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RESUMO

No presente estudo foi analisada a bactéria S. aureus isolada de diferentes fontes de transmissao durante
a ordenha de vacas por meio de técnica de amplificacdao de genes da toxina. As amostras de leite e dos
6stios foram obtidas antes da ordenha dos animais e as de teteiras antes e durante a ordenha sob diferentes
condigdes climdticas. A andlise dos genes das enterotoxinas A a D e da toxina da sindrome do choque téxico
foi efetuada por meio de técnica de amplificacdo das respectivas sequéncias codificadoras. O gene sea foio
mais prevalente dentre os pesquisados e a maioria dos isolados foi detectada em amostras de leite de quartos
mamdrios com mastite. A presenca de genes de toxinas estafilocdcicas em S. aureus isolados de diferentes
fontes de transmissdo dentro da cadeia epidemioldgica da mastite bovina evidencia a possibilidade de
veiculagdo desse micro-organismo por meio de leite contaminado e que pode representar riscos a satide
publica.

Palavras-chave. mastite, leite, Saude Publica, genes de toxinas.

ABSTRACT

S. aureus isolated from diverse transmission sources during the cow milking was studied by amplifying
the toxins genes. The milk samples and specimens from teat orifices were collected before milking, and
samples from mouthpieces were collected before and during the milking procedure performed at varied
climatic conditions. The study on the A to D enterotoxins genes and the toxin of toxic shock syndrome were
carried out by amplifying the respective coding sequences. The sea gene showed to be the most prevalent
among those analyzed, and the majority of isolated were detected in milk samples from mammary quarters
with mastitis. The occurrence of staphylococcal toxins genes in S. aureus isolated from different sources
of bovine mastitis epidemiological chain, evidences the feasibility of this microorganism transmission by
contaminated milk, being a potential risk to public health.
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INTRODUCAO

A ocorréncia de micro-organismos que infectam os
animais e sao transmitidos as pessoas é preocupante,
uma vez que algumas das fontes de transmissao de
patdgenos sao importantes produtos na cadeia alimentar
humana. Um destes produtos ¢ o leite, reconhecido por
ser altamente nutritivo e parte fundamental na dieta de
idosos e criancas. A mastite é a principal doenga que afeta
os bovinos leiteiros, causada principalmente por bactérias,
dentre as quais Staphylococcus aureus. Este micro-
organismo constitui um grande problema em Satude
Publica, pois suas estirpes podem produzir enterotoxinas
(SEs) e toxinas como a da “sindrome do choque t6xico”
(TSST-1) que podem causar em humanos intoxicagoes
alimentares e até desordens multissistémicas'.

Por ser S. aureus importante agente infeccioso
na cadeia epidemiol6gica da mastite bovina, o estudo do
ambiente de ordenha dos animais é salutar para a identifi-
cac¢do das caracteristicas patogénicas do micro-organismo
e de medidas para o seu controle. A¢oes preventivas po-
deriam evitar a transmissao desta bactéria de um animal
a outro e reduzir os riscos do agente ser transmitido pelo
leite. Uma vez que as toxinas produzidas sao termoestdveis
e ndo inativadas pelas temperaturas aplicadas durante o
processo de pasteurizacao do leite, a busca de patdgenos
cujos genes possam ser amplificados, como os genes das
principais enterotoxinas e toxinas dentro das propriedades
leiteiras, pode fornecer informagoes sobre a qualidade do
produto que serd submetido as industrias®.

Em periodos com maiores ocorréncias de chuvas,
as condi¢oes higiénicas do rebanho ficam comprometidas
pela influéncia negativa da elevacao dos niveis de umidade
que, em conjunto com a temperatura, favorecem a
sobrevivéncia e a proliferacao dos S. aureus. A literatura
registra que em periodos mais chuvosos ocorre um
percentual menor dos S. aureus com sensibilidade aos
principios ativos de diversos antimicrobianos que foram
testados’, quando comparados com os micro-organismos
isolados em épocas com indices pluviométricos inferiores,
8,7% contra 27,3%, respectivamente, abrindo caminho
para mais estudos sobre a possivel maior patogenicidade
deste micro-organismo em épocas chuvosas.

Como forma de acrescentar outras informagdes
referentes a epidemiologia da mastite bovina e tragar
consideragoes sobre a sua relagdo com a satde publica,
estudou-se a capacidade de amplificagao de genes de
toxinas por S. aureus em diferentes fontes de transmissao
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no ambiente de ordenha de vacas em lactacao, em periodos
classificados de acordo com a ocorréncia de chuvas.

MATERIAL E METODOS

= Localizacao da propriedade

O rebanho fazia parte de estabelecimento de produgao
leiteira localizado na regidao de Campinas, interior do
Estado de Sao Paulo, composto por animais das ragas
Holandesa e Pardo-Suiga. O tipo de ordenha era mecanico
em sistema fechado, cuja a obtencao de leite era realizada
duas vezes por dia.

= Selecao dos animais para a colheita de amostras de
leite

As amostras de leite foram obtidas no decorrer de 16
meses, entre agosto de 2005 e dezembro de 2006, quando
foi investigada a presenca de mastite subclinica nas
vacas em lactagao do rebanho com a realizagao mensal
do California Mastitis Test (CMT). A leitura da prova
foi considerada como positiva quando era verificada
a formacao de viscosidade da mistura entre leite e o
reagente CMT. Os casos clinicos de mastite também foram
investigados, quando alteragoes macroscopicas do leite ou
da glandula mamadria eram condizentes para classificar a
doenc¢a como clinica, como grumos e/ou sinais visiveis
de inflamagao da glandula. Durante o periodo em que foi
realizado o estudo, o rebanho apresentou uma mediana
de 52 vacas em lactacao.

= Método de colheita de leite dos quartos mamarios

As amostras de leite com reagdo positiva ao CMT e as
de quartos mamadrios com alteragdes macroscopicas
da glandula mamaria e/ou do leite foram colhidas de
acordo com os procedimentos recomendados pelo
National Mastitis Council *. Utilizou-se tubos de ensaio
esterilizados para a obten¢do de 2 a 5 mL da amostra de
leite, em duplicatas, de cada quarto mamario, antes de
iniciar a ordenha e apds a antissepsia do 6stio papilar
com 4dlcool etilico 70% (v/v). As amostras foram
acondicionadas em caixas isotérmicas com refrigeracdao
por gelo e levadas ao laboratério para isolamento e
identificacdo bacterianos.

= Amostras obtidas a partir dos dstios papilares

As amostras dos éstios papilares de animais que apre-
sentaram quartos mamarios reagentes ao CMT foram
obtidas independentemente se todos os quartos estavam
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reagentes, com o auxilio de suabe estéril, por meio da
realizacdo de movimentos circulares sobre o 6stio’. Este
procedimento foi realizado ap6s a antissepsia efetuada
pelo ordenhador. Procedeu-se o transporte das amostras
com a presenca de dgua peptonada estéril em cada tubo
de ensaio.

= Amostras originadas das teteiras

As amostras originadas das teteiras foram obtidas apds
a friccdo de suabes estéreis, em movimentos circulares,
na por¢ao final de cada um dos quatro insufladores
para cada conjunto de ordenha, em todos os conjuntos
da ordenhadeira®. Os suabes foram transportados em
tubos de vidro individuais com dgua peptonada estéril.
As colheitas destas amostras foram realizadas em dois
periodos, inicialmente quando metade dos animais
haviam sido ordenhados e, em um outro momento, apds
o término das ordenhas.

= Classificacao dos periodos de obten¢ao das amostras
Os animais foram distribuidos em dois periodos, de acordo
com os indices pluviométricos ocorridos na regidao em que
a propriedade estava localizada’. O primeiro periodo foi
denominado “Estagao seca” ou “Periodo seco’, cujo indice
pluviométrico maximo entre a realizacao de duas colheitas
de amostras foi igual a 56,2 mm, com precipitacao média
de 27,9 mm. Por um outro lado, a “Estacao chuvosa” ou
“Periodo chuvoso” apresentou indices pluviométricos
maximos que permaneceram entre 76,3 mme 193,8 mm,
com uma média de chuvas igual a 113,6 mm.

= Isolamento e identificacao de Staphylococcus aureus
nas diferentes fontes estudadas

O leite obtido a partir dos quartos mamarios foi semeado
em placas de Petri com édgar base acrescentado de sangue
ovino, na concentra¢ao de 5%, com o auxilio de alca de
platina, enquanto as amostras obtidas a partir dos dstios e
insufladores foram semeadas diretamente com os suabes
utilizados nas colheitas. Todas as placas foram incubadas por
um periodo de 18 a 24 horas, a temperatura de 37°C. Ap6s o
crescimento das colonias, elas foram submetidas a coloragao
de Gram, com posterior realizagao das provas de catalase
e coagulase lenta com plasma de coelho®. Os cocos que
demonstraram ser Gram-positivos e, posteriormente, com
reagdes positivas nas provas da catalase e coagulase foram
submetidos a prova para verificagao da produg¢do de acetoina
e utilizacao da maltose e da trealose. As amostras positivas a
estas provas foram classificadas como S. aureus’.

= Analises moleculares das amostras

A participac¢do de S. aureus na etiologia da doenga
foi confirmada pela extragdo e amplificacao do DNA
cromossomal especifico'’. Para a extragdo do DNA
bacteriano, foi utilizado o Kit GFX Genomic Blood” (GE
Healthcare, Amersham Biosciences, Sdao Paulo, Brasil),
com o protocolo de extracdo de DNA para bactérias Gram
positivas, as solucoes de lise, de extraciao e de lavagem
e as colunas GFX de purificagdo. A lise bacteriana foi
realizada com o auxilio de um pré-tratamento com
lisozima.

O protocolo descrito por Martineau et al."' foi
utilizado para a amplificagdo de fragmentos de DNA
cromossdmico especifico do S. aureus. As reacdes
compreenderam um volume final de 20 pL com 20 mM
Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCl, 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM
de cada dNTP, 0,4 pM de cada oligonucleotideo iniciador
Sa442-1 (5’- AAT CTT TGT CGG TAC ACG ATA TTC
TTC ACG- 3’) e Sa442-2 (5’- CGT AAT GAG ATT TCA
GTA GAT AAT ACA ACA- 3°),¢ 0,5 U de Taq polimerase
em amplificagao do tipo host-start. As misturas de PCR
foram submetidas & desnaturagdo, por trés minutos,
a 94 °C e, posteriormente, a 30 ciclos de um segundo,
a 95 °C, para a desnaturagao e 30 segundos, a 55 °C,
para o pareamento e extensao dos oligonucleotideos
iniciadores. Dez microlitros do produto amplificado
foram visualizados apds eletroforese em gel de agarose
em concentra¢ao de 2%, corado com brometo de etidio.
Marcador de tamanho molecular 100 pb foi utilizado
como padrio de peso molecular.

= Amplificacao dos genes das enterotoxinas dos tipos
A aD edatoxina TSST-1

Utilizou-se DNAs extraidos das estirpes de S. aureus
e armazenados a - 20 °C para a pesquisa dos genes de
enterotoxinas dos tipos A a D (sea, seb, sec e sed) e da
toxina da sindrome do choque tdxico (#st), por meio da
amplificagdo de suas sequéncias codificadoras.

Segundo protocolo estabelecido por Cunha et
al."?, as reagdes compreenderam um volume final de 50
uL, com 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 1,5 mM MgClz, 0,2
mM de cada dNTP, 20 pmol de cada oligonucleotideo
iniciador (JOHNSON et al., 1991) Seal (5’- TTG GAA
ACG GTT AAA ACG AA) e Sea2 (5- GAA CCT TCC
CAT CAA AAA CA); Sebl (5- TCG CAT CAA ACT
GAC AAA C) e Seb2 (5- GCA GGT ACT CTA TAA
GTG CC); Secl (5'- GAC ATA AAA GCT AGG AAT
TT) e Sec2 (5'- AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC);
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Sedl (5- CTA GTT TGG TAA TAT CTC CT) e Sed2
(5- TAA TGC TAT ATC TTA TAG GG); Tstl (5'- ATG
GCA GCATCA GCT TGA TA)eTst2 (5- TTT CCA
ATA ACC ACC CGT TT),0,5 U de Taq polimerase em
amplificacao do tipo host-start, com a utilizagao de 5 pL de
DNA de cada estirpe identificada genotipicamente como
pertencente a espécie S. aureus.

As misturas de PCR foram submetidas a
um primeiro ciclo de 94 °C por quatro minutos, a
desnaturagdao a 94°C por dois minutos, pareamento
a 55 °C por um minuto e 30 segundos e extensdao dos
oligonucleotideos iniciadores a 72°C por um minuto e 30
segundos, seguido por um segundo ciclo de desnaturagao
a 94 °C por dois minutos, pareamento a 53 °C por
um minuto e 30 segundos e extensdo a 72 °C por um
minuto e 30 segundos. No terceiro ciclo, a temperatura
de pareamento foi reduzida a 51 °C, seguido por mais 37
ciclos a 94 °C por dois minutos, 51 °C por um minuto
e 30 segundos e 72 °C por um minuto e 30 segundos.
No final dos 40 ciclos, os tubos foram incubados a 72°C
por sete minutos e a 4 °C até o momento de retirada do
termociclador.

Dez microlitros do produto amplificado foram
visualizados ap6s eletroforese (150 V por 1 h e 30 min)
em gel de agarose, em concentraciao de 2%, corado com
brometo de etidio. Ap6s leitura em fotodocumentador, os
produtos amplificados foram comparados com marcador
de tamanho molecular 100 pb.

= Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Os isolados foram submetidos aos testes de sensibilidade
in vitro a partir da técnica de difusao em disco'’ em placas
de dgar Mueller-Hinton, frente a 12 antimicrobianos
representados pela gentamicina (10 pg), penicilina (10
UI), oxacilina (1 pg), tetraciclina (30 pg), cefepime (30 ug),
cloranfenicol (30 ug), eritromicina (15 ug), sulfazotrim
(25 pg), vancomicina (30 pg), clindamicina (2 pg) ,
ciprofloxacina (5 pg) e rifampicina (5 pg). A aferi¢ao
dos halos de inibi¢ao formados em torno dos respectivos
principios ativos foi realizada segundo o preconizado
pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS)™.

= Contagem de células somaticas do leite

As amostras de leite para a CCS foram obtidas no mesmo
dia em que foram retiradas as amostras de leite para o
exame microbioldgico, com prévio acondicionamento
em frascos plasticos com capacidade para 60 mL, com
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a adi¢do de duas pastilhas de bronopol. A determinagdo
celular foi efetuada por contador eletronico (Somacount
300, Bentley Instruments).

= Andlise estatistica

O teste de Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de
Dunn foi utilizado para verificar a relacao existente entre
a CCS do leite dos quartos mamadrios com mastite e a
produgao de genes de toxinas por S. aureus. Os isolamentos
dos micro-organismos nas diferentes fontes pesquisadas,
de acordo com os indices pluviométricos, assim como a
presenca dos genes pesquisados foram comparados com
a utilizacdo do teste exato de Fisher®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A incidéncia real dos casos de intoxicagao estafilococica
no Brasil é dificil de ser conhecida, pois a doenc¢a ndo é
de notificacio compulséria. Porém, é de senso comum
que o leite de vacas com mastite ou os manipuladores
envolvidos com a ordenha dos animais podem estar
envolvidos na epidemiologia da doenga'. Apesar de outros
estafilococos também produzirem enterotoxinas, S. aureus
mostra-se como o mais importante agente desencadeador
das intoxicacoes estafilococicas'’. Existem em torno de
20 sorotipos antigénicos de toxinas em S. aureus'®, que
podem ser divididas em subtipos, de acordo com as suas
caracteristicas imunoldgicas e fisico-quimicas, como por
exemplo a EECY.

S. aureus foi identificado como participante na
etiologia infecciosa da mastite bovina em todas as colheitas
de amostras de leite que foram realizadas na propriedade,
sempre como o mais prevalente quando comparado
com outros micro-organismos identificados (dados nao
tabelados). Dentre as prevaléncias mensais, a maior foi
encontrada em periodo imediatamente posterior a épocas
em que ocorreram grandes quantidades de chuvas no
local de estudo.

Na Tabela 1 foram distribuidas as estirpes de
S. aureus isoladas, de acordo o local e o periodo em que
foram obtidas.

Um total de 245 estirpes de S. aureus foram
identificadas, dentre as quais 61,2% originaram-se de leite,
26,5% de 6stios e 12,2% das teteiras. Dentre as estirpes
investigadas, houve predominéancia das que se originaram
de amostras de leite em ambos os periodos classificados
de acordo com a ocorréncia de chuvas, o “chuvoso” e o
“seco” (63,2% e 58,7%, respectivamente). Por um outro
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lado, ocorréncias inferiores foram encontradas nas teteiras
em ambos os periodos, com 13,2% e 11,0% dentre o
total de isolados para os periodos “chuvoso” e “seco”,
respectivamente. Apesar do ntimero inferior de micro-
organismos nas teteiras, em ambos os periodos estudados
nao foi verificada diferenca significativa entre a quantidade
de isolados nas diferentes origens pesquisadas, seja para
a comparacao feita entre leite e dstios (P=0,2983) como
para a comparagao dos valores encontrados para leite e
teteiras (P=0,8417) e Gstios e teteiras (P=0,3809).

O fato de ser encontrada uma maior quantidade
de isolados no leite ndo necessariamente significa que
esta fonte de transmissao do micro-organismo ¢ a mais
importante, uma vez que as relagdes epidemioldgicas
existentes entre o patdgeno e o ambiente onde ele é
encontrado sao diferentes. Entretanto, a participa¢do do
hospedeiro, representado pelo animal em lacta¢ao e a sua
capacidade de resposta a invasao e multiplica¢cdao do agente
infeccioso na glandula mamaria, tem um papel importante
na epidemiologia da doenga.

Tabela 1. Staphylococcus aureus identificados de acordo com a origem e o periodo de ocorréncia de chuvas em

propriedade leiteira da regiao de Campinas, SP.

Periodos de obtencao das amostras

Origem Chuvoso
n’ %
Leite 86 63,2
Ostios 32 23,5
Teteiras 18 13,2
Total 136 100,0

Seco Total
n % n %
64 58,7 150 61,2
33 30,3 65 26,5
12 11,0 30 12,2
109 100,0 245 100,0

" Numero de isolados.

Tabela 2. Distribuicao das estirpes de Staphylococcus aureus de acordo com a amplificacdo dos genes e a ocorréncia

de chuvas.
Origem
Genes Leite Ostios Teteiras
A’ B? A B? A’ B?

Genes n % n % n n % % n %
sea 6 50,0 10 62,5 4 66,7 8 66,7 40,0 5 83,3
seb 2 16,7 1 6,2 1 16,6 - - 1 20,0 1 16,7
sec - - 3 18,8 - - 2 16,6 1 20,0 - -
tst 1 8,3 2 12,5 1 16,6 2 16,6 1 20,0 = =
sed 1 8,3 - - - - - - - - - -
sea + sed 1 8,3 - - - - - - - - - -
seb + tst 1 8,3 - - - - - - - - - -
Total 12 100,0 16 100,0 6 100,0 12 100,0 5 1000 6 100,0
1. A: Estacdo chuvosa (indices pluviométricos maximos entre 76,3 mm e 193,8 mm, precipitacdo média de 113,6 mm);
2. B: Estacao seca (indice pluviométrico méximo de 56,2 mm, com precipitacdo média de 27,9 mm).
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A Tabela 2 apresenta a distribuicao de S. aureus
e a ocorréncia dos genes de toxinas amplificados dentre
os pesquisados (sea, seb, sec, sed e tst), nos dois periodos
classificados pela ocorréncia de chuvas.

Todos os genes pesquisados foram amplificados
em micro-organismos isolados em amostras de leite de
maneira isolada e, em duas ocasides, houve co-amplificacao
de sea com sed e seb com tst. Em micro-organismos isolados
nas amostras de dstios e teteiras, sed ndo foi amplificado.
O gene sea foi o de maior prevaléncia em todas as origens
e nas duas estagdes climaticas, chuvosa e seca (35/57),
porém nenhuma diferenga estatistica foi encontrada
quando comparou-se a presenga deste gene com a dos
outros que foram identificados. Também observou-se
que a maioria das estirpes em que se identificou genes de
toxinas foram isoladas em amostras de leite de quartos
mamadrios com a mastite (28/57), provavelmente pela
maior quantidade de isolados estudados nesta fonte de
transmissao.

Diferentemente dos achados contidos neste
trabalho, existe relato de nao deteccdo de sea em
S. aureus oriundos de humanos, leite bovino mastitico
ou leite do tanque, utilizando-se a auséncia do gene para
a defesa da tese de S. aureus em leite bovino ter uma
baixa possibilidade de estar envolvido em intoxicagdes
alimentares estafiloc6cicas®®. Do mesmo modo, outros
autores’' defendem que estafilococos enterotoxigénicos
parecem ndo ser encontrados com tanta frequéncia, ap6s
0 acompanhamento que foi realizado em 20 propriedades
e nao serem encontrados estes micro-organismos em 15
delas, quando estudado o leite de quartos mamarios com
mastite ou do tanque de expansao dos estabelecimentos
de produgao leiteira. Houve relato® de S. aureus que foram
obtidos de amostras de leite de quartos mamdrios com
mastite bovina, dentre os quais apenas quatro isolados
(6,03%) co-amplificaram os genes sea e seb, enquanto
dois (3,1%) foram positivas para o gene sec, em estudo
que investigou estes trés tipos de genes.

Apesar disso, outros trabalhos demonstram que
a dificuldade em encontrar estafilococos produtores de
toxinas ou que expressam genes para estas nao é uma
regra. Dentre 127 amostras de S. aureus isoladas de casos
de mastite clinica e subclinica, obtidas em 23 municipios
do Estado de Minas Gerais, a TSST-1 foi a toxina mais
produzida, sendo identificada em 60 amostras (47% do
total), seguida pela SED (30%) e a SEB (19%)%.

Ao ser estudada a codificagdo dos genes para
enterotoxinas em amostras de leite de tanques de expansio
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de cinco fazendas em Assis, Estado de Sao Paulo, sea foi o
mais frequente (16/41,0%), seguido pelo sec (8/20,5%),
sed (5/12,8%), seb (3/7,7%) e see (2/5,1%). Entre os genes
codificadores para outras enterotoxinas, seg foi o mais
frequentemente observado (11/28,2%), seguido pelo sei
(10/25,6%) e por seh e sej, estes dois ultimos com trés
amplificagdes (7,7%)*. Os resultados encontrados na
propriedade estudada demonstraram que 26 dentre o
total de 28 cepas originadas do leite apresentaram somente
um gene enterotoxigénico, um porcentual superior ao
encontrado na regiao de Assis, Sao Paulo, 92,9% contra
64,1%.

O teste para os genes das enterotoxinas (ent) e
TSST-1 (#st) foi realizado em 132 cepas de S. aureus e 90
isolados (68,2%) foram positivos para um ou dois genes.
Dentre os isolados positivos, 61 (67,8%) o foram para
entA, 30 (33,3%) para entB, 5 (5,6%) para entC2 e 38
(42,2%) para tst. Além disso, 33 (36,7%) co-amplificaram
os genes entA e tst. Nenhum dos 90 S. aureus conduziam
os genes entD e entE®.

Sugere-se uma relagao entre a produc¢do de
TSST-1 e a severidade dos casos de mastite, devido a
possibilidade desta representar um fator de viruléncia em
casos mais graves da doenga'®?. Entretanto, é mais facil
tentar estabelecer esta relagao com afericdes do momento
em que as amostras s3o obtidas, devido a dificuldade de
obten¢ao de um histérico dos animais acometidos pela
doenga, ja que, muitas vezes, as amostras de leite chegam
para a andlise laboratorial sem a descri¢dao do processo
infeccioso no animal, assim como dos sinais inflamatérios
apresentados, caso existirem.

Van Leeuwen et al.?® pesquisaram dez genes
virulentos em amostras humanas e veterindrias. O gene
codificador da proteina da sindrome do choque t6xico
(tst) foi mais frequentemente encontrado entre amostras
veterindrias (P<0,0001) e, principalmente, nas amostras
relacionadas com a mastite bovina (P<0,0001), quando
comparadas com amostras oriundas de humanos. No
presente trabalho, st foi encontrado em isolados de leite,
Ostios e teteiras (7/57) e co-amplificado com seb em um
isolado originado de amostra de leite de quarto mamario
com mastite.

A intoxicacdo causada por estafilococos pode
ocorrer ap6s o consumo de alimentos contaminados com
0s micro-organismos que podem produzir as toxinas,
assim como depois do consumo de alimentos com as
enterotoxinas jd formadas. A questdo representativa
do risco a saude da populagdo é que as toxinas sao
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caracterizadas por resistirem a pasteurizagao. A intoxica¢ao
apods a ingestdo do alimento com a toxina apresenta um
periodo de incuba¢dao que pode variar de 30 minutos
até oito horas, em média duas a quatro horas. Entre os
sintomas estao desde vomitos, diarreia e dores abdominais,
até sudorese, caibras, dores de cabega, calafrios, reducao da
pressdo arterial e até febre, na dependéncia da quantidade
de toxina ingerida?.

De acordo com o exposto no pardgrafo anterior,
mostra-se preocupante a presenca de genes de enterotoxinas
em fontes relacionadas com a cadeia epidemioldgica
da mastite bovina. Constante é a preocupagao com o
leite cru contaminado e a sua utilizacdo na fabrica¢do
de queijos, um dos principais subprodutos originados
do leite. Existem relatos de presenca de Staphylococcus
spp. enterotoxigénicos em queijo artesanal e industrial,
supondo-se que o tratamento térmico do leite possa
ser, em alguns casos, ineficiente ou que possa ocorrer
contaminacdo ap6s o tratamento, devido & manipulagao
ou contato com superficies ndo sanitizadas®.

Apesar de ser incerto o fato de todas as amostras
gene-positivas poderem causar um processo de intoxicagao
alimentar, a existéncia destes genes em S. aureus é
necessaria para que estas amostras causem este processo®.
Dessa maneira, a técnica de PCR permite a detec¢ao do
potencial genético para a producdo de enterotoxinas, o que
a torna util tanto como um teste de triagem como para
a confirmagdo destas. Desde que o estudo relacionado
com enterotoxinas estafilocdcicas tenha uma razao
epidemioldgica, estafilococos gene-positivos para toxinas
podem ser considerados produtores de toxinas quando
a produgao de toxinas in vivo, por exemplo durante a
infecgdo, nao pode ser conduzida®.

Devido a importancia destas toxinas em sadde
publica e no setor alimenticio, um eficiente teste de triagem
para detectar a prevaléncia de amostras enterotoxigénicas
é fundamental®®, nao apenas no derivado lacteo processado
mas também dentro da propriedade leiteira.

Situagdes como a presenca do gene e a nao produ-
¢a0 de niveis detectdveis de toxinas podem ocorrer devido
a um baixo nivel de produgdo de enterotoxina, com limites
de detec¢ao nao alcan¢ados por um ensaio imunoldgico.
Uma vez que a produgao de enterotoxinas por estafilococos
pode ser afetada pelas condigoes de crescimento usadas,
como a quantidade de inéculo, temperatura, atividade de
dgua e o pH, é possivel que em algumas ocasides as con-
di¢des de cultura especificadas para o ensaio imunoldgico
sejam subdtimas para a expressao do gene. Por um outro

lado, os genes podem nao ser expressos devido a mutagoes
nas regioes de codificagao ou regulatoria®.

Em periodos mais chuvosos, uma maior amplitude
de genes foi encontrada em leite e teteiras, quando
comparou-se com periodos de menor ocorréncia de
chuvas. Nos dois isolados em que foram co-amplificados
genes, verificou-se que o periodo de obtencdo foi o
classificado como chuvoso (Tabela 2).

Concomitantemente ao estudo das toxinas, os
perfis de resisténcia das cepas de S. aureus foi pesquisado
e houve uma menor variabilidade dos perfis de resisténcia
quando o gene presente era sea. Especificamente no caso
deste gene, para cada 4,8 amostras, apareceu um perfil
diferente de resisténcia aos antimicrobianos. Para o seb,
encontrou-se um perfil diferente para cada 1,2 amostra e
sec verificou-se um perfil diferente para cada 1,5 amostra.
Com relag¢do ao tst, foi encontrado um perfil diferente para
cada 1,1 amostra.

O perfil de resisténcia a penicilina foi o mais
encontrado, proporcionalmente, em amostras com o
gene da toxina “A” (48,3%), seguindo-se seb, tst, e sec
(33,3%, 25,0% e 16,7%, respectivamente), diferentemente
de outros autores®' que relataram que todos os isolados
com amplificacdo de seb apresentaram resisténcia a este
principio ativo. Por um outro lado, os achados desta
pesquisa demonstraram que o perfil de sensibilidade
a todos os principios ativos testados foi superior
para aquelas cepas em que foi amplificado sec (50%).
Micro-organismos com o gene para TST foram aqueles
que apresentaram o maior nimero de amostras com
resisténcia a oxacilina (37,5%), enquanto para sea, seb e
sec os porcentuais variaram de 13,8 a 16,7%.

O estudo da correla¢ao entre a producao de
enterotoxinas e a resposta celular verificada pela CCS*
revelou que, quando estas eram detectadas, as amostras
eram oriundas de quartos mamarios com contagem
superior a 1.000.000 células.mL, sugerindo-a como um
possivel fator de viruléncia para este agente, apesar da
auséncia de diferenca estatistica ap6s a andlise dos valores,
levando os autores a comentarem sobre a possivel presenca
de outros fatores que podem interferir na contagem
celular, além da capacidade de producio de toxinas por
parte dos patégenos.

Efetuou-se a contagem de células sométicas (CCS)
do leite de 25 dentre 28 quartos mamédrios onde foram
isolados S. aureus que expressaram genes para as toxinas.
A CCS média do leite dos quartos com isolamento de S.
aureus que expressaram sea foi de 551.000 células.mL™
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(n=13), enquanto para aquelas cepas que expressaram seb,
sec e sed,as CCS foram, respectivamente, 372.000 células.
mL' (n=3); 640.000 células.mL! (n=3); e 4.050.000
células.mL’ (n=1). A CCS média foi igual a 1.085.000
células.mL! para as cepas com expressdo de tst (n=4)
e 4.000.000 células.mL"! para a cepa que expressou os
genes seb e tst em conjunto. Ao se dividir as CCS em
quatro classes (até 200.000; 200.001 a 500.000; 500.001
a 750.000; >750.000 células.mL"), ndao houve diferenca
estatistica (P=0,5498) ao ser comparada a CCS de acordo
com a presenga do gene. Apesar disso, mais estudos
precisam ser realizados para a verificacao da relacdo entre
a CCS, uma medida da reagao inflamatdria da glandula
mamadria contra o invasao bacteriana, e as toxinas ou 0s
seus genes.

Ha uma grande controvérsia sobre o papel das
enterotoxinas durante o processo infeccioso causado pelo
S. aureus nos casos de mastite bovina. A sec e a sed parecem
ser as mais importantes nas infeccdes intramamarias, ja que
induzem a liberagao de fatores inflamatérios'®. A indugao
destes fatores poderia levar a uma resposta mais acentuada
por parte da glandula afetada e, consequentemente, acarretar
uma CCS mais elevada. Apesar da pequena quantidade de
quartos mamadrios acompanhados, no presente trabalho
foi observado que a CCS daquelas glandulas em que foram
isolados S. aureus com amplificacio de sec e sed foi superior
a CCS do leite das glandulas mamarias infectadas por
micro-organismos que amplificaram sea e seb.

Quando foi analisada a associa¢do entre genes de
viruléncia de S. aureus e a presenca de mastite subclinica,
relatou-se o papel do gene sej como um dos fatores de
risco. Isolados que abrigavam o gene sej também foram
positivos para sed, sugerindo a possibilidade da viruléncia
das amostras que albergam ambos os genes ser mais
alta quando comparada a viruléncia das amostras que
albergam somente o gene sed *'

As enterotoxinas produzidas por S. aureus podem
estar relacionadas com o agravamento das doencas
causadas pelo micro-organismo, além da sua habilidade
de causar intoxica¢do alimentar. Neste sentido, jd foram
identificados isolados que produziram as enterotoxinas
C e a TSST-1 em vacas que nao conseguiram responder
positivamente ao tratamento contra a mastite. Além disso,
amostras bacterianas isoladas em glandula mamaria
bovina e que secretaram TSST-1, induziram a liberagao
de citocinas com o consequente estabelecimento de um
processo inflamatério do tecido mamario ou a cronicidade
da mastite. A triagem de enterotoxinas em isolados
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bacterianos causadores de mastite nos animais em lacta¢ao
pode ser de importincia para estabelecer se amostras
produtoras de enterotoxinas estdao associadas com casos
mais severos da doenga ou com casos em que o tratamento
ndo é eficaz, além da importincia no contexto de satide
publica e segurancga alimentar®.

Sugere-se que a produgdo simultinea de mais
de uma toxina pode elevar os seus efeitos deletérios
isolados e, consequentemente, atuar na patogenia das
infec¢des intramamarias causadas por S. aureus. Por
exemplo, resisténcia a mais de um antimicrobiano
poderia existir em amostras produtoras de mais de um
tipo de toxina®.

A importancia do estudo das caracteristicas dos
isolados de S. aureus em outras fontes, além do leite
dos quartos mamadrios doentes, reside na possibilidade
da existéncia de portadores de S. aureus que facilitam
a transmissdao dessas bactérias entre animais de um
mesmo ambiente, inclusive pelas maos do ordenhador e
de utensilios destinados a ordenha, tais quais as teteiras™.
Quando hd normas higiénicas de manejo de ordenha mal
conduzidas, o papel de transmissao destes agentes pelos
portadores torna-se preocupante.

CONCLUSAO

A presenca de genes de toxinas estafilococicas em S. aureus
isolados em diferentes fontes de transmissao dentro da
cadeia epidemioldgica da mastite bovina evidencia a
possibilidade de veiculagao deste micro-organismos pelo
leite, ocasionando riscos a satide publica.
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