuclease-free H2O. The 

conditions were optimized under the following conditions: step 1 in 25°C during 10 min, 37°C  

for 120 min , 85 °C  for 5 min in a ABI PRISM 7500 Fast RT-PCR system (Applied 

Biosystems, California, USA). Samples were plated in triplicate in 96-well plates as follows: 12 

ɛl of the Syber Green PCR Master Mix, 1 ɛl of primer mix (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, 

sel j, selm, seln, selo, selq, selr, selu) (Table 1) and 4.5 ɛl of the cDNA ultrapure water in each 

well. Amplification was performed under the following conditions: 95 °C for 15 min, 40 cycles 

at 95 °C for 15s, 54 °C for 30s, 72 °C for 30s. The dissociation curve was performed at 95 °C 

for 15 sec, 54 °C for 30 sec, 95 °C for 15 sec. DNA templates from reference strains S. aureus 

ATCC 29231 (sea), S. aureus ATCC 14458 (seb, tsst, selk, selq, selr, selu), S. aureus ATCC 

19095 (sec, selg, selh, seli), S. aureus ATCC 13563 (sed), S. aureus ATCC 27664 (see) and S. 

aureus ATCC 27154 (selj, selm, seln, selo) were used as controls. Gene expression was 

estimated by the semi quantification of mRNA (arbitrary units) in comparison with the mRNA 

content from reference strains. Ct value estimations, the standard deviations and the cDNA 

quantification were calculated using the GraphPad Prism 5 software package. Calibration 

curves based on five points were constructed in triplicate corresponding to serial dilutions (1, 

1:10, 1: 100, 1: 1000 and 1: 10000) from 100 ng of a DNA template stock solution. 16S 

mrRNA was used to normalize enterotoxin expression levels. 
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2.8 Antibiotic Susceptibility Tests. An inocula of each strain equivalent to a 0.5 McFarland 

scale was swabbed onto a Muller Hinton agar plate (BD BBL Franklin Lakes, New Jersey, 

USA) and the antibiotic disc was then placed on the plate followed by overnight incubation at 

37 °C. The inhibition zone was interpreted according to the Clinical Laboratory Standard 

(CLSI) Guidelines, formerly known as the National Committee for Clinical Laboratory 

Standards. The tested antibiotics were penicillin G (10 un), oxacillin (1 mg), neomycin (30 mg), 

sulfamethoprim (5 mg), clindamycin (2 mg), gentamicin (10 mg), cefoxitin (30 mg), rifampicin 

(5 mg), eritromycin (15 mg), tetracycline (30 mg), vancomycin (30 mg), ciprofluoxacin (5 mg), 

sulfazothrim (23 mg), cefepime (30mg), linezolid (30 mg) and chloranphenicol (30 mg). 

 

2.9 Minimal Inhibitory Concentration (MIC) Determinations. The MICs of vancomycin, 

linezolid, methicillin and ampicillin were determined by the macro-dilution broth method based 

on CLSI recommendations, using in-house-prepared panels (NCCSL, 2003). Antibiotic 

concentrations of 0.03, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0 and 2.0 mg mL
-1

 were tested. One mL of 

broth was transferred to the tubes and 100 ɛL of the bacteria suspension was adjusted to 10
6 

CFU/mL in saline 0.85% according to a 0.5 McFarland scale and transferred to tubes 

containing 1 mL of each antimicrobial. Strains were grown in MuellerïHinton broth (BD BBL 

Franklin Lakes, New Jersey, USA) and the MIC was estimated as the lowest antibiotic 

concentration that inhibits visible growth after 24 h (NCCSL, 2003).  

 

3.0 Results and Discussion 

3.1 Isolation and identification of coagulase-negative strains from salami. Sixty-five 

presumable coagulase-negative staphylococci microorganisms from salami were isolated by 

colony morphology, coagulase slide test, subsequent tube test, and biochemical tests by colony 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCQQFjAB&url=http%3A%2F%2Fcatalog.bd.com
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCQQFjAB&url=http%3A%2F%2Fcatalog.bd.com
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morphology, coagulase slide test, subsequent tube test, and biochemical tests. The sequencing 

of the V5 region of 16S rDNA fragment of those strains was discriminative enough to 

differentiate the Staphylococcus isolated from  salami  at the species level (similarity > 95%). 

The 62 strains were identified as staphylococci and 03 strains as Staphylococcus spp. by 

sequencing the V5 region of 16S rDNA fragment and among them there were 19 were distinct 

strains CNS and 01 specie Staphylococcus spp. (Table 2). The sequencing of the V5 region of 

the 16S rDNA fragment of the strains was discriminative enough to differentiate the 

Staphylococcus isolated from salami at the sub-species level, with the exception of 1 strain, 

identified up to the Staphylococcus spp. genus. 

Nineteen distinct strains were identified as CNS in salami with 09 of 19 (47%) 

identified as S.  saprophyticus, the predominant species, followed by 05 strains of S. xylosus 

(26%), 02 strains of S. carnosus (10%), and 01 strain of each of the following species: S. 

succinus, S. sciuri, S. epidermides and S. hominis (5% each) (Table 2).  

The 09 S. saprophyticcus strains were identified as KJ699151.1, AB697717.1, 

JX490122.1, KJ004623.1, and HQ699510.1, EU430992.1, HF937252.1 and KJ949606.1, with 

the latter two and S. sciuri JX966436.1 being homologous (96-98%) to strains from the 

environment. Five S. xylosus strains, CP007208.1, KF198080.1, CP008724.1, AM882700.1 

and KC456590.1 and a single S. succinus strain, KC329824.1 were identified. The last three S. 

xylosus strains and the S. succinus strain are homologous (97-98%) to strains found in 

fermented meat or meat starter cultures. S. xylosus CP007208.1 showed homology (98%) to 

potential opportunistic pathogenic strains from mammal species. 

The S. carnosus strains identified were KJ862002.1 and NR116434.1, and the latter, as 

well as the single S. hominis JX519988.1 (96-97%) identified, were homologous (97%) to 

species from human microbiota.  
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S. carnosus and S. xylosus are commonly used as commercial starter cultures for 

sausage manufacturing, (Cobriere et al., 2007) but S. succinus has also been observed in dry 

fermented sausages and its use as a starter culture has been already proposed (Talon et al., 

2008). A single isolated strain was identified up to the subspecies level (S. saprophyticcus 

subsp. bovis KJ699151.1). 

The diversity of CNS microbiota found in the samples analyzed in the present study 

could be related to the origin of the salami. The microbiota from the artisanal salami showed 

greater biodiversity when compared to the commercial salami. In commercial salami, S. 

saprophyticus was the predominant species, but S. xylosus and S. carnosus, also observed in 

commercial salami, are commonly isolated from starter cultures (Cobriere et al., 2007). The 

predominance of S. saprophyticus followed by S. xylosus has also been reported in salami from 

South Italy (Mauriello et al., 2004), similar to Belgian sausages, where S. saprophyticcus was 

the most frequently detected species (Janssen et al., 2012). 

S. carnosus was not observed in artisanal salami, but S. succinus, S. epidermides and S. 

hominis were detected.  

The biodiversity of the CNS staphylococci species found in microbiota depends on the 

kind of meat-fermented product, but CNS strains such as S. saprophyticus S. auricularis S. 

xylosus S. capitis  S. hominis , S. carnosus, S. haemolyticus, S. warneri, S. equorum, S. cohnii, 

S. capitis and S. intermedius have been described in Napoli-type salami,  Sremska sausages, dry 

sausages, raw meat and naturally fermented meat (Blaiotta et al., 2004; Kozachinski et al., 

2008; Coton et a., 2010; Leroy et al., 2010).  

During the last decades S. epidermides and S. saprophyticus have been described as 

emerging pathogens (Hosseinzadeh & Saei 2014). S. saprophyticus is considered a frequent 

contaminant of fermented sausages and raw meats, and has been isolated from rectal swabs of 

cattle carcasses and pigs. In humans, the main reservoir of S. saprophyticus is the 
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gastrointestinal tract (Piette & Verschraegen, 2009). S. saprophyticcus and S. epidermidis can 

be opportunistic pathogens, isolated from the human urinary tract, and the presence of these 

species in food should be taken in account concerning possible contamination of the starter 

inoculum and/or improvements in the salami manufacturing process (Irlinger, 2008). 

Others CNS species observed in the present study are mainly associated with ordinary 

food contaminants, with S. epidermidis and S. hominis being the dominant species in human 

skin and occasionally isolated from the skin of domestic animals (Moura et al., 2012).  

 

3.2 Phylogenetic relationships of the CNS identified in salami. CNS strains can be grouped in 

four species groups: Saprophyticcus, Simulans, Epidermidis and Haemolyticus. Frequently, the 

Saprophyticcus species group includes S. xylosus and S. saprophyticcus, while the Simulans 

species group is comprised of S. carnosus and S. piscifermentans, the Epidermidis species 

group is composed of S. epidermidis, S. capitis, S. caprae and S. saccharolyticcus and the 

Haemolyticcus species group encompasses S. haemolyticcus, S. hominis and S. devriesei 

(Lamers et al., 2012; Suzuki. et al., 2012). In the present study, the main cluster grouped 

several S. saprophyticus strains, namely: KJ699151.1, AB697517.1, KJ949606.1, JX490122.1, 

KJ004623.1, four S. xylosus strains CP008724.1, CP007208.1. AM882700.1, KC456590.1 

strains and the S. succinus KC329824.1 strain (Fig. 1). These strains are homologous to those 

from fermented meat microbiota. Additionality, the  62 strains were identified as staphylococci 

and 03 strains as Staphylococcus spp. by sequencing the V5 region of 16S rDNA fragment 

(Figure S3). 

The subclusters of those clusters showed mismatches of species belonging to the four 

species groups. The first subcluster grouped S. epidermides HF088211.1 S. saprophyticcus 

HQ699510.1 and S. carnosus NR116434.1 and the second subcluster grouped S. hominis 

JX519988.1 and the S. saprophyticus EU430992.1, all of them originally isolated from animals 
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and human beings. The third subcluster includes species previously isolated from the marine 

environment, such as S. xylosus KF198080.1, while S. carnosus KJ862002.1 is utilized as a 

probiotic organism in foods. The fourth cluster grouped the S. sciuri JX966436.1 and S. 

saprophyticus HF937252.1 strains, which are homologous to species found in soil.  

The CNS strains clustered in groups near the bottom of the phylogenetic tree are mostly 

strains found in artisanal salami, whereas the species at the top of the tree are mainly CNS 

strains found in commercial salami (Fig1).  

The close similarities between the S. saprophyticus AB697517.1 and KJ949606.1 

strains, the S. succinus KC329824.1, S. xylosuss AM882700.1, KC456590.1, CP008724.1 

strains, the S. saprophyticcus KJ004623.1 and KJ699151.1 strains and S. xylosus CP007208.1 

are supported by a bootstrap value of 100 %. The inter-species similarities were over 90 %, 

which demonstrates close phylogenies between these CNS strains. Suzuki et al., 2012 

demonstrated a bootstrap value higher than 90 % for interspecies similarities between S. 

saprophyticus, S. epidermides, S. hominis and S. carnosus. 

 

3.3 Genotypic and phenotypic characterization of CNS strains. Twelve distinct combinations of 

staphylococcal enterotoxins genes were found in the 15 CNS strains, comprising SEs A-E, G-J, 

and also the enterotoxin-like toxins (SELl) K-R and U (Table 2).  

Fifteen strains (79%) carried at least one gene encoding enterotoxins in their genomes. The 

seb and sec genes were the most predominant, harbored by 57% of the strains, followed by sea, 

carried by 50%, whereas the sed/seh/selm genes showed intermediate incidence harbored by 

33% of the strains, while sei/seln and tsH1 were found in 27% of strains. Finally, see, selj and 

selo showed low incidence (13%) and seg was carried by only 1 % of strains (Table 2).  

The relationships between superantigenic toxin genotypes and toxin gene-encoding mobile 

genetic elements in CNS strains were evaluated. Distinct combinations of SaPI and plasmids or 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/665386940?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YTHFDVJB01R
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plasmids and genes of egc operon enterotoxins were found in the CNS strains obtained from 

salami. 

Four strains presented only the classical enterotoxin genes, namely S. saprophyticus 

KJ004623.1 and HF937252.1, S. xylosus CP008724.1 and S. carnosus NR116434.1. Another 

strain, S. saprophyticus AB697717.1, presented only the newly-described enterotoxins seh, sei, 

selm and, finally, 10 strains presented a combination of classical and newly-described 

enterotoxin genes in their genomes, with at least one of each enterotoxin type (Table 2). 

Previous studies have shown that SEA is the most common toxin associated with 

Staphylococcus food poisoning, followed by SED and SEE, with SEH and SEI being 

considered as playing only a minor role (Pinchuk et al. 2010). Among the 15 enterotoxigenic-

strains found in salami, 73% of them harbored at least the sea gene, or combinations of these 

05 genes. Strains S. carnosus KJ862002.1, found in commercial salami and S. epidermidis 

KF600589.1, found in artisanal salami, carry 04 of these genes. The sea and seb enterotoxin 

genes are known to occupy the same locus on the chromosome, which may explain why these 

enterotoxins are commonly found together in food poisoning outbreaks (Moura et al., 2012). 

The combination of sea and seb genes was found in 05 strains: S. saprophyticus EU430992.1, 

S. carnosus KJ862002.1, S. hominis JX519988.1, S. saprophyticus KJ949606.1 and S. succinus 

KC329824.1. A single strain, S. carnosus, KJ862002.1 showed the combination of sea and sei 

genes. 

Additionally, some CNS are able to produce TSST-1 alone or in combination with other 

enterotoxins. Herein, 04 of the 19 strains (21%), S. saprophyticus EU430992.1, S. 

saprophyticus subsp. bovis KJ699151.1, S. xylosus CP008724.1 and KF198080.1, were shown 

to harbor the tstH1 combined to se and/or sel enterotoxin genes (Table 2).  

The staphylococci enterotoxins genes seg and sei (Monday & Bohach, 2001) are part of a 

chromosomal operon gene cluster (egc), comprising five genes designated selo, selm, sei, 

http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0001-37652014005030512&script=sci_arttext#B24
http://jmm.sgmjournals.org/content/58/1/13.full#ref-34
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seln and seg. Two of the CNS strains determined in the present study, S. saprophyticus 

EU430992.1 and S. hominis JX519988.1, were shown to carry the selm, seln and selo genes and 

the selm and seln sequences were detected in the genome of a single strain, S. saprophyticus 

subsp. bovis KJ699151.1. S. epidermidis KF600589.1 showed a combination of seg and sei 

genes and 03 strains harbored a single gene, sei or selm or seln, perhaps due to the high degree 

of genetic polymorphism in the chromosomal assembly (Thomas, 2006). Indrawattana et al., 

2013 detected the seg-sei-sem-sen-seo of  the highly prevalent egc locus was 26.1 % in contrast 

of these study 13 % CNS presents the combined of selm, seln and selo genes. 

The CNS strains clustered in groups near the bottom of the phylogenetic tree carried the 

classical enterotoxin genes, while the species at the top of the tree showed high diversity among 

the enterotoxin genes, combining the classical and the newly-described genes in their genomes 

(Fig. 1).  

 To assess the risk of staphylococcal food poisoning, the ability of the identified strains in 

harboring the se and sel genes and in expressing and producing enterotoxins in vitro was 

evaluated. The mRNA for each enterotoxin gene was evaluated by real time RT-PCR assays 

and enterotoxin content was estimated by a sandwich enzyme immunoassay for the combined 

detection of Staphylococcus enterotoxins (SET) A, B, C, D and E. 
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The fifteen enterotoxigenic CNS strains were able to express the classical enterotoxins 

SEA, SEB, SEC, SED, and SEE, in concentrations ranging from 0.3 ng mL
-1
 to 1.4 ng mL

-1
, as 

assessed by the in vitro assays (Table 2). The S. saprophyticus AB697717.1, KJ699151.1, 

JX490122.1, KJ004623.1, and HF937252.1 strains, S. xylosus KF198080.1 and S. carnosus 

NR116434.1 produced low amount of enterotoxins, lower than 0.5 ng mL
-1
. S. epidermidis 

KF600589.1, S. saprophyticus bovis KJ699151.1 and S. hominis JX519988.1 produced 

intermediate amount of enterotoxins, ranging from 0.7 to 0.90 ng mL
-1
, while S. sciuri 

JX966436.1, S. saprophyticus EU430992.1, S. carnosus KJ862002.1, S. xylosus CP008724.1 

and S. succinus KC329824.1 produced enterotoxins in concentrations europea Ó 1.0 ng mL
-1
.  

Although the sandwich enzyme immunoassay is considered the most sensitive method to 

detect SEA-SEE enterotoxins, able to detect 0.125 ng mL
-1

, differences in the specificity and 

sensitivity of the assays for the detection of staphylococcal enterotoxins from foods are 

expected (Pereira et al., 2009). A single strain, Staphylococcus spp KF135445.1, which harbors 

both the sea and seb genes, was unable to produce SEA-SEE enterotoxins. 

The mRNA levels evaluated by the real time RT-PCR assays for enterotoxins were 

detected in 12 of 15 strains (86%) (Table 2). Transcripts for the classical enterotoxins genes 

were detected when S. saprophyticus HF937252.1, S. carnosus NR116434.1, S. xylosus 

CP008724.1 and S. succinus KC329824.1 were assayed. Transcripts for newly described 

enterotoxins were observed in S. saprophyticcus JX490122.1, AB697717.1, S. sciuri 

JX966436.1, S. saprophyticus subsp. Bovis KJ699151.1 and S. hominis JX519988.1. Transcripts 

from both the classical and newly-described enterotoxins were detected in S. saprophyticus 

EU430992.1 and KJ949606.1 and S. epidermidis KF600589.1. 

No mRNA transcripts were obtained for S. saprophyticus KJ0046232.1 and S. carnosus 

KJ862002.1, although enterotoxin production was detected by the enzyme-linked 

immunosorbent tests (Table 2). 
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The 04 strains that carry tstH1 in their genome, S. saprophyticus EU430992.1 and 

KJ699151.1 and S. xylosus CP008724.1 and KF98080.1, were not able to produce mRNA for 

TSST-1 in the assay conditions.  

The production of classical enterotoxins in vitro (immunologic test) matched the results 

shown by real time RT-PCR assays for the following strains: S. saprophyticus JX490122.1, S. 

sciuri JX966436.1, S. saprophyticus EU430992.1, S. saprophyticus HF937252.1, S. 

saprophyticus subsp. bovis KJ699151.1, S. hominis JX519988.1, S. epidermidis KF600589.1 

and S. succinus KC329824.1.  

Ten strains, namely S. saprophyticus AB697717.1, S. saprophyticus EU430992.1, S. 

saprophyticus HF937252.1, S. saprophyticus KJ699151.1, S. saprophyticus KJ949606.1, S. 

succinus KC329824.1, S. hominis JX519988.1, S. xylosus KF198080.1and S. xylosus 

CP008724.1, S. epidermidis KF600589.1 expressed mRNA for multiple se and/or sel genes. 

There is a differential transcription among these genes, where the most frequent among the 

classical ones were seb and see/sea, transcribed by 04 and 02 strains, respectively, and the most 

frequent among the newly-described genes were sei and seh/seln/selo, transcribed by 03 and 02 

strains, respectively.  

No mRNA for the sec gene was detected, although S. saprophyticcus AB697717.1 was able 

to produce the enterotoxin in vitro, as detected by the ELISA assays. 

 

3.6 Antimicrobial Multi-Resistance of CNS Strains (MRCNS). Another safety hazard associated 

with CNS strains besides the ability of producing enterotoxins in food matrices is the 

antimicrobial resistance to antimicrobial agents commonly used to treat staphylococci 

infections. The antimicrobial resistance carried by CNS strains from food matrices can be 

spread to the population by the consumption of an apparently safe food. 
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Among the 19 CNS strains identified in salami, 14 showed multi-resistance to 

antimicrobial agents. Three strains showed the highest MAR indices, 0.93 and 0.80; 07 strains 

presented MAR indices varying from 0.66 and 0.46, and the remaining 04 strains showed MAR 

indices Ò 0.26 (Table 3).  

The 14 MRCNS strains were resistant to ɓ-lactams (oxacillin, penicillin and/or cefoxitin), 

and to vancomycin, corresponding to 73% of the total CNS strains identified, while 09 strains 

(64%) showed resistance to tetracycline and gentamicin, 08 strains (57%) were resistant to 

neomycin, erythromycin and chloramphenicol, 07 strains (50%) were resistant to 

sulfamethoprim, 05 strains (36%) were resistant to linezolid, 03 strains (21%) were resistant to 

rifampicin, 02 strains (14%) were resistant to ciprofloxacin and cefepime and  01 strain (7%) 

was resistant to clindamycin (Table 3).  

The multi-resistance of CNS strains demonstrated herein is consistent with previous 

studies on coagulase-negative and positive staphylococci that have found several resistant and 

multi-resistant Staphylococcus aureus strains in raw milk, meat and fermented meat products 

(Pereira et al., 2009).  

Surprisingly, the resistance to chloramphenicol is very similar to that estimated for 

MRCNS strains isolated from human clinical samples. Indeed, there is no direct correlation 

between the researched features and the origin of the staphylococci strains, since different 

virulence factors are widespread, such as antibiotic-resistance (Anacarso et al., 2013), 

reinforcing the fact that the ability of food matrices strains to produce SE and SEl and their 

multi-resistance character must be considered when evaluating the safety hazards of food 

poisoning. 

S. epidermidis KF600589.1 and S. hominis JX519988.1 showed the highest MAR indexes 

(0.93 and 0.80, respectively). These strains found in artisanal salami are homologous to strains 

isolated from human skin microbiota and should be carefully considered among the potential 
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pathogenic staphylococci found in food from animal origins, which can be caused by 

contamination by poor hygienic conditions during salami manufacturing.    

Depending on the conditions, some species of coagulase-negative staphylococci can 

present health risks, since they have shown resistance to antibiotics of therapeutic importance, 

such as beta lactams (Babic et al., 2011). However, multi-resistant strains like 

S. carnosus KJ1862002.1 and S. xylosus CP007208.1 and CP008724.1 were intentionally 

introduced in the food matrix, since they are part of the culture starter used in Italian-salami 

manufacturing. As previously discussed, food can be a reservoir of multi-resistant 

microorganisms that can spread by the consumption of an apparently safe food. Due to the 

intensive and indiscriminate use of antibiotics for human and veterinarian therapeutic purposes, 

multi-resistant staphylococci strains are being selected and reproduced in food matrices 

(Martín, et al., 2006). 

The cefetoxin and oxacillin disk diffusion tests are recommended for determining the 

resistance and susceptibility breakpoint for MRSA surveillance cultures (Broekema et al., 

2009). In this study, there was a good correlation between the disc test zone diameters for 

oxacilin and cefoxitin (Table 3). The MICs for ampicillin and methicillin/oxacillin/cefoxitin for 

all susceptible CNS strains were determined by the diffusion disc test, using 0.03 to 2 mg mL
-1

 

of each antimicrobial agent. 

S. saprophyticcus HF937252.1 showed an MIC of  to 0.03 mg mL
-1
 for methicillin, strains 

S. carnosus KJ862002.1, S. xylosus strains CP008724.1 and CP007208.1, S. saprophyticcus 

JX490122.1, S. hominis JX519988.1 and S. succinus KC329824.1 were resistant to 0.06 mg 

mL
-1
 and two strains, S. saprophyticus KJ699151.1 and S. saprophyticcus KJ004623.1 showed 

an MIC of 0.5 mg mL
-1
 (Table 4). Two of the methicillin-resistant strains, S. saprophyticcus 

KJ004623.1 and S. xylosus CP007208.1, harbor no enterotoxin gene. 
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Five strains, S. saprophyticcus JX490122.1, S. carnosus KJ862002.1, S. xylosus 

CP008724.1, S. xylosus KF198080.1, S. saprophyticcus KJ004623.1 showed an MIC for 

ampicillin of 0.03 mg mL
-1
, two strains, S. succinus KC329824.1 and S. saprophyticus 

KJ699151.1, showed an MIC of 0.25 mg mL
-1
, and S. hominis JX519988.1 showed an MIC of 

0.5 mg mL
-1
 (Table 4). S. saprophyticus KJ004623.1 also showed an MIC of 0.03 mg mL

-1
, but 

does not harbor enterotoxin genes. It is important to note that most of the CNS strains that 

showed resistance to ampicillin were also resistant to methicillin, as highlighted by the MIC 

tests. 

Five strains, S. saprophyticcus HF937252.1, S. saprophyticcus KJ699151.1, S. 

saprophyticcus JX 490122.1, S. saprophyticcus KJ004623.1, S. succinus KC329824.1 showed 

an MIC for vancomycin of 0.03 mg mL
-1
, one strain, S. xylosus CP008724.1, showed an MIC 

of 0.06 mg mL
-1
, one strain, S. saprophyticcus EU430992.1, showed an MIC of 0.25 mg mL

-1
, 

two strains, S. xylosus KF198080.1 and S. saprophyticcus AB697717.1, showed an MIC of 0.5 

mg mL
-1
 (Table 4). 

Additionally, five CNS strains, S. xylosus CP008724.1, S. saprophyticus JX 490122.1, S. 

succinus KC329824.1, S. saprophyticus KJ699151.1 and S. saprophyticcus KJ004623.1 that 

showed resistance to methicillin, as demonstrated by the MIC determinations (Table 4). 

 Previous studies have demonstrated that linezolid is active against Gram-positive bacteria, 

including methicillin-resistant staphylococci (Cercenado, Garrote & Bouza, 2001). In the 

present study, 05 strains showed linezolid resistance in the disc diffusion test, but it was 

impossible to establish MIC values for S. epidermides KF600589.1, Staphylococcus hominis 

JX519988.1 and Staphylococcus carnosus KJ862002.1. The remaining strains S. 

saprophyticcus EU430992.1 and S. xylosus CP007208.1 presented an MIC for linezolid of 

0.125 mg mL
-1
 and 0.25 mg mL

-1
, respectively.  
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The MIC of 0.03 mg mL
-1
 for penicillin are in accordance to the previous values estimated 

for resistant S. aureus strains found in several food matrices, such as meat, dairy products and 

ready-to-eat food (Aydin et al., 2011). 

There is still a lack of information on the antimicrobial resistance of staphylococci strains 

from food matrices, although they are the most worrisome vehicles of dissemination of 

antibiotic-resistant pathogens (Sergelidis, et al., 2014). 

The high resistance found for salami staphylococci strains can be ascribed to their 

inappropriate use as growth promoters of antimicrobial agents like oxacillin, vancomycin, 

chloramphenicol, neomycin and erythromycin, which are commonly used in veterinary 

medicine to treat infections (Phillips et al., 2004). Antimicrobial therapy of infections 

staphylococci is based on results of susceptibility tests in vitro (Darwish and Asfour, 2013). 

Methicillin-resistant coagulase-negative Staphylococcus spp. found in ready-to-eat products 

such as meats, fish and dairy products also offer risks and, although they are not classical food 

poisoning bacteria, their presence in food offers significant risks to public health due to the 

possible spread of antibiotic resistance (Chajecka-Wierzchowska, et al., 2014). 

The standardization of salami quality should include diagnostic methods to screen and 

quantify the presence of classical and newly-described enterotoxins directly in the food 

matrices as a routine procedure to be conducted by the meat product industry in Brazil.  

 The safety of salami consumption could also be enhanced by the inclusion of a 

microbial barrier such as the inclusion of probiotic strains producing natural antibiotics or 

competitive flora or even the addition of natural bioagents against spoilage or pathogenic 

microorganisms.  
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Table 1. Primers set for V5 16S rDNA sequencing and PCR/real time RT-PCR tests 

targeting the classical and newly-described staphylococcal enterotoxin genes  

 

 Sequences (5ô ï 3ô)          Gene   Amplicon 

(bp) 

  References 

SEAf  TTGGAAACGGTTAAAACGAA  sea 120  Johnson et al., 1991 

SEAr  GAACCTTCCCATCAAAAACA    

SEBf  TCGCATCAAACTGACAAACG seb 478 Johnson et al., 1991 
SEBr  GCAGGTACTCTATAAGTGCC    

SECf  GACATAAAAGCTAGGAATTT  sec 257 Johnson et al., 1991 
SECr  AAATCGGATTAACATTATCC     

SEDf  CTAGTTTGGTAATATCTCCT sed 317 Johnson et al., 1991 
SEDr  TAATGCTATATCTTATAGGG    

SEEf  TAGATAAAGTTAAAACAAGC  see 170  Johnson et al., 1991 
SEEr  TAACTTACCGTGGACCCTTC    

SEGf  TGCTATCGACACACTACAACC seg 704  McLauchlin et al., 2000 

SEGr  CCAGATTCAAATGCAGAACC    

SEHf  CGAAAGCAGAAGATTTACACG seh 495  McLauchlin et al., 2000 

SEHr  GACCTTTACTTATTTCGCTGTC    

SEIf  GACAACAAAACTGTCGAAACTG sei 630  McLauchlin et al., 2000 

SEIr  CCATATTCTTTGCCTTTACCAG    

SELJf  CAGCGATAGCAAAAATGAAACA  selj 426  Rosec & Gigaud., 2002 

SELJr  TCTAGCGGAACAACAGTTCTGA    

SELMf  CCAATTGAAGACCACCAAAG selm 517  Omoe et al., 2003 

SELMr  CTTGTCCTGTTCCAGTATCA    

SELNf  ATTGTTCTACATAGCTGCAA seln 682  Omoe et al., 2003 

SELNr  TTGAAAAAACTCTGCTCCCA    

SELOf  AGTCAAGTGTAGACCCTATT selo 534  Omoe et al., 2003 

SELOr  TATGCTCCGAATGAGAATGA    

SELKf  ATGAATCTTATGATTTAATTTCAGAATCAA  selk 545 Sergeev et al.,2004 

SELKr  ATTTATATCGTTTCTTTATAAGAAATATCG     

SELQf  GGAAAATACACTTTATATTCACAGTTTCA  selq 539 Sergeev et al., 2004 

SELQr  ATTTATTCAGTTTTCTCATATGAAATCTC    

SELRf  AATGGCTCTAAAATTGATGG selr 363 Holtfreter et al., 2007 

SELRr  TCTTGTACCGTAACCGTTTT    

SELUf  AATGGCTCTAAAATTGATGG selu 215 Holtfreter et al., 2007 

SELUr  ATTTGATTTCCATCATGCTC    

TSTH1f   ATGGCAGCATCAGCTTGATA  tstH1 350 Johnson et al., 1991 
TSTH1r  TTTCCAATAACCACCCGTTT    

16S rDNAf  ATA AGA CTG GGA TAA CTT CGG G 16SrDNA 500 Mason et al., 2001 

16S rDNAr  CTT TGA GTT TCA ACC TTG CGG TCG    

f-forward;  r-reverse 
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Table 2. Genotypic and phenotypic characterization of CNS strains from salami  

   Strains Identification and Characterization 

Origin of 

salami 
Staphylococcus species 

 

 Genotypic 
 

  Phenotypic 

 
GENBANK accession number and 

similarity (%)  
Number of 

strains 

(n=) 

Presence of enterotoxin genes 

 

mRNA 

detection 

Cts values mRNA 

semi-

quantitative 

evaluation 
 

Enterotoxins production 

(ng/mL) 

Comercial Staphylococcus spp. KF135445.1 (96) 
n=3 sea, seb - 

- - - 

 S. carnosus KJ862002.1 (96) 
n=2 sea, seb, sed, seh, sei, selj, - - - 1.2 ± 0.1 

 S. carnosus NR116434.1 (98) 
n=5 seb, sec, sed, see see 

             30±0.2 
5.2 0.3 

 S. saprophyticus AB697717.1 (98) 
n=6 seh, sei, selm sei, selm 

29.5±0.1;32±0.1 1.8;1.6 0.3 

 S. saprophyticus EU430992.1(99) 
n=2 sea, seb, selm seln, selo, tstH1 

seb, selm, 

selo 

35±1.0;31±0.3;30±0.3 
0.6;0.4;0.8 

1.3 ± 0.1 

 S. saprophyticus HQ699510.1 (97) 
n=3 - - 

- - - 

 S. saprophyticus JX490122.1 (99) 
n=3 sea, seh seh 30.2±0.4 2.4 0.5 ± 0.1 

 S. saprophyticus KJ004623.1 (96) 
n=3 Sec - 

- - 0.4  

 S. saprophyticus  KJ949606.1 (98) 
n=2 sea, seb, sec, seh sea, seb, seh 27±0.5;31±1.0;34.8±0.6 1.2;0.5;3.5 - 

 S. sciuri JX966436.1 (98) 
n=3 sed,sei 

sei 29.9±1.2 1.1 1.0 ± 0.1 

 S. xylosus AM882700.1 (97) 
n=1 - - 

- - - 

 S. xylosus  CP007208.1 (99) 
n=2 - - 

- - - 
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 S. xylosus CP008724.1(98) 
n=5 sea, tstH1 sea 30±0.4; 1.2 1.4  

 S. xylosus KC456590.1(98) 
n=5 - - 

- - - 

Artisanal S. epidermidis KF600589.1 (97) n=3 sec, sed, see, seg, seh, sei seb, see, sei -  0.7 ± 0.1 
 S. hominis JX519988.1 (97) n=3 sea, seb, sec, sed, selj, selm, seln,  selo, seln, selo 

30.3±1.0;32±1.0 0.2; 0.1 0.9 ± 0.1 

 S. saprophyticus HF937252.1 (97) n=4 Seb seb - - 0.5  

 S. saprophyticus subsp. Bovis KJ699151.1 (98) 
n=2 sec, selm, seln, selo, tstH1 

 seln, selo 33±0.1 3.5 0.9 ± 0.1 

 S. succinus KC329824.1 (99) 
n=3 sea, seb, sec, selj, seln seb, sec 

34±1.2; 28.5±1.2 0.1;1.0 1.3  

S. xylosus KF198080.1 (97) 
n=5 sec, selm, tstH1 

seb, seh 31±1.0; 29.4±0.5 0.8; 3.7 0.5 ± 0.1 

The presence of enterotoxin genes sea, seb, sec, sed, see, selg, selh, seli, selj, selk, selm, seln, selo, selq, selr, selu, tsst was  tested by PCR using specific sets ofprimers. 
mRNA transcripts for all enterotoxins genes were evaluated by real time RT-PCR testsin triplicates. 
16S rRNA was used to normalize enterotoxin expression levels.  
SEA-SEE enterotoxin production was evaluated by immune-sorbent assays (ELISA) using a detection kit (RIDASCREEN® SET A, B, C, D, E). Values are displayed as the means ± SD of assays performed 

in duplicate. 
mRNA semi quantification was performed in arbitrary units in comparision with the mRNA level for the same gene estimated using the reference strains.  
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Table 3. Multiple-resistance to antimicrobial as found in CNS strains from salami  
 

Origin of salami CNS strains  Antimicrobial agents resistance 
Multiple antimicrobialresistance  

(MAR) index* 

Comercial Staphylococcus spp. KF135445.1 CIP, CLO, CPM, GEN, NEO, OXA, PEN, SXT, TET, VAN  0.66 

Comercial S. carnosus KJ862002.1 CIP, GEN, LZD, NEO, OXA, SXT, TET  0.46 
Comercial S. saprophyticus AB697717.1 CFO, CLO, ERI, PEN, OXA, TET, VAN  0.46 

Comercial S. saprophyticus EU430992.1 CFO,  CLO, ERI, GEN,  LZD ,NEO, OXA, PEN, SXT, TET, VAN 0.80 

Comercial S. saprophyticus JX490122.1 CFO, CLO, ERI, GEN, NEO, PEN, OXA, SXT, TET, VAN 0.66 

Comercial S. saprophyticus KJ004623.1 CFO, OXA, PEN   0.20 

Comercial S. sciuri JX966436.1 CFO, CLO, GEN,, NEO, OXA,  PEN, TET  0.46 

Comercial S. xylosus CP007208.1 OXA,  LZD, PEN, VAN 0.26 
Comercial S. xylosus CP008724.1 CFO, CLO, ERI, GEN, NEO,  OXA, PEN, TET, VAN  0.60 
Artisanal S. epidermidis KF600589.1 CFO, CLI, CLO, CPM, ERI, GEN, LZD , NEO, OXA, PEN, RIF, SXT, TET 0.93 
Artisanal S. hominis JX519988.1 CIP, CPM, CPO, ERI,  GEN,  LZD, NEO, OXA, PEN, RIF, SXT, VAN  0.80 
Artisanal S. saprophyticus HF937252.1 CFO,  OXA, PEN, SXT 0.26 
Artisanal S. saprophyticus KJ699151.1 OXA, PEN, VAN 0.20 
Artisanal S. succinus KC329824.1 CFO, CLO, ERI, GEN, OXA, PEN, RIF, SXT, TET, VAN 0.66 
Artisanal S. xylosus KF198080.1 CFO, CLO, ERI, GEN, NEO, OXA, PEN, TET, VAN   0.60 

 
 

 
*The MAR index of an isolate is defined as a/b, where a represents the number of antimicrobials to which the isolate was resistant and b represents the number of antimicrobials to which the isolate was subjected. 
 S. aureus strains ATCC WB81 (sea), ATCC 13563 (sed), ATCC 27664 (see) showing a MAR index of 0.5 and S. aureus strains ATCC14458 (seb), ATCCWB72 (sec) and S. xylosus ATCC 29971 showing a MAR 
index of 0.3 were used as reference strains. 
CPM - cefepime, CFO - cefoxitin, CLO - chloramphenicol, CIP ï ciprofloxacin, CLI - clindamycin, ERI ï erythromycin, GEN ï gentamycin, NEO - neomycin, LZD ï linezolid, RIF - rifampicin, TET- tetracycline, 
OXA - oxacillin, PEN - penicillin, SXT- sulfamethoprim, VAN ï vancomycin.  
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Table 4. Minimal inhibitory concentration (MIC) of compounds used in antimicrobial therapy against Staphylococci infections. 

 
 
 
 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

The strains S. epidermidis KF600589.1 and Staphylococcus spp. KF135445.1 were not susceptible to the antimicrobial concentrations tested 

 

 

 

 

 

    MIC  

mg/mL  

 

Origin of salami GENBANK accession number 

and similarity (%)  
Methicillin  Ampicillin  

 

Vancomycin  Linezolid  

Comercial  S. carnosus KJ862002.1  0.06 0.03 - - 

 S. xylosus CP008724.1 0.06 0.03 0.06 - 

 S. saprophyticus JX490122.1 0.06 0.03 0.5 - 

 S. saprophyticus AB697717.1 - - 0.5 - 

 S. saprophyticus EU430992.1 - - 0.25 0.125 

  S. succinus KC329824.1 0.06 0.25 0.03 -               

Artisanal S. hominis. JX519988.1 0.06 0.5 - - 

 S. saprophyticus  HF937252.1 0.03 - - - 

 S. xylosus  KF198080.1  0.03 0.5 - 

 S. saprophyticus  KJ699151.1 0.5 0.25 0.03 - 

 S. saprophyticcus  KJ004623.1 0.5 0.03 0.03 - 

 S. xylosus  CP007208.1 0.06 - - 0.25 
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Legends 

Fig 1. Phylogenetic tree generated from the multiple alignment of 16S rDNA sequences of CNS strains found in salami using the ClustalX 2.0 software. The 

phylogenetic was construceted by using the Mega 6.0 software and unweighted pair group method (UPGMA). Bootstrap values ranged from 0.0 to 0.4. Strains 

found in commercial (ȹ) or artisanal salami (O). 

 

Fig 2. Uniplex, duplex and multiplex-PCR screening to detecting  the enterotoxin genes in CNS strains from salami 

 

Panel A: Lane M, 100bp DNA ladder plus (Fermentas, Foster City, CA, USA); lane 1, S. aureus ATCC 29231 harboring sea gene; lane 2, S. aureus NCTC 10654 

harboring seb gene; lane 3, S. aureus ATCC19095 harboring the sec gene; lane 4, S. aureus ATCC 13563 harboring the sed gene; lane 5, S. aureus ATCC 27664 

harboring the see Gene.   

Panel B: Lane M 100 bp DNA ladder plus; lane 1, Staphylococcus spp.; lane 2, S. carnosus NR116434; lane 3, S. carnosus KJ862002; lane 4, S. carnosus 

KJ862002, lane 5 S. carnosus KJ862002.1 

Panel C: Lane M 100 bp DNA ladder plus; lane 1, S. aureus ATCC 19095 harboring seg seh sei genes 

Panel D: Lane M 100 bp DNA ladder plus; lane 1, S. saprophyticcus AB697717.1; lane 2, S. epidermides KF 600589.1; lane 3, S. sciuri JX966436.1 

Panel E:  Lane M 100 bp DNA ladder plus; lane 1, S. xylosus KF198080.1; lane 2, S. saprophyticcus KJ699151.1.  

Panel F:  Lane M 100 bp DNA ladder plus; lane 1, S. aureus  ATCC 27154  harboring selj, slem, seln and selo genes  

Panel G: Lane M 100 bp DNA ladder plus; lane 1, S. xylosus KF198080.1, lane 2, S. saprophyticus subsp. Bovis KJ699151.1.  

 

 

Fig S1.  Frequency of each species among the coagulase-negative Staphylococcal microbiota found in salami  

 

Fig S2.  Frequency of enterotoxins genes found in CNS strains from salami 

 

 

Fig S3. Phylogenetic trees generated from the multiple alignment of 16S rDNA sequences from 62 strains CNS identified of strains of salami obtained by the 

Clustal X 2.0 software using Mega 6.0 and the unweighted pair group method (UPGMA). Bootstrap values ranged from 0.0 to 0.3. 
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