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RESUMO

Staphylococcus aureus é o microrganismo mais isolado nos casos de mastites bovina e destaca-
se por possuir resisténcia aos tratamentos com antimicrobianos convencionais e devido ao seu
potencial em produzir toxinas causadoras de doencas. O objetivo desse trabalho foi detectar a
presenca dos genes de enterotoxinas e da toxina da Sindrome do Choque Toéxico dos
Staphylococcus aureus isolados do leite de animais em mastite clinica. Foram analisadas 75
amostras de S. aureus do banco de germoplasma do Laboratério de Microbiologia Médica
Veterinario da Universidade de Brasilia. As amplificacbes obtidas apresentaram valores
maiores que o esperado para 0s genes de enterotoxinas. Foram identificados entre os isolados
de S. aureus um percentual de 10,68% de amplificagdes com utilizacdo de primers
isoladamente (uniplex) e ndo houve amplificagdes em combinacdo com diferentes primers
(multiplex). Analisando a PCR-uniplex, houve maior numero de amplificacdes da enterotoxina
SEA, presente em 8% dos isolados. Os genes SEB e SEC, foram detectados em 1,34% das
amostras e 0s genes SED e TSST-1 ndo apresentaram nenhuma amplificagdo nesse estudo. O
tamanho do fragmento para SEA foi de 1.200 pb em 4 amostras amplificadas, 1 amostra com
800 pb e outra com 620 pb. Em relacdo a SEB e a SEC, houve apenas amplificacdo de uma de
suas amostras, com tamanho da banda de 1.200 pb e 1100 pb respectivamente. O conhecimento
do perfil molecular dos S. aureus auxilia em estudos epidemioldgicos de infeccBes
intramamarias de rebanhos leiteiros e conhecendo o potencial toxigénico das estirpes de S.
aureus, corrobora para prevenir e controlar as infeccbes nos rebanhos para melhorar a

qualidade dos produtos oferecidos a populacéo.

Palavras-chave: Mastite, Staphylococcus aureus, enterotoxinas, TSST-1.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is the most frequently isolated organism in cases of bovine mastitis and
stands by having resistance to conventional antibiotic treatments and due to its potential to
produce toxins that cause diseases. The aim of this study was to detect the presence of
enterotoxin genes and the Toxic Shock Syndrome toxin gene of Staphylococcus aureus isolated
from the milk of animals with clinical mastitis. Seventy-five samples of S. aureus, from the
gene bank of the Medical Veterinary Microbiology Laboratory of the University of Brasilia,
were analysed. The obtained amplifications showed higher values than expected for the
enterotoxin genes. We identified 10.68% amplifications when using singly primers (uniplex),
but there were no amplification when combining different primers (multiplex). Analyzing the
uniplex PCR, there were more amplifications of the SEA enterotoxin gene (8% of the isolates).
The SEB and SEC genes were detected in 1.34% of the samples and the SED and the TSST-1
genes showed no amplification in this study. The size of the SEA fragment was 1.200 pb in 4
amplified samples, 800 pb in 1 sample and 620 pb in another one. Regarding the SEB and the
SEC genes, there was the amplification of only one of the samples, that had a band size of 1.200
pb and 1100 bp, respectively. Knowledge about the molecular profile of S. aureus assists in
epidemiological studies about mammary infections of dairy herds. Moreover, knowledge about
the toxigenic potential of S. aureus strains helps to prevent and control infections in herds in
order to improve the quality of the products offered to the population.

Key words: Mastitis, Staphylococcus aureus, enterotoxins, TSST-1.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa o quinto lugar mundial em producado leiteira, produzindo em 2015 cerca
de 26.300 toneladas de leite (USDA, 2015). A pecuaria leiteira € no meio rural umas das
atividades mais tradicionais, que contribui principalmente para movimentar a economia de
pequenas e médias cidades brasileiras e, consequentemente, a economia nacional (BRASIL,
2014).

O leite é um alimento de alto valor nutricional, como importante fonte de proteina,
energia, calcio, fésforo e vitaminas. Contudo, a qualidade do leite pode ser prejudicada por
varios fatores, tais como manejo alimentar, reprodutivo e sanitario inadequado, falhas na
armazenagem e processamento do leite, e incidéncia de doencas no rebanho, que também
exercem forte influéncia na baixa produtividade leiteira (NIELSEN, 2009). As principais razdes
para essa baixa produtividade incluem também o baixo nivel de instrucdo dos produtores,
dificultando a adequacdo aos padrdes de qualidade, e por vezes, a falta de assisténcia técnica
(IBGE, 2006).

A mastite bovina constitui uma doenca infecciosa associada a problemas sanitarios de
grande interesse para produtores leiteiros. Sua incidéncia gera custos elevados que incluem
custos veterinarios, reducdo da producdo e da qualidade de leite, rejeicdo do leite no curso de
tratamento e risco de abate do animal. Esses aspectos geram um grande problema em toda
cadeia produtiva do leite, diminuindo a rentabilidade do empreendimento (SEEGERS et al.,
2003; PETROVSKI et al., 2006, COSTA, 2008).

A ocorréncia desta enfermidade estd vinculada & triade epidemioldgica: animal
(hospedeiro), agente etioldgico e meio ambiente, fazendo desta uma enfermidade multifatorial.
Essa infeccdo pode apresentar fatores de riscos individuais ou ambientais. Nos fatores
individuais, estéo incluidos os mecanismos de defesa do animal e a anatomia do teto e do Ubere.
Os ambientais estéo relacionados com o tipo de alimentacao, limpeza das instalagdes, clima da
regido e a viruléncia dos agentes etiolélogicos (WHIST et al., 2006; CASSOL, 2010).

Além do impacto econbémico da mastite, ela também tem reflexos na salde publica,
pois ha diversos relatos do seu envolvimento em casos de intoxicagfes alimentares. O leite é
um meio de cultura ideal para crescimento de microrganismos oriundos de infeccdes

intramamarias, e esses patdgenos liberam toxinas que frequentemente estdo associadas as
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patologias gastrointestinais humanas. O leite pode ainda conter residuos de antibidticos que
podem ser originarios do tratamento da mastite ou de outros processos infecciosos (CUNHA;
CUNHA, 2007).

A mastite altera a composi¢cdo e as caracteristicas fisico-quimicas do leite,
principalmente no teor de lactose, gordura e proteina, acompanhada ainda por um aumento na
contagem de células somaticas (CCS). Com o aumento na CCS, a composicdo do leite, a
atividade enzimatica, o tempo de coagulacdo, a produtividade e a qualidade dos derivados
lacteos também séo influenciados negativamente (BRITO et al., 1999; PETROVSKI et al.,
2006; TOZZETTI; BATAIER; ALMEIDA, 2008).

Faz-se necessario o conhecimento das alternativas modernas de diagnostico, bem
como dos aspectos envolvidos na epidemiologia dos casos, para que medidas mais adequadas
de controle para a doenca possam ser adotadas nos rebanhos nacionais. E relevante também a
necessidade de melhoria da qualidade do leite e derivados produzidos no Brasil, de modo a
atender os requisitos de qualidade do mercado internacional (COSTA, 2008).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mastite Bovina

A mastite é uma inflamacdo da glandula mamaria mais comum em gado leiteiro,
causada por trauma ou lesdo no Ubere e irritagcdo quimica, verificando-se um aumento de
proteinas plasmaticas e células leucocitarias sanguineas mobilizadas do sangue para o tecido
mamario. A reacdo inflamatéria € um mecanismo de defesa para eliminar o agente agressor,
neutralizar suas toxinas e auxiliar no reparo dos tecidos produtores de leite (WANG et al., 2009;
GUIMARAES, 2013). Varios microrganismos podem causar a mastite, porém as bactérias s3o
as mais comuns (KERRO-DEGO et al., 2002; PELES et al., 2007). Segundo LeBlank et al.
(2006), trata-se de uma doenga de cunho multifatorial que tem nas inter-relagdes entre o
hospedeiro, 0 ambiente e 0s agentes infecciosos os fatores determinantes para sua ocorréncia.

Conforme sua forma de manifestacéo, a mastite pode ser dividida em dois grupos. A
forma clinica apresenta visiveis mudancas no tecido mamario e alguns efeitos sistémicos, como
edema, hipertermia, endurecimento e dor da glandula mamaria e/ou aparecimento de grumos,
pus ou alteracdes das caracteristicas do leite. A forma subclinica se caracteriza por alteragdes

na composic¢do do leite, porém ndo evidentes, as quais as principais alteragcdes destacam-se o
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aumento da contagem de células somaéticas, proteinas séricas e diminui¢do do percentual de
caseina, gordura sélido total e lactose do leite (SINGH; BANSAL, 2004; ISMAIL et al., 2010).

As mastites podem ser classificadas em ambientais e contagiosas, de acordo com 0s
microrganismos causadores do processo inflamatorio (SANTOS; FONSECA, 2007). Destas, as
segundas sdo as mais importantes, por acometerem o maior nimero de matrizes produtivas, que
provocam a forma subclinica de elevada incidéncia, de alta contagiosidade e de dificil controle
com antimicrobianos. Segundo Aires (2010), a invasdo e a lesdo tecidual da glandula mamaria
por microrganismos inicia uma resposta inflamatéria com trés sinais clinicos evidentes, que
incluem mudancas na aparéncia e composi¢do do leite, aléem de elevadas contagens de células
somaticas (CCS) e grande reducdo do volume produzido, provocando grande impacto
econdmico.

De acordo com a sua gravidade, a mastite pode ser classificada ainda em clinica
subaguda, aguda ou superaguda, mastite cronica e ndo especifica. Na subaguda, a inflamacéo é
ligeiramente clinica, pois os sintomas incluem apenas pequenas alteracdes no leite, porém o
quarto afetado pode apresentar um pequeno edema e sensibilidade ao toque e a vaca apresenta
sinais sistémicos. Ja na forma aguda, o aparecimento dos sintomas é muito subito e o leite
aparece grosseiramente anormal. Dentre os sintomas temos o aumento da temperatura retal,
apatia, perda de apetite, aumento da frequéncia de pulso, reducdo da fungédo ruminal, tremores,
fraqueza, desidratacdo, diarreia e depressdo. A mastite clinica superaguda € rara, mas é
caracterizada por um inicio muito rapido e seus sintomas incluem os da forma aguda, sendo
aqui muito mais graves, pois incluem ainda fibrose no Ubere, perda da coordenagdo muscular,
septicemia, extremidades frias e reducéo de reflexo na pupila (PHILPOT; NICKERSON, 2000;
RADOSTITS et al., 2007).

Quando as formas clinicas ocorrem em longa duracao, a mastite pode se tornar cronica
ou pode comecar como uma infec¢do subclinica com intermitentes crises de episodios clinicos.
Os sintomas incluem o desenvolvimento progressivo de tecido cicatricial, alteragdes na forma
e tamanhos do quarto afetado e reducdo na producéo de leite. As formas ndo especificas também
sdo referidas como mastites ndo bacterianas e é caracterizada por um aumento na CCS, mas o
microrganismo casual ndo pode ser cultivado a partir de amostras de leite. Elas podem resultar
de trauma fisico na glandula mamaéria, irritacdo quimica apos a infusdo de produtos de
tratamento ou problemas no maquinario de ordenha (PHILPOT; NICKERSON, 2000;
RADOSTITS et al., 2007; DOHOO et al., 2011)
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2.2 Agentes etioldgicos causadores da mastite infecciosa

A literatura relaciona o envolvimento de diversos grupos de microrganismos na
etiologia das infec¢bes intramamarias de bovinos, representados por virus, algas, fungos, e,
principalmente, as bactérias. A gravidade da mastite varia dependendo da espécie bacteriana,
da dose infectante e também da patogenicidade do agente envolvido. Os microrganismos que
comumente causam mastite podem ser divididos em dois grupos, baseados na sua origem:
patdgenos contagiosos e patégenos ambientais (AIRES, 2010; LANGONI et al. 2011).

O grupo dos patdgenos contagiosos de maior importancia compreende Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e ainda varios patdgenos
“menores”. Estes patdgenos denominados menores, geralmente estdo envolvidos em infec¢des
subclinicas de menor severidade. Ja S. aureus frequentemente causa mastite severa e destaca-
se como 0 microrganismo causador de mastite contagiosa de maior ocorréncia nos rebanhos
mundiais (ZECCONI; HAHN, 2000; BUITENHUIS et al., 2011; MOTA et al., 2011).

Jano grupo de bactérias causadoras de mastites ambientais, destacam-se Streptococcus
uberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus equinus, Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Citrobacter spp., Enterobacter spp. e Pseudomonas spp. Entre os coliformes, a E. coli é a mais
prevalente e grave, porque geralmente resulta em casos agudos decorrentes de um quadro
causado por toxinas, causando mais frequentemente, casos de mastite clinica (BUITENHUIS
etal., 2011; LANGONI et al. 2011).

Os fungos e leveduras também séo capazes de causar a mastite bovina, onde ha registro
de casos esporadicos de microrganismos de origem ambiental com sua presenca. Em relacdo a
mastite micotica, as leveduras sdo frequentemente causas de infec¢des da glandula mamaria. A
maioria dos casos ocorre sob a forma de surtos localizados e/ou apds tratamento com
antimicrobianos. Os principais géneros envolvidos sdo Candida e Cryptococcus, além de outros
como Geotrichum, Pichia e Trychosporon, que vivem no ambiente dos animais leiteiros, tais
como na pele do teto, nas médos dos ordenhadores e em Vvarios substratos organicos
(SPANAMBERG et al., 2009).

2.3 Patogenia

Os agentes etioldgicos penetram no Ubere através do canal do teto, multiplicam-se ali
e progridem em direcdo aos seios lactiferos, ductos coletores e alvéolos. Os microrganismos

invasores causam uma resposta inflamatoria, seguida de migracao leucocitaria para o Ubere e
15



edema. A resolucdo da infeccdo pode resultar em fibrose, formagéo de abscessos ou atrofia
glandular (OGILVIE, 2000, AIRES, 2010).

2.4 Diagnostico da mastite bovina

O diagndstico para a mastite clinica é através de teste direto que se inicia com a
inspecdo visual da glandula mamaria, observando se ha inflamacdo do Ubere, coloracdo e
diferencas de tamanho entre os quartos mamarios. O exame do leite pode ser feito através da
prova da caneca telada de fundo escuro (Teste Tamis), utilizando-se os primeiros jatos de leite
da ordenha, onde se deve observar as caracteristicas macroscépicas do leite para detec¢do de
anormalidades como a presenca de grumos, codgulos, pus, sangue e alteracGes na coloragédo
normal do leite. Esse teste, se precocemente empregado, podera aumentar as chances de cura e
menor descarte de leite (COSTA, 2008; ROSA et al., 2009).

Para o diagndstico da mastite subclinica é necessario realizar exames microbioldgicos
e a utilizacdo de testes complementares baseados no contetdo celular do leite. Dessa maneira,
a forma subclinica pode ser detectada indiretamente atraves do California Mastitis Test (CMT)
e diretamente pela contagem de células somaticas no leite. Estas sdo compostas basicamente
por dois tipos de células: células de descamacdo do epitélio secretor e leucdcitos de origem do
sangue. As células epiteliais sdo oriundas da descamacéo normal do tecido de revestimento e
secretor interno da glandula mamaria, e correspondem a cerca de 2 a 25% do total de CCS da
amostra (SANTOS; FONSECA, 2007; COSTA, 2008).

O teste CMT ¢ bastante pratico e um indicador sensivel da presenca de inflamag&o no
Ubere, mas ndo é capaz de distinguir as possiveis causas da inflamagéo. Esse método envolve a
reacdo de um detergente anibnico capaz de emulsificar os lipidios das membranas dos
leucdcitos presentes no leite e libera 0 DNA, ocasionando uma gelificacdo que sera
proporcional a quantidade de DNA na amostra e classificada em distintos escores, conforme as
intensidades do processo inflamatério (PARDO, 2007; COSTA, 2008). Schalm e Noorlander
(1957) descreveram faixas de contagens de células somaticas de acordo com o grau de
gelatinizacdo da solucéo de leite com o reagente especifico. Essas faixas de contagem de acordo
com cada graduagdo de CMT, séo classificadas em cinco escores: a) negativo (de 0 a 200.000
células/ml); b) tragcos ou suspeito (150.000 a 500.000 células/ml); 1+ (400.000 a 1.500.000
células/ml); 2+ (800.000 a 5.000.000 células/ml); e 3+ (com mais de 5.000.000 células/ml).

A contagem eletrdnica de células somaticas no leite é considerada a mais confiavel e

a forma moderna de diagnostico de mastite aceita internacionalmente, como critério de
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avaliacdo da sanidade da glandula mamaria da vaca e, consequentemente, qualidade do leite. A
contagem de células somaticas individual (CCSI) é um recurso laboratorial comumente
empregado para o diagnostico da mastite subclinica, enquanto a contagem de células somaticas
do leite do tanque (CCSLT) é um parametro utilizado para se estimar o indice de mastite
subclinica presente no rebanho e as perdas de producdo (RUEGG, 2006; COSTA, 2008).

A CCS pode ser determinada utilizando-se o contador eletronico de células somaticas
em que as amostras de leite tém os nucleos das células coradas e expostas a um raio laser,
refletindo luz vermelha (fluorescéncia) e os sinais sdo transformados em impulsos elétricos
detectados por um fotomultiplicador e transformados em nimero de células/mL (ZAFALON et
al., 2008). De acordo com Cassoli e Machado (2007), CCSls entre 100.000 e 200.000 sao
consideradas normais, enquanto que escores superiores a 200.000 constituem um forte indicio
da mastite subclinica.

Além desses métodos, € recomendado utilizar exames microbiol6gicos do leite para a
identificacdo dos agentes etioldgicos envolvidos, para a implantagdo de procedimentos
terapéuticos e estratégias de controle e profilaxia adequados (FONSECA; SANTQOS, 2000).
Essa técnica é considerada padrdo para estabelecer o estado sanitario da glandula mamaria em
relacdo a ocorréncia das infec¢es. Segundo Brito et al. (1999), as amostras de leite devem ser
consideradas microbiologicamente negativas somente apds duas ou trés analises, pois 0s
resultados podem gerar falso-positivos ou falso-negativos devido a eliminagédo intermitente do
agente microbiano, a presenca de residuos de sanitizantes ou antibidticos. Apos a identificacdo
dos microrganismos através de testes bioquimicos, é necessario realizar o perfil de resisténcia
aos antimicrobianos, pois além de mostrar a sensibilidade antibidtica, auxilia no
estabelecimento de clones bacterianos no rebanho (REBHUN, 2002; COSTA, 2008).

2.5 Importancia econdémica da mastite bovina

A mastite bovina permanece como a doenca infecciosa de maior prevaléncia e
relevancia econdémica em bovinos leiteiros em todos os continentes, e apesar de tantos avangos
para sua prevencao, seus agentes causadores ainda possuem a vantagem de sofrer mudancas
rapidas na resposta infecciosa intramamaria que facilita sua dissemina¢do (KREWER et al.,
2013).
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Os impactos negativos dessa patologia afetam todo o rebanho leiteiro, onde seus custos
diretos sdo justificados pela reducédo da producdo e qualidade do leite, descarte de leite, gastos
com veterinarios e medicamentos. Os indiretos nem sempre sdo perceptiveis pelo criador, que
incluem a reducdo da fertilidade, possivel risco de abate e ocasionalmente a mortalidade
(COSTA, 2008; NIELSEN, 2009; SIMOES; OLIVEIRA, 2012). Além desses aspectos,
também ocorre baixo rendimento industrial, pois verificam-se alteracfes nas caracteristicas
fisico-quimicas do leite, tais como a reducdo dos teores de caseina, gordura e 0 aumento da
contagem de células somaéticas, ocasionando depreciacdo no valor nutricional e das
caracteristicas sensoriais do produto (SANTOS; FONSECA, 2007; COSTA, 2008; AIRES,
2010).

2.6 Importancia de saude publica da mastite

O leite é um alimento de grande valor nutricional, se tornando um meio de cultura
propicio para o crescimento de diversos microrganismos, em decorréncia de processos
infecciosos instalados na glandula mamaria ou de contaminacdo oriundas da ordenha, em
virtude de falhas na coleta, estocagem ou processamento. Portanto, sdo frequentes os casos de
doencas associadas ao consumo de leite cru ou de derivados contaminados com microrganismos
patogénicos (COSTA, 2008; SOUZA, 2010).

Dentre os diversos tipos de agentes patogénicos envolvidos em doencas e surtos de
intoxicacdo alimentar por leite e derivados, Staphylococcus aureus destaca-se devido a sua
grande prevaléncia e por suas toxinas causadoras de gastrenterites alimentares (FUSCO, 2011).
O S. aureus também possui resisténcia aos tratamentos com antimicrobianos convencionais, 0
que facilita sua aderéncia aos tecidos mais profundos da glandula mamaria, dificultando a acédo
de antibioticos e, consequentemente, permite a manifestacdo da doenca de forma crénica
(ARAGON-ALEGRO et al., 2007; PELISSER et al., 2009).

A intoxicacdo causada por S. aureus manifesta-se logo apos a ingestdo do alimento
contaminado com enterotoxinas pré-formadas (BASTOS, 2013). Geralmente, 0s surtos tém
inicio abrupto e com sintomatologia intensa caracterizada por nauseas, vémitos, colicas,
prostracdo, pressao baixa e temperatura subnormal (DUQUENNE et al., 2016). O periodo de
incubacéo e a severidade dos sintomas dependem da quantidade de enterotoxina ingerida e da
susceptibilidade do individuo (SANTQOS, 2014). Staphylococcus aureus também produz outras
toxinas como a toxina-1 da Sindrome do Choque Tdxico (TSST-1), caracterizada por febre,

hipotensao, lesbes cutaneas e envolvimento multiorganico (LUZ, 2008).
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No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, foram registrados 209.240 casos de
intoxicacdo alimentar entre 2000 e 2015, dos quais 3,4% dos casos eram de intoxicacdo por
leite e derivados e 7,7% o S. aureus era 0 agente etioldgico (BRASIL, 2015b). Estes dados,
possivelmente subestimados devido a falta de notificacdo dos surtos, demonstram a relevancia
das medidas de controle sanitario dos alimentos destinados ao consumo humano,

particularmente das matérias primas de origem animal.

2.7 Importancia dos Staphylococcus aureus na mastite

Staphylococcus aureus é o0 agente etioldgico da mastite contagiosa de maior ocorréncia
nos rebanhos mundiais e de dificil tratamento, devido & sua elevada resisténcia aos
antimicrobianos (ZECCONI; HAHN, 2000; TAPONEN; PYORALA 2009; MOTA et al.
2012).

O S. aureus coloniza o epitélio do teto, fixa-se nas células epiteliais da glandula
mamaria, e internaliza-se, tornando mais dificil a atuacdo dos antimicrobianos. As glandulas
infectadas diminuem a producdo de leite por destruicdo permanente do parénquima celular,
surgindo zonas de fibrose e abscessos na glandula mamaria (REBHUN, 1995). O sistema de
defesa tenta manter as bactérias em um compartimento Unico onde tera a acdo dos leucdcitos,
porém esses microrganismos sao lancados para outros tecidos gerando novas infecgdes
(PHILPOT; NICKERSON, 2000).

2.8 Historico dos Staphylococcus aureus

Staphylococcus foram descritos pela primeira vez em 1880 pelo cirurgido escocés
Alexandre Ogston, em pus de abscessos cirurgicos, e atualmente € um dos microrganismos mais
comuns nas infec¢bes piogénicas em todo o mundo. O nome da espécie foi descrito por
Rosembach em 1884, onde prop6s a nomenclatura dos S. aureus de acordo com a coloracéo
amarela de suas colbnias, que as denominou como “aureus” que significa “dourado”
(SILVEIRA-FILHO, 2007; TORTORA et al., 2008).

2.8.1 Caracterizacao dos Staphylococcus aureus
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Os estafilococos sdo bactérias Gram-positivas, com didmetro de cerca de lum,
imdveis, dispostos em cachos irregulares, mas observa-se também a presenca de cocos isolados
e aos pares. Sao anaerobios facultativos, fermentadores de glicose e maltose, catalase positiva,
oxidade negativas, ndo formam esporos e produzem pigmentacédo e a-hemolise (HOLT et al.,
1994; QUINN et al., 1994; JAY, 1996).

O S. aureus possui bom crescimento em agar sangue de carneiro 5% por 24 horas, sao
tolerantes a concentracao de 10% de NaCl, sdo mesofilas apresentando temperatura com limite
de crescimento entre 7,0 a 48,0 °C e uma temperatura 6tima de 35 a 37 °C. O pH para
crescimento 6timo é de 6,0 a 7,0, com limites de minimo e mé&ximo de 4,0 a 9,8 respectivamente
(ADAMS; MOSS, 1997; SANTOS; FONSECA, 2007; LUZ, 2008).

2.8.2 Habitat do microrganismo

Os Staphylococcus aureus estdo amplamente distribuidos na natureza, normalmente
associados a colonizacdo assintomatica da pele, cavidade nasal, glandulas mamaérias,
membranas e mucosas e pode ser transitorio no trato intestinal. No entanto, varios fatores do
hospedeiro podem predispor individuos & infeccdo, como o rompimento das barreiras das
mucosas ou deficiéncia no sistema imunoldgico (GORWITZ, 2008; MILLER; DIEP, 2008;
CHAMBERS; DELEO, 2009), originando desde lesGes superficiais na pele como bolhas,
abscessos, acnes e furunculos ou até doencas de maior gravidade como pneumonia,
osteomielite, endocardite, miocardite, meningite e infec¢bes do trato urinario. Varias das
infeccOes sdo enddgenas, mas a sua sobrevivéncia prolongada em ambientes permite a
transmisséo indireta (QUINN et al., 2005; CHAMBERS; DELEO, 2009).

2.8.3 Enterotoxinas estafilocécicas

Staphylococcus aureus pode apresentar multiplas enterotoxinas com pesos
moleculares semelhantes, como também propriedades bioldgicas e fisico-quimicas distintas.
Séo secretadas no meio onde a bactéria se encontra, sendo sollveis em agua e solugdes salinas.
Sua estrutura é rica em lisina, acido aspartico e tirosina. A maioria delas possui uma alca de
cistina requerida para sua conformacdo apropriada e que est4 provavelmente envolvida em sua

atividade emética. Ha presenca de epitopos especificos que distinguem umas das outras, assim
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diferentes cepas enterotoxigénicas podem expressar toxinas antigenicamente distintas com
atividades bioldgicas similares (PINCHUK et al., 2010; SANTILIANO et al., 2011).

As enterotoxinas sdo proteinas de baixo peso molecular, variando de 26.900 a 29.600
daltons (Da), também conhecidas como toxinas pirogénicas, resistem a muitas enzimas
proteoliticas como pepsina e tripsina, explicando sua atividade no sistema digestivo (LE LOIR
et al., 2003; PELES et al., 2007). S&o altamente estaveis ao aquecimento a 100°C durante 30
minutos, ndo sendo inativadas pela pasteurizacdo e outros tratamentos térmicos usuais
(HOLECKOVA et al., 2002; SENGER e BIZANI, 2011).

As enterotoxinas estafilococicas (SE) funcionam ndo s6 como potentes toxinas
gastrintestinais, mas também séo consideradas superantigenos, por estimularem uma resposta
policlonal inespecifica de células T e a liberacdo aumentada de citocinas, causando toxicidade
sistémica e supressdo da resposta imune adaptativa, os quais prolongam a infeccdo bacteriana.
Os superantigenos ligam-se simultaneamente as moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) de classe Il e aos receptores de células T,
independentemente de suas especificidades de ligacdo a peptideos, formando um complexo
trimolecular, que induz a proliferacdo demasiada de células (CUNHA; CALSOLARI; JUNIOR,
2007; ANDRADE, 2008).

As enterotoxinas sdo designadas com uma letra do alfabeto na ordem de sua
descoberta e sdo classificados com base em suas diferencas soroldgicas em SEA, SEB
(CASMAN et al., 1963), SEC (BERGDOLL et al., 1965), SED (CASMAN et al., 1967), SEE
(BERGDOLL etal., 1971), SEG (MUNSON; BETLEY, 1991), SEH (SU; WONG, 1995), SEI
(MUNSON et al., 1998), SEJ (ZHANG et al., 1998), SEK (ORWIN et al., 2001), SEL
(JARRAUD et al., 2001), SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER e SEU (BALABAN; RASOOLY,
2000; STEPHAN et al., 2001; ZSCHOCK et al., 2005). Estas sdo divididas em enterotoxinas
classicas (SEA-SEE) e novas enterotoxinas (SEG-SEU), cujos genes ja foram descritos
(CUNHA, 2007; BOYNUKARA et al.; 2008 ANGELO, 2010). Além das enterotoxinas, existe
uma toxina previamente designada como enterotoxina F, que atualmente é conhecida como
responsavel pela Sindrome do Choque Toxico e ndo por enterite (LINDSAY et al., 1998;
FORSYTHE, 2002).

Os genes que codificam as enterotoxinas podem ser carreados por plasmideos (sed e
selj), bacteridfagos (sea e see), cromossomos (seb, sec, seh, sei, selk, sell, selm, seln, selo, selp
e selq) ou estarem presentes em ilhas de patogenicidade, como ocorre com sec, seb, selk e selq.

Além disso, os genes codificadores de seg, sei, selm, seln e selo estdo agrupados em um cluster
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denominado egc (cluster gendémico de enterotoxinas) (LETERTRE, 2003; GOMEZ et al., 2007;
DUQUENNE et al., 2016).

Segundo El-Huneidi et al. (2006), as ilhas de patogenicidade e a maioria dos elementos
genéticos codificadores de enterotoxinas podem ser transmitidos horizontalmente entre as
estirpes de S. aureus, embora, 0s genes para as SE ndo estejam distribuidos uniformemente
entre elas. A expressdo da toxina € regulada por um gene acessorio (agr) que age em
combinacdo com o gene sar (CHEUNG et al., 1992). A expressao do gene agr esta intimamente
ligada ao nimero de bactérias na populagio, sendo que contagens elevadas (a partir de 10°
UFC/g) tém um papel crucial na capacidade de producédo das SE (NOVICK, 2000).

Diversos genes de enterotoxinas Sa0 expressos por uma mesma cepa de S. aureus, e a
secrecdo destas proteinas varia de acordo com os fatores intrinsecos e extrinsecos do substrato
em que o microrganismo esteja inserido e é cepa-especifica (PAULIN et al., 2012)

Dentre as enterotoxinas, a SEA é mais frequentemente associada a doencas de origem
alimentar seguida por SED e SEB. A toxina SEA é codificada pelo gene sea, composto de 771
pb e codifica uma proteina de 27,1 kDa (BETLEY; MEKALANQOS, 1988). A deteccdo desse
gene em isolados de S. aureus € importante, pois a SEA é tdxica mesmo em baixas
concentracgdes, e uma quantidade t&o pequena como 100-200ng de SEA pode produzir sintomas
(BALABAN; RASOOLY, 2000; ASAO et al., 2003).

A enterotoxina SEB consiste de 798 nucleotideos e codifica uma proteina de 31,4 kDa
(JOHNS JR; KHAN, 1988). O gene seb é cromossomal em isolados clinicos de S. aureus
envolvidos em intoxicacdo alimentar, embora seja carreado por um plasmideo em outros
isolados bacterianos (SHAFER; IANDOLO, 1978).

A enterotoxina SEC é a mais comumente associada com a mastite de bovinos, ovinos
e caprinos. Contém algumas variantes que foram classificadas com base nas diferencas
antigénicas e no hospedeiro animal com o qual elas estdo associadas, e sdo designadas em
SEC1, SEC2, SEC3, SEC bovina e SEC ovina. O gene secl contém 801 pb e codifica uma
proteina de 27,4 kDa, o gene sec2 contém 801 pb e codifica uma proteina de 26 kDa e o gene
sec3 contém 798 pb e codifica uma proteina de 27,4 kDa. Os subtipos de SECs sdo designadas
como SEC2 e SEC3 e s&o os mais frequentes em surtos de intoxicacdo alimentar (CHEN et al.,
2001; LUZ, 2008).

A enterotoxina SED, codificada pelo gene sed, foi localizado no plasmideo da
penicilinase de 27,6 kb e codifica uma proteina de 26,3 kDa, pouca quantidade desta
enterotoxina (100 a 200 ng) pode causar doenca, especialmente em criangas e idosos

(BALABAN; RASOOLY, 2000).
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2.8.4 Toxina-1 da Sindrome do Choque Téxico (TSST-1)

A toxina-1 da Sindrome do Choque Toxico (TSST-1) de S. aureus é um polipeptideo
de cadeia simples de 22 kDa, ndo glicosilada e sem pontes dissulfidicas com propriedades
bioldgicas comuns a outras exotoxinas pirogénicas e superantigénicas, e codificada pelo gene
tst, localizado no cromossomo bacteriano dentro de elementos genéticos moveis de 15 a 19 kb
denominados de ilhas de patogenicidade estafilococica. E provavelmente susceptivel a
clivagem pela pepsina, podendo ser menos estavel no intestino em comparagdo com as SEs
(LINDSAY et al., 1998; DINGES et al., 2000; RUZIN et al., 2001; LUZ, 2008; LAPPIN;
FERGUSON, 2009; DEVRIES et al., 2011).

Esta toxina é reconhecida como a principal causa da Sindrome do Chogue Toxico, em
seres humanos, caracterizada por febre, hipotensdo, congestdo em varios 6rgédos e choque letal
(AAP, 2009; SUEN et al., 2009). A TSST-1 tem sido frequentemente isolada de leite de bovinos
e bubalinos apresentando mastite. Dentre elas, a mastite bovina tem maior relevancia, pois
apresentam S. aureus com genes para a TSST-1 e a enterotoxina SEC associados com casos
mais severos de mastite clinica ou casos que ndo respondem ao tratamento com antibiéticos
(LAPPIN; FERGUSON, 2009; DEVRIES et al., 2011).

3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Identificar as cepas toxigénicas de Staphylococcus aureus isoladas do leite de bovinos
com mastites clinicas, pertencentes ao banco de germoplasma do Laboratério de Microbiologia

Médica Veterinaria.

3.2 Especifico

o Detectar nas amostras de S. aureus isoladas, através da técnica de polimerizagdo do DNA
em cadeia (PCR), a presenca de genes de enterotoxinas e da toxina-1 da Sindrome do Choque

Téxico.
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1 INTRODUCAO

A mastite é principal doenca do gado leiteiro em todo o mundo, gerando varios
prejuizos econémicos que afetam o produtor com a perda da qualidade e quantidade de leite.
Dentre os agentes causadores, Staphylococcus aureus é 0 microrganismo de maior incidéncia
(COSTA, 2008; MOTA et al., 2011; KREWER, et al., 2013; SANTOS, 2014).

Staphylococcus aureus sdo encontrados em varias condi¢fes patolégicas e como parte
da microbiota enddgena de diferentes espécies animais, incluindo o homem. A contaminacéo
microbiana do leite pode ocorrer principalmente pelo contato do leite com a méo do ordenhador,
utensilios e equipamentos contaminados durante as operacfes de ordenha ou da coleta e
armazenamento, através da incorporacdo de microrganismos que estdo presentes no Ubere
diretamente para o leite (FAGUNDES et al., 2004; BELOTTI et al., 2011; KREWER et al.,
2013).

As infecgdes causadas por S. aureus na glandula mamaria produzem mais danos que
outros agentes devido a liberacdo de toxinas e pela formacdo de microabscessos no tecido

glandular mamaério, dessa forma diminuindo a producdo de leite individual. A presenca de suas
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toxinas no leite usado pelas industrias e pelos laticinios representam sérios problemas de salde
publica (PINCHUK et al., 2010; BARLOW, 2011; SANTOS, 2014).

As enterotoxinas produzidas pelo S. aureus pertencem a uma grande familia de toxinas
pirogénicas que estdo associados com intoxicagdes alimentares e podem causar choque toxico.
Sao proteinas de baixo peso molecular, variando de 26.900 a 29.600 daltons (Da), resistentes a
hidrélise pelas enzimas géastricas e jejunais, estaveis ao aquecimento a 100° C durante 30
minutos, ndo sendo inativadas totalmente através da pasteurizacdo e tratamentos térmicos
usuais (HOLECKOVA et al., 2002; SENGER; BIZANI, 2011; KASAMA et al., 2015).

As enterotoxinas sao designadas com uma letra do alfabeto na ordem de sua descoberta
e sdo classificados com base em suas diferencas soroldgicas em SEA, SEB, SEC, SED, SEE,
SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER e SEU (CUNHA, 2007;
BOYNUKARA et al.; 2008 ANGELO, 2010; PINCHUK et al., 2010; OMOE et al., 2013). A
enterotoxina SEA é a mais frequentemente associada a gastrenterite estafilocdcica, seguida por
SED e SEB. A enterotoxina SEC, além de ser envolvida em intoxica¢des alimentares, é a mais
comumente associada com a mastite de bovinos, ovinos e caprinos (CHEN et al., 2001; LUZ,
2008; PINCHUK et al., 2010).

Existe ainda uma toxina previamente designada como enterotoxina F, que atualmente
é conhecida como responsavel pela Sindrome do Choque Toéxico em seres humanos,
caracterizada por febre, hipotensdo, congestdo em véarios 6rgaos e choque letal. A toxina 1 da
Sindrome do Choque Téxico (TSST-1) tem sido frequentemente isolada de leite de bovinos e
bubalinos apresentando mastite. Dentre elas, a mastite bovina tem maior relevancia, pois
apresentam S. aureus com genes paraa TSST-1 isolados ou associados com a enterotoxina SEC
nos casos mais severos de mastite clinica ou casos que ndo respondem ao tratamento com
antibioticos (ZSCHOCK et al., 2004; KUROISHI et al., 2003; LAPPIN; FERGUSON, 2009;
DEVRIES et al., 2011).

As cepas de S. aureus sdo capazes de produzir simultaneamente uma ou mais
enterotoxinas, o que pode colaborar com o aumento dos efeitos toxigénicos, sugerindo que essa
coproducdo possa desempenhar papel importante na patogenia das infecgdes intramamarias
produzidas por esse microrganismo (NADER FILHO et al., 2007).

Para deteccdo da presenca de genes das toxinas bacterianas, 0 método de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) é uma das mais utilizadas, e é baseada na amplificacdo do DNA,
tida como uma técnica extremamente confiavel, reprodutivel e rapida. Esta técnica faz uso de
primers de DNA complementares de ocorréncia natural altamente conservados com sequéncias

repetitivas de DNA e presente em mdltiplas copias do genoma da maioria das bactérias,
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podendo diferenciar os niveis de espécie, subespécie e cepa (PELISSER et al., 2009;
VASCONCELOS et al., 2011; RODRIGUEZ et al., 2016).

O S. aureus € uma das bactérias mais importantes causadoras de intoxicagdes
alimentares, assumindo relevancia para a saude publica, em virtude do risco potencial de sua
veiculacdo ao homem, principalmente através do consumo de leite contaminado (PELISSER et
al., 2009; FUSCO, 2011). Com o uso de técnicas moleculares na detec¢do e caracterizacdo
dessas toxinas, temos a possibilidade de gerar informacbes que possam contribuir para a
protecdo a saude dos consumidores e colaborar na producdo de alimento seguro, iniciando,
dessa forma, uma andlise epidemioldgica das cepas toxigénicas mais encontradas no DF e
Entorno.

O objetivo deste trabalho foi identificar as cepas toxigénicas de Staphylococcus aureus
isoladas do leite obtido de bovinos com mastite clinica pertencentes ao banco de germoplasma
do Laboratério de Microbiologia Médica Veterinaria, detectando, através da técnica de
polimerizacdo do DNA em cadeia (PCR), a presenca de genes de Enterotoxinas e da Toxina da

Sindrome do Choque Toxico.

2 Material e Métodos

2.1 Obtencdo das amostras

Foram utilizadas 75 amostras de Staphylococcus aureus pertencentes ao Laboratorio
de Microbiologia Médica Veterinaria da Universidade de Brasilia (UnB), que foram coletados
de bovinos que apresentaram sinais clinicos ou que foram positivos de 2+ ou 3+ ao teste do

CMT (California Mastitis Test) de diversos criadores do Distrito Federal e Entorno.

2.2 Cultivo

Foram utilizados isolados bacterianos previamente caracterizados como S. aureus pela
deteccdo dos genes da coagulase (CoA) e especie-especifico (AroA) e que se encontravam
congelados no banco de germoplasma do laboratdrio de Microbiologia Médica Veterinaria da
UnB (ANDRADE, 2012). As amostras foram descongeladas do meio skim milk e estriadas em
meio &gar sangue de carneiro 5% e incubadas a 37°C por 24 h para obtencéo de colbnias puras
e isoladas. Todas as col6nias foram testadas para os testes de coloragdo de Gram e provas

bioquimicas como catalase, oxidase, oxidacdo e fermentacdo da glicose (O/F glicose),
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coagulase, fermentacdo do de manitol e reducdo de nitrato, a fim de verificar uma possivel
contaminacdo (QUINN et al., 1994; QUINN et al., 2005).

2.3 Extracdo do DNA

Depois da obtencéo das colonias puras, foram coletadas trés colonias isoladas com o
auxilio de alcas descartaveis e, em seguida, transferidas para 200 ul de agua Milli-Q em micro
tubos. Foram acrescentados 200 pl de fenol-cloroformio (SIGMA-ALDRICH®). Apos realizar
uma leve homogeneizagéo, os tubos foram levados a micro centrifuga (SIGMA® 2K15) por 15
minutos, a 13.000 rpm, numa temperatura de 4°C.

O sobrenadante foi transferido para outro micro tubo com o auxilio de micropipeta
para utilizacdo na PCR. Em seguida, foi acrescentado 200 pl de cloroférmio e os tubos
novamente foram para a microcentrifuga por 15 minutos, a 13.000 rpm, numa temperatura de
4°C. ApoOs esse segundo processo, 0 sobrenadante foi retirado com auxilio de micropipeta e
transferido para micro tubos para posteriormente serem utilizados na PCR, segundo protocolo
citado por Blanco et al. (1997).

2.4 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As reacdes de PCR-multiplex foram realizadas para as enterotoxinas SEA, SEB, SEC,
SED e TSST-1 em combinacdo, e depois foram feitas combinagdes com SEA, SEB e SEC e
para SEC e TSST-1 associados. A PCR-uniplex foi utilizada para a pesquisa das enterotoxinas
separadamente. As reacdes foram adaptadas segundo o protocolo estabelecido por Johnson et
al. (1990), em volume final de 50 pL, contendo 5 pl do DNA extraido, 5 pl de solugdo tampao
(10X, pht®); 1,5 mM de MgCI (pht®); 0,2 mM de dNTPs mix (pht®); 1,5 ul de Tag DNA
polimerase (5U/ul, pht®) e 1,0 ul de cada primer (10 pmol de forward primer e 10 pmol de
reverse primer) discriminados na Tabela 1.

A amplificagdo foi realizada no termociclador da marca TECHNE, modelo FT
GENESD, utilizando os parametros descritos por Johnson et al. (1991). As misturas de PCR
foram submetidas a um primeiro ciclo de 94 °C por 4 min, seguido de 30 ciclos de desnaturagéo
a 94 °C por 2 min, pareamento a 55 °C por 2 min e extensdo final dos oligonucleotideos a 72
°C por 2 min. No final dos 30 ciclos, os tubos serdo incubados a 72 °C por 7 mine a4 °C até o

momento de retirada do termociclador.
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Tabela 1 — Primers utilizados para deteccéo de genes de enterotoxinas.

Primer Sequéncia de oligonucleotideos (5’ ~3")  Tamanho do fragmento (pb)
SEA-1 TTG GAAACG GTT AAAACG AA 120
SEA-2 GAA CCT TCC CAT CAA AAACA 120
SEB-1 TCG CAT CAA ACT GAC AAACG 478
SEB-2 GCA GGT ACT CTA TAA GTG CC 478
SEC-1 GAC ATA AAA GCT AGG AAT TT 257
SEC-2 AAA TCG GAT TAACAT TAT CC 257
SED-1 CTAGTT TGG TAATATCTCCT 317
SED-2 TAATGC TAT ATC TTATAG GG 317
TSST-1 ATG GCA GCA TCA GCT TGA TA 350
TSST-2 TTT CCAATAACCACCCGTTT 350

Legenda: bp - pares de base.
Fonte: Adaptado de JHONSON et al. (1991).

2.5 Eletroforese

Os produtos da amplificagdo da PCR foram submetidos a eletroforese (Biotech®) em
gel de agarose a 2%. A eletroforese foi realizada em cuba horizontal (Major Science®) com a
fonte ajustada para 65 V, 95 mA, e 100 W por 50 min. Foi utilizado o padrdo de massa
molecular de 100 bp (EasyGen®). Em seguida, o gel foi banhado em uma solugdo de &gua
destilada com brometo de etidio (5 mg/ml) por 20 min e posteriormente submetido a luz

ultravioleta em transiluminador (UVP®), para a visualizacio das amplificacoes.

3 RESULTADOS

De acordo com as caracteristicas fenotipicas e bioquimicas, todos os 75 isolados
obtidos neste estudo foram identificados como S. aureus, para os testes de coloracdo de Gram,
producdo de catalase, oxidase, oxidacdo e fermentacdo da glicose (O/F glicose), coagulase,

fermentagdo do &gar sal manitol e reducédo de nitrato.
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Embora as amplificagdes obtidas apresentem tamanhos maiores que o esperado para
0s genes de enterotoxinas, foram identificados entre os isolados de S. aureus, 10,68% de
amplificacdes com utilizacdo de primers isoladamente (uniplex).

Como mostra a Figura 1, as andlises em combinacdo com diferentes primers
(multiplex) ndo apresentaram nenhuma amplificacdo dos segmentos dos 75 isolados de S.
aureus. Analisando a PCR-uniplex, houve prevaléncia da enterotoxina SEA, positivo em 8%
dos isolados, o gene SEB e SEC foram positivos em 1,34% e os genes SED e TSST-1 nédo

apresentaram nenhuma amplificacéo nesse estudo.

Figura 1- Distribuicdo da producéo das enterotoxinas isoladas e/ou combinadas das 75
linhagens de Staphylococcus aureus.

SEA + SEB + SEC + SED + TSST-1 0,00

SEA+SEB +SEC 0,00

2 SED + TSST-1 0,00
(&)
8
S SEA E— WA
=
E SEB . ] 34
(%2]
g SEC s 134
o
|_
SED 0,00
TSST-1 0,00

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00

Porcentagem (%)

Fonte: do autor (2016).

Através da eletroforese em gel de agarose, foi avaliado o tamanho das amplificacfes
das enterotoxinas da PCR-uniplex. A Figura 3 mostra as amplificagbes para SEA. Das 75
amostras testadas, apenas 6 apresentaram amplificacGes, sendo que 4 das amostras isoladas
apresentaram 1.200 pb, 1 amostra com 800 pb e outra com 620 pb. Em relacdo a SEB (Figura
4) e a SEC (Figura 5), houve apenas amplificacdo de uma de suas amostras, com tamanho da

banda de 1.200 pb e 1100 pb, respectivamente.
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Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose representativa dos resultados de amplificacdo da
enterotoxina SEA.

M CN 1 2 3 4 5 6 7

1200 pb

800 pb
620 pb

Legenda: M - marcador DNA ladder 100 bp; CN - controle negativo (reacdo da PCR sem DNA). 1 -
amostra S17; 2 - amostra S26; 3 - amostra $26; 4 - amostra S56; 5 - amostra S68; 6 - amostra S72; 7 -

amostra S74.

Fonte: do autor (2016).

Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose representativa dos resultados de amplificacdo da

enterotoxina SEB.
M CN 1 2 3 4 5 6 17

1200 pb

Legenda: M - marcador DNA ladder 100 bp; CN - controle negativo (reacdo da PCR sem DNA). 1 -
amostra S17; 2 - amostra S26; 3 - amostra S26; 4 - amostra S56; 5 - amostra S68; 6 - amostra S72; 7 -

amostra S74.
Fonte: do autor (2016).
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Figura 4 — Eletroforese em gel de agarose representativa dos resultados de amplificacdo da
enterotoxina SEC.

MCN 1 2 3 4 5 6 7

1100 pb

Legenda: M - marcador DNA ladder 100 bp; CN - controle negativo (reagdo da PCR sem DNA). 1 -
amostra S17; 2 - amostra S26; 3 - amostra S26; 4 - amostra S56; 5 - amostra S68; 6 - amostra S72; 7 -
amostra S74.

Fonte: do autor (2016).

4 DISCUSSAO

Staphylococcus aureus é o microrganismo mais envolvido em infec¢fes intramamarias
dos bovinos e o leite € um excelente meio de desenvolvimento desse patdgeno com consequente
producdo de toxinas. Neste contexto, sabemos que pequenas concentragdes de toxinas s@o
suficientes para causar doenca em seres humanos, principalmente criangas e idosos
(CONTRERAS; RODRIGUEZ, 2011; KREWER et al.,2013; MEDEIROS, 2013).

Em nosso trabalho as andlises da PCR-uniplex apresentaram amplificagbes dos
segmentos de tamanhos diferentes do esperado para as enterotoxinas SEA, SEB e SEC da
mesma forma que Pelisser et al. (2009), que também encontraram diferentes tamanhos
moleculares nos produtos amplificados. Entretanto a realizagdo das anélises da PCR-multiplex
para as enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED e TSST-1 ndo apresentaram nenhuma
amplificacgéo.
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Estudos anteriores com isolados de S. aureus de origem bovina realizados em Sao
Paulo e na Alemanha também n&o detectaram a presenca dessas enterotoxinas ou detectaram
em baixo percentual (CABRAL et al., 2004; SALASIA et al., 2004).

Esses resultados também foram encontrados por Luz (2008), ao avaliar 94 isolados de
S. aureus provenientes de leite e queijo coalho de vacas com mastites, em propriedades de
exploragdo leiteira de cinco municipios da regido de Pernambuco, Brasil, e nenhum dos
avaliados pela PCR-Multiplex possuia essas enterotoxinas.

O gene de enterotoxina mais amplificado foi o de SEA, sendo que SEB e SEC foram
amplificados em apenas uma amostra cada. Segundo Borges et al. (2008) e Pinchuk et al.
(2010), a prevaléncia da enterotoxina SEA é significativa, por sertoxica mesmo em baixas
concentragoes.

Em um surto de intoxicacdo alimentar envolvendo 10.000 casos causados pela ingestédo
de leite reconstituido, que tinha como matéria prima leite desnatado em p6, em Osaka, Japéo,
verificou-se que a toxina envolvida era a SEA (IKEDA et al., 2005).

Veras (2004) observou que, em 30 amostras de S. aureus provenientes de leite e
derivados envolvidos em surtos de toxinfeccao alimentar, ocorrido em Minas Gerais no periodo
de 1998 a 2002, também obteve maior porcentagem de amplificacdo para o gene de SEA (26,6
%), seguida de SEB (20 %) e posteriormente SEC (3,33 %).

Normanno et al. (2005) investigaram S. aureus em Varios produtos alimenticios
fabricados na Itélia, e que nas 217 amostras analisadas, estas estirpes produziram SEA (26,7%),
SEB (0,9%), SEC (28,1%) e SED (15,7%).

Resultados semelhantes aos encotrados em nosso trabalho foram obtidos por Longaray
(2007), Zafalon et al. (2009) e Dias (2010), em que a prevaléncia de amplificacdo também foi
para a enterotoxina SEA. Shanehbandi et al. (2014) obtiveram resultado de 34,8% de
positividade para SEA de isolados de S. aureus, 13% para SEB e 4,3% para SEC. Para SED,
da mesma forma que neste estudo, ndo houve amplificagéo.

Ao ser estudada a codificacdo dos genes para enterotoxinas em amostras de leite de
tanques de expansdo de cinco fazendas em Assis, Estado de Sdo Paulo, SEA também foi o mais
frequente (16; 41,0%), seguido pelo SEC (8; 20,5%), SED (5; 12,8%) e SEB (3; 7,7%) (RALL
et al., 2008).

Contudo, Lamaita et al. (2003a) encontrou com maior frequéncia SEC e SEB, seguido
de SED e SEA ao analisar 80 amostras de S. aureus de leite in natura de diferentes propriedades
em Minas Gerais. Ja no trabalho de Nader Filho et al. (2007), houve a maior presenca da

enterotoxina SEA e SEB seguida de SEC, pesquisadas em 72 amostras de S. aureus isoladas no
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leite de vacas com sinais de mastite ou que apresentavam positividade no California Mastitis
Test, em 10 propriedades rurais do Estado de Sao Paulo.

Diferentemente dos achados contidos neste trabalho, existe relato de ndo deteccdo de
SEA em S. aureus oriundos de leite bovino mastitico ou leite do tanque (HATA et al., 2008).
Carfora et al. (2005) ao analisar 35 amostras de S. aureus oriundas de leite e produtos lacteos
ndo detectaram a enterotoxina SEA e SEB, e encontram SEC e SED em apenas uma amostra.

Embora muitos pesquisadores associam TSST-1 e a enterotoxina C as amostras
causadoras de mastites agudas e subclinicas em bovinos (MATSUNAGA et al., 1993;
TAKEUCHI etal., 1998; SIDHU et al., 2006; KARAHAN et al., 2009) neste trabalho, nenhuma
amostra apresentou amplificacdo para a TSST-1. Resultados semelhantes foram encontrados
por outros autores como Peles et al. (2007) que ndo constataram TSST-1 em nenhum isolado
de mastite e Sidhu et al. (2006) constataram TSST-1 em apenas 0,01% dos isolados avaliados.

Por outro lado, resultados diferentes foram observados por VVan Leeuwen et al. (2005),
em o que gene codificador da proteina da Sindrome do Choque Toéxico, foi mais frequentemente
encontrado entre as amostras analisadas e Rall et al. (2008), ao analisar S. aureus isolados de
mastite, onde verificaram que 42,27% das amostras produziam TSST-1.

Alguns autores sugeriram que a producao de toxinas pode ser mais comum em isolados
de maior patogenicidade do que naqueles com baixo grau de viruléncia. Isto implica que os
isolados toxigénicos ndo s6 sdo potenciais microrganismos causadores de surtos de origem
alimentar, como também podem favorecer a persisténcia da bactéria no rebanho, o que contribui
para a cronicidade da doenca (MATSUNAGA et al., 1993; CUNHA; CUNHA, 2007; SANTOS
et al., 2007).

A deteccdo dos genes de enterotoxinas nos isolados de um alimento ndo é uma
indicacdo de que as toxinas estdo efetivamente presentes neste alimento. Morandi et al. (2010)
avaliou 107 amostras de S. aureus isolados de produtos lacteos, e observou que os genes de
enterotoxinas foram detectados em 67% das amostras, mas apenas 52% foram capazes de
produzir enterotoxinas, o que significa que a presenca dos genes de enterotoxinas nao
necessariamente implica na capacidade do microrganismo de produzir toxina biologicamente
ativa suficiente para levar & manifestagdes clinicas.

Entretanto, a presenca de genes enterotoxigénicos em estirpes € significante, pois estas
podem encontrar condi¢des favoraveis para a expressao desses genes e pode oferecer riscos a
salde publica (OMOE et al., 2005; CHAPAVAL et al., 2006; ZAFALON et al., 2009).

A deteccdo de genes toxigénicos em cepas de S. aureus pode se apresentar bastante

variavel. Essas diferencas podem ocorrer devido as variagdes na distribui¢do de toxinas e estar
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relacionadas a diversas condi¢cdes ambientais e as variantes geograficas, pois o hospedeiro de
S. aureus pode sofrer adaptacOes, o que reflete a importdncia da genotipagem desse
microrganismo para melhores interpretacdes (PINHEIRO DE SA et al., 2004; HWANG et al.,
2007).

Dessa maneira, a técnica de PCR permite a deteccdo do potencial genético para a
producdo de enterotoxinas, o que a torna Util tanto como um teste de triagem como para a
confirmagao destas (RODRIGUEZ et al., 2016).

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos evidenciaram a detec¢do de provaveis genes SEA, SEB e SEC,
de enterotoxinas de S. aureus, pela técnica de PCR. E importante ressaltar que o conhecimento
do perfil molecular dos S. aureus sera capaz de auxiliar em estudos epidemiolédgicos de
infeccbes intramamarias de rebanhos leiteiros, para prevenir e controlar as infec¢des nos

rebanhos e melhorar a qualidade dos produtos lacteos oferecidos a populacéo.
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