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RESUMO

BRABES, K. C. S. Detecção de Staphylococcus spp e suas enterotoxinas em
leite proveniente de bovinos leiteiros com mastite. Lavras: UFLA, 1999,
77p. (Dissertação de Mestrado em Ciência dos Alimentos).'

Leite e produtos lácteos contaminados têm sido associados com
toxinfecções alimentares. As doenças de origem alimentar transmissíveis ao
homem pelo leite e produtos lácteos podem estar relacionadas a doenças que
afetam o animal como a mastite bovina. Dentre os agentes etiológicos, as
bactérias têm maior prevalência, destacando-se muitas vezes Staphylococcus
spp, sendo S. aureus a espécie mais encontrada. Uma característica importante
destes microrganismos é a sua capacidade de síntese de enterotoxinas
representando um problema à saúde pública. Visando confirmar a presença
destes microrganismos como um dos principais agentes etiológicos da mastite
bovina e como possível microrganismo toxigênico, foram estudadas cepas
isoladas de amostras de leite de animais com mastite clínica e subclínica. Estes
microrganismos foram isolados no laboratório de Microbiologia do NAP
GAMA - USP (Núcleo de Apoio e Pesquisa em Glândula Mamaria -
Pirassununga - SP) e as amostras provenientes de leite coletadas em cinco
propnedades de São Paulo e Minas Gerais. Todas as cepas foram purificadas
para posterior identificação no Uboratório de Microbiologia de Alimentos no
DCA (Departamento de Ciência dos Alimentos) da UFLA (Universidade
Federal de Lavras, MG). As cepas foram identificas pelo Sistema API - STAPH
para identificação final. Das 128 cepas identificadas, as espécies mais
encontradas foram S. aureus 51 (39%), Schromogenes 15 (11%), Ssciuri 12
(9%), Ssimulans 9(7%), Shyicus 8(6%), Sxylosus 6(5%), S warneri 3(2%)
S. epidermidis 1 (0,78%), S. hominis 1 (0,78%), Scaprae 1 (0,78%)'
Ssaprophyticus 1(0,78%), Micrococcus sedentarius 1(0,78%), Staphylococcus
spp 19 (18%). Das 87 cepas testadas quanto à produção de enterotoxinas,
apenas 16 (18%) apresentaram resultado positivo, sendo 10 cepas (62 5%) foram
identüicadas como S. aureus, cinco cepas (31,25%) como S sciuri, euma como
(6,25/&) S. chromogenes. Dentre as 26 toxinas produzidas 10 (38%)
identificadas como "SEA", 7 (27%) como "SEB", cinco (20%) como "SEC"
duas (7,5%) como "SED", e duas (7,5%) como "SEE"

Comitê Orientador: Dr' Elizabeth Oliveira da Costa -USP (Orientadora)
Dr* Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Coorientadora)



ABSTRACT

BRABES, K. C. S. Identification and classificatíon of toxigenic
Staphylococci in mastitis cowfs milk. LAVRAS: UFLA, 77p
Dissertacion - Master in Food Science)

Milk and dairy products contamined nave been associated with foodbome
pathogens. The food origin diseases transmissible to man through millk and
dairy products may be related to diseases that affect lhe animal such as bovine
mastitis. Among the etiological agents, the most incident bactéria
staphylococcus spp standing out many times, being S aureus the most found
species. An importam feature of these microrganisms is their capacty of
synthesing enterotoxins representing aproblem to public health. By aiming to
confírmthepresence ofthe microrganisms as one ofthe chief etiological agents
ofbovine mastitis and as a possible toxigenic organism, strains isolated from
samples ofmilk from animais with clinic and subclinic mastitis were These
microrganisms were isolated in the Microbiology Laboratory of the NAP-
GAMA -USP (Núcleo de Apoio ePesquisa áGlândula Mamaria -Pirassununga
- SP) and samples coming fron milk colleted on fíve farms in São Paulo and
Mmas Gerais, Every strain were purified for further identification in the Food
Microbiology Laboratory at the DCA (Departamento de Ciência dos Alimento)
UFLA (Universidade Federal de Lavras -MG). The strains were identifíed by
the API STAPH Systems for final identification. Out of the 128 strains
IJ^Jf^f*the m0St found species were &aureus 51 (39%)> S.chromogenes 15(11%), Ssciuri 12 (9%), Ssimulans 9(7%), Shyicus 8(6%), Sxylosus 6(5%)
fn !T"o3 (2%)t S ePidermidis l (0-78%), S homirtis 1(0.78%), Scaprae í
(0.78/o), Ssaprophyticus 1 (0.78%), Micrococcus sedentárias 1 (0 78%)
Staphylococcus spp 19 (18%). Out of the 87 strains tested as to production of
enterotoxin, only 16 (18%) presented positive result, 10 strains being identifíed
as S. aureus, 5strains (31.25%) as Ssciuri and 1(6.25%) as S. chromogenes
Out ofthe 26 toxmes produced, 10 (38%) were identifíed as "SEA", 7 (27%) as
"SEB",5(20%)asas"SEC",2(7.5%)as"SED"and2(7.5%)"SEE".

Guidance Committee: Dra Elizabeth Oliveira da Costa
Dra Eliana Pinheirode Carvalho



1 INTRODUÇÃOGERAL

Aprodução leiteira caracteriza-se, ainda hoje, por ser uma atividade de
baixa produtividade erentabilidade devido avários fatores que incluem aspectos
genéticos, nutricionais e sanidade dos animais. Sob o este enfoque, pode-se
destacar doenças provocadas por microrganismos como amastite bovina, que
atinge emespecial a glândula mamaria.

Os prejuízos causados pela mastite são bastante expressivos, pois além
da queda na produção, oleite produzido nestas condições apresenta alterações
físicas, químicas, microbiológicas e, ainda, modificações patológicas do tecido
glandular do animal.

A mastite bovina é caracterizada por um processo inflamatório da
glândula mamaria devido àinvasão do microrganismo eposterior instalação no
tecido secretor de leite.

Apesar de sua grande incidência, a mastite não tem merecido a devida
atenção de alguns produtores de leite. Isto se deve, talvez, ao feto desta infecção
se apresentar sob duas formas, assim caracterizadas quanto à intensidade, isto é,
a mastiteclínica e mastite sub clínica.

No Brasil, amaioria dos casos de mastite que afetam quartos mamários
é devido à forma subclínica. Os níveis de infecção do rebanho, os diferentes
agentes etiológicos eafeita de informação do produtor induzem aaltas despesas
com tratamento, mão-de-obra e perda genética, resultando num menor valor
comercial do animal.

Diversos microrganismos podem ser considerados agentes etiológicos da
mastite, tais como bactérias, protozoários, vírus, fungos fílamentosos, leveduras
ealgas, além de fatores anatômicos, fisiológicos, ambientais ede manejo, oque
dificulta em muito seu tratamento. Dentre os agentes etiológicos, as bactérias



têm maior incidência, representando 80 a 90% dos casos. Os microrganismos

mais comumente relatados são Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp,

Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis,

Corynebacteriun spp, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp,

Nocardia spp, Protoheca spp, entreoutros.

Staphylococcus aureus apresenta-se como aquele de maior importância

por estar presente na proporção de 50% das infecções e por estar associado ao

aparecimento da mastite subclínica ou crônica, ou até mesmo na forma

superaguda, devido a sua capacidade de penetração e instalação profunda nos

tecidos da glândula mamaria, o que dificulta, desta maneira, a ação dos

antibióticos. Outro aspecto a se destacar é a facilidade de encontrar este

microrganismo na natureza, sendo que, em muitos, casos, o homem pode se

apresentar como portador assintomático, podendo ser considerado como um

importante agente disseminador.

Freqüentemente os alimentos de origem animal, especialmente o leite e

os produtos derivados, estão sendoassociados a surtos de toxinfecção alimentar,

representando um grande problema para a saúde pública. O gênero

Staphylococcus spp, por representar um expressivo agente etiologico da mastite

bovina, e também um importante agente causador de toxinfecção alimentar

devido a sua capacidade de produção de enterotoxinas, vem .despertando um

maior interesseno que diz respeitoa doenças vinculadasa alimentos.

Devido à importância desta doença no Brasil e no mundo, este trabalho

teve como objetivo identificar e classificar as espécies de Staphylococcus spp

presentes em leite mastitico, assim como avaliar a capacidade de produção de

enterotoxinas das cepas isoladas.



2 REFERENCIAL TEÓRICO

Com o crescimento do número de indústrias lácteas no Brasil e
conseqüente competitividade entre seus produtos no mercado, toma-se
importante abusca da quaüdade dos alimentos. Oleite, produto da secreção da
glândula mamaria, ealguns de seus derivados, considerados produtos de grande
importância devido ao seu alto valor nutritivo, são conhecidos desde a pré-
história, quando ohomem aprendeu adominar os animais.

Amastite bovina vem sendo considerada aenfermidade mais importante
da pecuária leiteira, sendo discutida, desde o século passado, devido aos
prejuízos por ela acarretados (Jordão, 1967).

2.1 Definição e caracterização da doença

Segundo a International Dairy Federation (1987), a mastite é definida
como sendo uma reação inflamatória da glândula mamaria que, além de
mudanças físico-químicas emicrobiológicas, écaracterizada por um aumento do
número de células somáticas no leite e também por mudanças no tecido
mamário. Adoença se desenvolve quando um microrganismo passa através do
canal do teto e afeta o tecido secretor de leite danificando-o, podendo
igualmente se instalar no início do dueto. Odano resulta no movimento de
leucócrtos para dentro do tecido mamário e na redução da produção de leite
(Nicherson, 1986).

Costa (1991) cita amastite bovina como sendo a doença que causa os
maiores prejuízos mundiais na pecuária leiteira. Nos Estados Unidos, dois



bilhões de dólares/ano são perdidos comesta enfermidade, sendo que, em vários

levantamentos, foram detectados 40 a 50% das vacas de rebanhos leiteiros com

pelomenosum quarto mamário infectado.

Segundo Nikerson (1986), a doença pode se manifestar de duas formas

distintas: a mastite clínica e a subclínica. A primeira caracteriza-se por ser

facilmente reconhecida devido a alterações visíveistantono leite como no úbere

do animal, tais como grumos e pus formados pelos leucócitos que passaram para

o leite; pela presença de leite aquoso ou pela inflamação visível doúbere, quese

apresenta endurecido, quente e dolorido ao tato. Já a forma subclínica muitas

vezes não é percebida em se considerando que tanto o leite como o animal

apresentam-se aparentemente normais.

Auldist e Hubble (1998) e Machado et ai (1998).concluíram, em um

estudo sobre mastite, que tanto a forma clínica como a subclínica afetam a

produção e a composição do leite e de seus derivados, além de causarem

problemas de saúde pública através do consumo de leite e derivados

contaminados. A mastite subclínica se toma, assim, a forma mais importante

pois ocorre com maior freqüência. Normalmente antecede a forma clínica,

sendo necessária uma atenção maior neste período da doença; geralmente de

longa duração; difícil e cara de ser detectada no rebanho; o que reduz

consideravelmente a produção, afetando negativamente a qualidade do leite.

Segundo os mesmos autores, através de revisão de vários trabalhos científicos,

foram observadas modificações em vários componentes do leite, como

diminuição de lactose, caseína total, p-caseína, cvcaseína, a-lactoalbumina, p-

lactoglobulina e potássio, além do aumento de ácidos graxos livres, y-caseína,

proteínas do soro, soroalbumina, IgG, lactoferrina, transferrina, plasmina, Na e

Cl, representando um problema de rendimento na fabricação de produtos

derivados do leite.



De acordo com Costa et ai (1994b), amastite subclínica, além de reduzir
a quantidade de elementos nobres do leite, como caseína, lactose, cálcio e
gordura, aumenta o conteúdo de substâncias indesejáveis como lipase,
imunoglobulinas, sódio ecloro, representando perdas na qualidade do leite e,
conseqüentemente, na indústria dederivados lácteos.

Considerando a redução da produção leiteira, oprejuízo causado pela
mastite subclínica, segundo Costa et ai (1994c), éde algo estimado em 711.000
litros/ano em propriedades produtoras de leite Be; uma estimativa para a
produção brasileira de leite tipo A, BeCseria em tomo de 14 bilhões de litros
de leite por ano.

2.2 Métodos de detecção da mastite

Existem alguns métodos para adetecção da mastite que podem ser feitos
no campo ou em laboratórios. Dentre eles destacam-se o '<tamis" ou teste da
caneca de fundo preto; o exame visual das características do úbere; métodos
químicos indiretos (CUT); exame microbiológico do leite econtagem de células
somáticas.

Oteste da caneca telada, caneca de fimdo preto ou "tamis" éutilizado ao
pé do animal, antes de se iniciar aordenha, fecilitando aobservação de grumos,
pus, filamentos e soro, quando desprezados os primeiros jatos de leite, e,
portanto, tem como objetivo detectar a mastite clínica, ou seja, o estado mais
avançado dadoença (Radostits, 1994).

Outro método de detecção da mastite foi idealizado por Schalm &
Noorlander (1957), que desenvolveram oCMT (Califórnia Mastitis Tesf). Este
teste baseia-se na estimativa do conteúdo de células somáticas no leite e é



interpretado subjetivamente estabelecendo escores, que, na maioria dos casos,

variam de 1 a 5. Consiste num teste um pouco mais sofisticado, detectando a

mastite subclínica em leite de vacas aparentemente normais. Apresenta

resultado instantâneo, podendo ser realizado antes da ordenha, permitindo

classificar o leite em normal ou anormal. Este método baseia-se na reação entre

o reagente CMT (alquil-lauril sulfonato de sódio) e o material genético das

células somáticas presentes no leite, formando um gel cuja concentração é

proporcional ao número de células somáticas presentesno leite.

A contagem de células somáticas (CCS) é outro método paraa detecção

da mastite e corresponde ao aumento do número de leucócitos presentesno leite,

sendo a maioria relacionados a neutrófílos polimorfonucleares provocados pela

invasão da glândula mamariapor microrganismos. Essas células fazem parte do

mecanismo natural de defesa do animal, migrando da correntecirculatória paraa

glândula mamaria e, conseqüentemente, para o leite. Brito et ai, em 1997,

compararam a sensibilidade do método CMT (Califórnia Mastitis Test) com o

método CCS (Contagem de Células Somáticas) e concluíram que ambos os

métodos possuem vantagens e desvantagens, sendo o CMT o método mais

indicado para ser utilizado pelo produtor, possibilitando identificar animais sob

risco, selecionar amostras para exame microbiológico e, ainda, servir de base

para a organização da linha de ordenha, ou seja, este método contribui para

conhecer o estado sanitário do rebanho. Já o CCS representa uma tendência em

países economicamente desenvolvidos, que pagam o leite em função de sua

qualidade, mostrando o CMT como o teste mais preciso. Este método pode ser

conduzido de duas maneiras: em grande escala, através do uso de um aparelho

chamado de Contador Eletrônico de Células Somáticas (nome comercial,

Fossomatic 90), ou em laboratório, através de visualização em placas de petri

marcadas.



O exame microbiológico de amostras de leite permite detectar e
identificar apresença do agente etiologico causador da infecção intra-mamária.
Este método de detecção da mastite é indicado devido à resistência que os
microrganismos apresentam frente aprincípios antimicrobianos encontrados no
mercado, resistência esta já relatada por Araújo &Andrioli (1996), Cruz et ai
(1997), Mallikarjunaswamy eMurthy (1997), entre outros.

Costa et ai (1993) compararam oCMT eoexame microbiológico para
detecção da mastite bovina econcluíram que 5047 exames de CMT positivos
coincidiram com o exame microbiológico em 70,97%, apontando uma boa
correlação entre os dois métodos comparados.

Com relação ao exame microbiológico, Costa et ai, em 1997,
compararam métodos de diagnóstico microbiológico para detecção da mastite e
concluíram que maior sensibilidade foi registrada para aincubação a37° Cpor
12 horas. Porém, observaram maior taxa de contaminação que em outros
métodos. Em relação àconservação da amostra, ocongelamento, por sua vez,
registrou sensibilidade superior ao método usando o leite "in natura" e que
também apresentou uma taxa de contaminação semelhante ao último. Para
maior eficiência no isolamento, os autores recomendam que amelhor conduta
seria a combinação destes procedimentos, permitindo assim estabelecer um
diagnóstico mais seguro.

2.3Agentesetiológicos da mastite

Amastite bovina éuma doença multifetorial, de etiologia complexa e
variada, encontrando-se disseminada em todas as regiões produtoras de leite. De
acordo com estudos desenvolvidos por Brito et ai (1997), existem 135 diferentes



espécies, subespécies e sorotipos de microrganismos, que incluem bactérias,

leveduras, fungos, vírus, micoplasmas e algas, que podem ser isolados do leite

de vacas com mastite. Entretanto, a maioria das infecções tem origem

bacteriana e cerca de 90% de todos os casos são devidos a um reduzido número

de espécies. Em geral, as bactérias estão em maior número, destacando-se o

Streptococcus spp e Staphylococcus spp como os mais freqüentes.

Nocard & Mollereau, em 1984, citam o isolamento do primeiro agente

etiologico da mastite bovina, que mais tarde foi identificado como pertencente

ao gênero Streptococcus spp. No Brasil, em 1931, Streptococcus spp foi o

primeiro gênero isolado em amostras de leite mastítico por Reis e Swenson

(Costa et ai., 1994a).

Costa et ai (1986), ao estudarem, através do exame microbiológico, a

etiologia bacteriana da mastite bovina, observaram que em 2533 amostras de

leite fizeram-se presentesos microrganismos S. aureus (49,23%), Streptococcus

spp (27,08%), Corynebacterium spp (30,67%), Enterobacteriaceae (4,26%),

Pseudomonas spp (1,06%) e 5,64% corresponderiam a Actnobacillus spp,

Moraxella spp, Brucella spp, histeria spp, Aeromonas spp, Kurthia spp,

Alcaligens spp, Lactobacillus spp, Chromobacterium spp, Neisseria spp,

Acinetobacter spp, Nocardia spp, Streptomyces spp). Em um outro estudo

também desenvolvido por Costa et ai (1994a) a partir de 11.189 amostras, a

porcentagem de Staphylococcus spp foi de 31,20%, a de Corynebacterium spp,

24,46%; e a de Streptococcus spp, 13,42%, e outros microrganismos foram

encontrados em menor porcentagem.

Segundo Rea et ai, em 1992, foram isolados alguns microrganismos

patogênicos no leite, sendo considerados também como agentes etiológicos da

mastite bovina, dentre eles: Staphylococcus aureus, Streptococcus spp,

Escherichia coli, Salmonella spp, Yersinia spp, histeria monocytogenes e

histeria innocua.



Em dois estudos desenvolvido por Moretti et ai (1998), os
microrganismos mais comumente encontrados em animais mastíticos foram
Trichosporon capitatum (31,2%), T. beigelli (18,72%), Condida albicans
(12,48%), Cguillermondii (12,48), C tropicalis (12,48%), C parapsilosis
(6,24%) eSaccaromyces cereviseae (6,24%) e, dentre as bactérias, encontraeam-
se S aureus (34,3%), S. albo (19,8%), Streptococcus spp. (17,2%), Escherichia
coli (23,2%),Proteus vulgaris (5,1%) ePseudomonas aeruginosa (0,5%).

Staphylococcus aureus tem sido motivo de preocupação entre os
produtores devido a algumas características que estes microrganismos
apresentam, tais como capacidade de aderência no interior da glândula mamaria,
o que dificulta a ação de antibióticos (Fox, 1997). Devido a este feto, este
microrganismo émais comumente relacionado acasos de mastite bovina.

2.4 Caracterização das enterotoxinas estafilocócicas

As enterotoxinas estafilocócicas são caracterizadas como sendo
proteínas simples, ricas em lisina, tirosina, ácido aspártico e glutâmico,
constituídas por duas moléculas de cisteína formando uma ponte dissulfeto.
Possuem peso molecular variando entre 26.000 e29.000 daltons (Bergdoll &
Reiser, 1980; Arbuthnott et ai, 1990; Su &Wong, 1995).

As enterotoxinas, quando em estado ativo, apresentam resistência àação
de enzimas proteolíticas, como tripsina, renina, papaína, pepsina equimotripsina
(Minor &Marth, 1976; Niskanen &Koiranem, 1977; Varadaraj &Ranganathan,
1989).

Atualmente são descritos sete tipos e três subtipos sorologicamente
distintos de enterotoxinas, asaber: SEA (Enterotoxina Estafílocócica A), SEB



(Enterotoxina Estafílicócica B), SEC (Enterotoxina Estafílocócica C, subtipos

Ci, C2 e C3), SED (Enterotoxina Estafílocócica D), SEE (Enterotoxina

Estafílocócica E), SEG (Enterotoxina Estafílocócica G) e SEH (Enterotoxina

Estafílocócica H) (Su & Wong, 1995; Bergdoll, 1996; Betley et ai., 1996).

De acordo com Bayles e Iandolo (1989), algumas enterotoxinas

apresentam semelhança em sua seqüência de aminoácidos, tais como SEA e

SEE, SEB e SEC. A SED é um poucodiferente das demais, apresentando maior

similaridade com o grupo SEA e SEE.

As enterotoxinas A e D são as que mais aparecem envolvidas em surtos

de toxinfecção, podendo estar isoladas ou em combinação (Bennett, 1986 In:

Varnam, A.H. & Evans, MG, 1991). Segundo Holt et ai (1994), a maioria das

cepas produzem EEA.

2.5 Métodos de detecção de enterotoxinas

Os métodos existentes para detecção de enterotoxinas estafilocócicas são

classifícados em biológicos e imunológicos, sendo estes últimos aqueles de

maior aplicação.

Os métodos biológicos consistem na administração intraperitonial ou

intravenosa da enterotoxina em gatos jovens; e via oral em macacos do gênero

Rhesus, os quais são tidos como modelos animais confiáveis, apesar de

ocorrerem algumas reações não específicas (Varadaraj & Ranganathan, 1989).

Devido a necessidade de altas doses de enterotoxinas e às dificuldades de

manutenção dos animais destinados para os testes, este método tomou-se

praticamente inviável, passando-se, então, a usar os métodos imunológicos.
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Os métodos imunológicos baseiam-se no princípio de precipitação da
reação antigeno-anticorpo. Várias modalidades deste método já foram sugeridas
eaperfeiçoadas, dentre as quais, podem ser relacionados as de reações em gel,
onde sedestacam atécnica 'O.S.P.' e 'microslide"

Atécnica 'O.S.P.' tem sensibilidade de 0,5ug/ml (Robbins et ai., 1974),
sendo baseada no princípio de imunodifosão em gel eadequada para análise de
enterotoxigenicidade da maioria das linhagens de Staphylococcus spp. Atécnica
consiste na modificação do método de Ouchterlony aliada à produção de
enterotoxina pelos métodos membrana sobre ágar ou saco de diálise (Donnelley
etai, 1968; Robbins etai, 1974).

Pela técnica de 'microslide' pode-se detectar diretamente no alimento
quantidades de enterotoxinas menores que 0,01ug/ml (Casman et ai. apud
Varadaraj & Ranganathan, 1989), necessitando de lOOg do alimento com
concentração do extrato para 0,2 ml (Casman &Bennett, 1965; Reiser et ai. In:
De Oliveira &Hirooka, 1996). Esta técnica tomou-se inviável pelo tempo
requerido para análise, 5dias, edificuldade na detecção em relação ang/g.

Muitos outros métodos foram sendo estudados e aperfeiçoados com o
objetivo de detectar quantidades ínfimas de enterotoxinas presentes nos
alimentos, pois constataram-se, em alguns surtos, quantidades menores que
200ng de EEA causando intoxicação, sendo necessários, para detectar as
enterotoxinas, ensaios imunológicos com uma sensibilidade de 1 a 2ng/g
(Evenson et ai. apud De Oliveira &Hirooka, 1996).

Atualmente, os ensaios RPLA e ELISA, os quais baseiam-se no uso de
anticorpos específicos, têm proporcionado melhores resultados. O método
RPLA (Aglutinação Reversa Passiva em Látex) éum ensaio de aglutinação que
utiliza anticorpos, purificados por cromatografia de afinidade erecobertos por
partículas de látex. De acordo com Igarashi et ai. (1986), sua sensibilidade éde
0,5ng de enterotoxina por grama de alimento. Este ensaio ébastante utilizado
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por ser de fácil manuseio; o kit é encontrado comercialmente; é

semiquantitativo; as partículas de látex são dotadas de alta densidade, o que

permite sua realização em até 12 horas, não necessitando de equipamentos

sofisticados. Sua limitação reside na ocorrência de reações inespecífícas, as

quais se apresentam como uma nuvem branca, interferindo na sensibilidade das

partículas de látex sensibilizadas e partículas de látex controle. Uma forma

proposta porPereira et ai, em 1997, consiste na utilização de 5% de IgG normal

e purificada de coelho para a eliminação ou controle das reações inespecífícas.

Para a prevenção de tais reações, envolvendo cepas coagulase positivas ou

negativas e produtoras usuais ou de diminutas quantidades de enterotoxinas,

recomenda-se a adição ao sobrenadante de cultura 5% de IgGnormal purificada

de coelho. Esta utilização baseou-se em melhores resultados de pesquisas nas

quais foram testadas, além da adição de 5% de IgG normal de coelho; IgG

normal de novilha, carneiro e cavalo e aindatratamentotérmico do sobrenadante

de cultura por 30minutos a70°C.

Um outro método para detecção de enterotoxinas estafilocócias é o

TECRA-SE. Parket ai (1992,1993 e 1996)estudaram a eficiência deste método

com relação a suareações inespecífícas, falso positivas e suas possíveis soluções

e concluíram que as reações inespecífícas podem ocorrer devido a

contaminações por outros microrganismos como o Enterobacter agglomerans,

Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Serratia

marcescens ou . Com relação às soluções,os autorespropõemtratar o extrato de

toxinas com IgG normal de soro de coelho, tratar o substrato com temperatura

70°C por3min e conjugar o uso com outros Kits comerciais como o RPLA e o

ELISA (RIDASCREEN).

O ELISA (RIDASCREEN) é um método imunoenzimático dos mais

sensíveis e rápidos e que foi modificado para eliminar a interferência com a

proteína A através da técnica com sensibilidade de lOng de toxina/ml,
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permitindo completar o teste em 8 horas incluindo o tempo de extração. A
vantagem deste método também é a detecção da toxina SEE (Enterotoxina
Estafílocócia E), não identificada por outros métodos segundo Park et ai, 1993.

Oliveira e Hirooka (1996) avaliando Kits comerciais encontrados no
mercado, recomendaram testes mais sensíveis para adetecção de enterotoxinas,
principalmente em linhagens produtoras de concentrações não detectáveis por
métodos de difusão, mas que são passíveis de causar intoxicação mesmo em
baixas concentrações. Sob este enfoque, os autores indicaram o uso do RPLA
em se tratando de exame que envolve grande quantidade de amostras, devido a
sua praticidade; eo ELISA (RIDASCREEN) naqueles casos em que vieram a
ocorrer reações inespecífícas que não puderam ser eliminadas, inviabilizando a
obtenção deresultados através do RPLA.

2.6 Estafílococos e intoxicação alimentar

Os estafílococos compreendem um grupo de microrganismos, cuja
presença se fez observar sobretudo na pele emucosas do homem, estendendo-se,
de maneira generalizada, aanimais de sangue quente (Holt et ai, 1994). Ainda
que colonize diferentes áreas do organismo, para S. aureus o maior reservatório
está caracterizado pelas fossas nasais e cavidade oroferíngea. A partir daí,
poderá se fazer presente na pele e lesões nela localizadas, como resultado de
vínculo epidemiológico decorrente de disseminação advinda dos principais
sítios.

No que diz respeito aos animais, estes podem desenvolver infecções
estafilocócicas e muitos carreiam o microrganismo na narina e outros sítios
anatômicos. Entretanto, a mais expressiva possibilidade de produção de
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enterotoxinas em alimentos, através de estafílococos tranferidos da fonte animal,

parece estar vinculado a animais com mastite.

Das 19 espécies de estafílococos citadas por Holt em 1994, o

Staphylococcus aureus é a que está mais associada às toxinfecções alimentares,

muito embora se saiba atualmente que algumas outras espécies como S.

intermedium, o S. hyicus e S. sciuri, dentre outros, são capazes de produzir

enterotoxinas.

A intoxicação alimentar em questão é resultado da ingestão de

enterotoxina estafílocócica pré-elaborada em substratos alimentícios em

decorrência de microrganismos presentes em densidade populacional situada

entre IO6 - IO8 UFC/g ouml.

O período de incubação costuma variar, podendo ocorrer entre 30

minutos a 8 horas, sendo a média de 2 a 4 horas após a ingestão do alimento

contaminado.

Os sintomas aparecem rapidamente e são caracterizados por vômitos

severos, diarréias, dores abdominais, sudorese, cãibras. Podem ocorrer também

dores de cabeça, calafrios, queda de pressão arterial e, ainda, febres quando a

quantidade de toxina ingerida for muito grande. Quando há choque e

desidratação, é necessária a hospitalização para a reposição de fluidos e

eletrólitos. A recuperação ocorre geralmente de 6 a 24 horas após o

aparecimento dos sintomas.

Apenas dois surtos de intoxicação estafílocócica provocados por

espécies não produtoras de coagulase já tiveram relato de ocorrência na

literatura. Em 1959, Omori & Kato apud Pereira (1996) descrevem a intoxição

em uma escola secundária em Osaka, no Japão, envolvendo 40 estudantes.

Outro surto notificado por Breckinridge & Bergdoll (1971) apud Pereira

(1996) envolveu 264 pessoas que participaram de um banquete ocorrido em
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1969, nos Estados Unidos, onde foi detectada a produção de SEA por S.
epidermidis.

No que diz respeito especificamente a episódios nos quais quantidades
diminutas de enterotoxina estiveram envolvidas, Everson et ai (1988) relataram
oocorrido com crianças que haviam ingerido leite achocolatado contendo 0,4-
0,7ng/ml de toxina SEA em uma instituição educacional nos Estados Unidos.

De um modo geral, diversos episódios já foram descritos sobre
intoxiçaões estafilocócicas. Carmo eBergdoll, em 1990, relataram um surto em
Belo Horizonte, MG, onde 60 pessoas que consumiram bolo recheado com
creme e queijo apresentaram sintomatologia compatível. Os alimentos
envolvidos evidenciaram contagem bacteriana de IO4 à IO8 UFC/g, sendo que as
toxinasencontradas foram SEA e SEB.

Outro surto de intoxicação ocorreu em 1993, como relatado por Carmo
et ai (1996), em que 108 pessoas apresentaram quadro característico de ambos,
intoxicação estafílocócica esalmonelose aproximadamente 6à 15 horas após o
consumo de salada de batata num restaurante em Brasília, onde foram isolados
S. aureus eSalmonella enteritidis, sendo que as toxinas encontradas foram do
tipo SEA SEB.

2.7 Métodos de controle da mastite

Ocontrole da mastite éinfluenciado pelas espécies de microrganismos
envolvidos, a duração da infecção, o tipo e a duração do tratamento com
antimicrobianos e ainda a eficiência das medidas de outros tratamentos
utilizados (Sandholm etai., 1990).
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As mastites são doenças típicas de feita de higiene em alguma etapa da

criação. Uma série de medidas preventivas podem ser indicadas para que a

doença seja controlada, como discutido por Fonseca (1992), dentre elas

destacam-se:

Higiene do ordenhador;

Higiene dos utensílios e equipamentos de ordenha;

Higiene nos estábulos e salasde ordenha;

Testes periódicos paradetecção principalmente de mastite subclínica;

Exame microbiológicoe antibiograma de casos de mastite subclínica;

Isolamemento e, quandonecessário, descarte dos animais mastíticos;

Adoção da linha de leite, ou seja, ordenhar animais de primeira lactação

seguido de animais sem mastite subclínica e assim por diante para que não

haja contaminação de um animal parao outro;

Tratamento correto e imediato de casos na propriedade;

Descarte do leite de animais mastíticos.

2.8 Tratamentos com antibióticos

A administração não apropriada de antibióticos no tratamento de casos

de mastite gerauma ineficácia do produto(Ruiz, 1983; Rebdhun et ai., 1995).

Devido à diversidade dos agentes patogênicos e às práticas de manejo

que podem estar relacionadas com a mastite, seu tratamento toma-se bastante

complexo. Normalmente são utilizados mais de um medicamento, até que se

descubra o mais eficaz, o que encarece o tratamento, além de causar problemas

como a presença de resíduos de antibióticos no leite. O uso indiscriminado de

antibióticos sem a devida prescrição técnica e testes de identificação do
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patógeno específico pode levar à seleção de cepas resistentes desses
microrganismos, tornando acura da mastite ainda mais difícü, sem mencionar
que este medicamento é liberado no leite por alguns dias, após a sua
aciministração, ainda que otratamento térmico não "destrói" esse medicamento,
podendo causar problemas também para oconsumidor.

McDougall (1998) testou aresistência àpenicilina de bactérias isoladas
de animais mastíticos encontrando resistência de 20% S. aures, 0% de
Streptococcus uberis e 100% de E. coli isolados.
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CAPITULO 1

IDENTIFICAÇÃO E CLASSIFICAÇÃO DEESTAFÍLOCOCOS
PROVENIENTES DE LEITE DE BOVINOS LEITEIROS COM

MASTITE

RESUMO

BRABES, K. C. S. Identificação e classificação de estafílococos em leite de
vacas mastíticas. Lavras: UFLA, 1999 (Dissertação de Mestrado em
Ciência dos Alimentos).1

Dentre os agentes etiológicos da mastite bovina, as bactérias têm maior
incidência, sendo que, na maioria dos casos, cerca de 80 a 90% são atribuídos a
Staphylococcus spp, sendo Saureus a espécie mais encontrada. Visando
confirmar a presença destes microrganismos como um dos principais agentes
etiológicos da mastite bovina, foram estudadas cepas isoladas de amostras de
leite de animais com mastite clínica e subclínica. Estes microrganismos foram
isolados no laboratório de Microbiologia do NAP GAMA - USP (Núcleo de
Apoio e Pesquisa em Glândula Mamaria - Pirassununga - SP) e as amostras
provenientes de leite coletadas em cinco propriedades de São Paulo e Minas
Gerais. Todas as cepas foram purificadas para posterior identifícação no
Laboratório de Microbiologia de Alimentos no DCA (Departamento de Ciência
dos Alimentos) UFLA (Universidade Federal de Lavras, MG). Após
purificação, as mesmas foram testadas quanto à coloração de Gram, catalase,
oxidase, coagulase, hemólise e termonuclease. Cepas com características do
grupo em estudo foram inoculadasno Sistema API - STAPH, para identifícação
final. Das 128 cepas identificadas, as espécies mais encontradas foram S.aureus
51 (39%), Schromogenes 15 (11%), Ssciuri 12 (9%), Ssimulans 9 (7%),
Shyicus 8 (6%), Sxylosus 6 (5%), S warneri 3 (2%), S. epidermidis 1 (0,78%),
S. hominis 1 (0,78%), Scaprae 1 (0,78%), Ssaprophyticus 1 (0,78%),
Micrococcus sedentarius 1 (0,78%), Staphylococcusspp 19 (18%).

Comitê Orientador: Dr*Elizabeth Oliveira da Costa - USP (Orientadora)
Dra Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Coorientadora)
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ABSTRACT

BRABES, K. C. S. Identification and dassification of staphylococci in
mastitis cow's milk. Lavras: UFLA, (Dissertation - Master Dissertation in
Food Science).

Out of the etiological agents of bovine mastitis, bactéria present the
greatest mcidence, being that in most cases, about 80 to 90% are ascribed to
Staphylococcus spp, being S. aureus the most found species. By aiming to
confirm the presence of these microrganisms as ene of the main etiological
agents ofbovine mastitis, strains isolated from samples of milk from animais
with clinic and subelinie mastitis were studied. These microrganisms were
isolated mthe Microbiology Laboratory of the NAP-GAMA - USP (Núcleo de
Apoio ePesquisa em Glândula Mamaria - Pirassununga - SP) and the samples
commg from milk colleted on fíve farms ofSão Paulo and Minas Gerais Ali the
strains were purifíed for further purification in the Food Microbiology
Laboratory at the DCA (Departamento de Ciência dos Alimentos) UFLA
(Universidade Federal de Lavras -MG). After purification, they were tested as
to Gram coloration, catalasis, oxidasis, coagulasis, hemolisis and
tnermonucleasis. Strains with characteristies of the groups under study were
moculated in the API STAPH System for final identification out of the 128
strains identifíed, the most found species were: S. aureus 51 (39%)
S.chromogenes 15 (11%), Ssciuri 12 (9%), Ssimulans 9(7%), Shyicus 8(6%)'
Sxylosus 6 (5%), S. warneri 3 (2%), S epidermidis 1(0.78%), S hominis í
(078%), Scaprae 1 (0.78%), Ssaprophyticus 1 (0.78%), Micrococcus
sedentarius 1(0.78%), Staphylococcus spp 19 (18%)

Guidance Committee: Dra Elizabeth Oliveira da Costa
DraEliana Pinheirode Carvalho
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1 INTRODUÇÃO

Existe um aumento no número de consumidores que procuram por

alimentos naturais de alta quaüdade, livres de conservantes artifíciais e

microrganismos contaminantes que podem vir a comprometer a saúde pública

(Reaetal, 1992)

Leite e produtos lácteos contaminados têm sido associados com doenças

de origem alimentar, sendo os microrganismos os principais responsáveis pela

transmissão dessas doenças, mencionando ainda a deterioração que pode vir a

ocorrer com esses produtos (Gomes e Gallo, 1995). As doenças de origem

alimentar transmissíveis ao homem pelo leite e produtos lácteos podem estar

relacionadas a contaminações provenientes do meio ambiente do animal e da

indústria, do manuseio do leite pelo homem e, mais especificamente, de doenças

que afetam o animal como a mastite bovina.

A mastite bovina é consideradaum dos maiores obstáculos à exploração

lucrativa da pecuária leiteira, sendo responsável também por grande perda da

produção de leite. Nos EUA, os prejuízos econômicos determinados por sua

ocorrência somam cerca de US$ 2 bilhões, ou US$ 200,00 por vaca por ano

(Costa et ai, 1997). Na região sudeste do Brasil, cerca de 20% dos quartos

mamários são afetados pela mastite subclínica, enquanto 1% é afetado

clinicamente. A redução média na produção de leite devido à mastite subclínica

foi de 35%, enquanto a perda por mastite clínica foi de 55%, resultando numa

perda diária de 7,5% da produçãode leiteproduzidos a menos por ano (Veiga et

ai, 1994). Os diferentes níveis de infecção do rebanho, os diferentes agentes

etiológicos e a falta de informação do produtor induzem a altas despesas com

tratamento, mão-de-obra e perda genética, resultando num maior valor comercial

do animal.
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Qualquer microrganismo pode vir a ser considerado como agente
etiologico da mastite ou mamite bovina, destacando-se as bactérias; além de
outros fatores, como anatômicos, fisiológicos, ambientais e muitas vezes
decorrentes do próprio manejo, dificultando, com isso, seu tratamento. Dentre
os agentes etiológicos, as bactérias têm maior incidência, sendo 80 a 90% dos

casos atribuídos ao Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae eStreptococcus uberis. Staphylococcus aureus tem
grande importância por estar presente na proporção de 50% das infecções,
estando associado ao aparecimento da mastite subclínica ou crônica, ou até
mesmo na forma superaguda. A freqüência com que este microrganismo é
encontrado écitada por vários autores, sendo aespécie Staphylococcus aureus a
mais relatada; outras espécies, principalmente as coagulase negativas são sempre
citadas como Staphylococcus ssp (Costa et ai em 1986, 1994a, 1994b; Rea et ai
em 1992 e Moretti em 1997).

Devido asua capacidade de penetração einstalação profunda nos tecidos
da glândula mamaria, toma-se dificultada aação dos antibióticos. Outro aspecto
ase destacar éa facilidade de encontrar este microrganismo na natureza, sendo
que em muitos casos ohomem pode se apresentar como portador assintomático,
portanto importante agente disseminador (Gomes eGallo, 1995).

Fox, (1997) comenta esta presença devido aalgumas características de
aderência no interior da glândula mamaria, dificultando aação do tratamento de
agentes antimicrobianos. Calvino et ai, em 1997, analisou características na
glândula mamaria eno leite de mastite induzida por cepas de Staphylococcus
aureus em concentrações diferentes em cada quarto mamário, obtendo um
aumento representativo de células somáticas no leite e também uma resposta
clínica visível no úbere.
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Com base no acima exposto, o presente trabalho teve como objetivo

caracterizar as diferentes espécies de estafilococos isolados de leite de vacas

mastíticas em cinco propriedades de SãoPaulo e Minas Gerais.
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2 MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Material

As cepas de Staphylococcus spp utilizadas neste experimento foram
isoladas a partir de leite mastítico proveniente de gado de cinco propriedades
diferentes de São Paulo e Minas Gerais. Este isolamento foi feito no NAP
GAMA (Núcleo de Apoio e Pesquisa da Glândula Mamaria localizado no
Campus Universitário da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da
USP - Pirassununga - São Paulo).

Foram isolados 128 amostras bacterianas em leite provenientes de
animais que apresentavam mastite clínica e subclínica detectadas no campo
pelos métodos "Tamis" e CMT.

As cepas foram transportadas para oLaboratório de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciência dos Alimentos da Universidade Federal
de Lavras - MG, onde foram realizadas as análises microbiológicas para
purificação e identifícação das mesmas.

2.2 Avaliação das propriedades eobtenção dos isolados

Durante a avaliação das propriedades leiteiras foram realizados, como
provas de triagem, os exames de "Tamis" (Caneca telada) (Radostits, 1994) eo
CMT ("Califórnia Mastitis Test" - Schalm &Noorlander, 1957) de todos os
quartos.
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O teste de "Tamis" foi realizado sobre caneca telada ou sobre uma

caneca com fundo preto no qual desprezam-se os primeiros jatos de leite para

verifícar alterações neste, tal como presença de grumos, filamentos, soro, o que

caracteriza o processo de mastite clínica (Radostits, 1994). A prova de CMT é

realizada sobre uma bandeja na qual desprezam-se os jatos de leite,

individualmente, em quatro recipientes, e a esta é adicionado o detergente

aniônico (alquil-lauril sulfonato de sódio), que atua sobre as células presentes no

leite rompendo suas membranas e liberando o material nuclear. A liberação

deste material resulta numa viscosidade que caracteriza a reação. Este método é

o mais utilizado paradiagnóstico da mastite subclínica. Estas provas permitem a

indicação de ocorrência do processo inflamatório, que pode ter várias causas,

como por exemplo os traumatismos, sendo a infecciosa a mais importante.

Para o diagnóstico de infecção da glândula foram colhidas,

assepticamente, amostrasde leite somente das glândulasmamárias positivas em

qualquer uma das provas acima relacionadas. O quarto era lavado com solução

desinfetante e água, submetido a secagem com toalha de papel descartável, anti-

sepsia com algodão embebido em álcool-iodado e então eram colhidas as

amostras de leite em frascos estéreis (16 x 160mm com rolha de borracha n° 4)

para exames microbiologicos. As amostras foram encaminhadas ao laboratório

sob refrigeração.

No laboratório, estas foram semeadas em meio de ágar-sangue de

carneiro e incubadas a 37°C, sendo realizadas leituras com 24 e 48 horas de

crescimento. As técnicas microbiológicas paraidentifícação das bactérias foram

empregadas conforme descrito por Lennette et ai (1985), Cowan (1985). As

provas utilizadas foram: produçãode catalase, plasma coagulase, urease , indol;

motilidade em ágar semi-sólido ; esculina, acidifícação de carboidratos;

oxidação-fermentação em meio de Hugh & Leifson ; produção de H2S;

crescimento em TSI , ágar citrato de Simmons , "Camp Test". As bactérias
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isoladas foram classificadas de acordo com oBerge^s Manual of Systematic
Bacteriology (Krieg &Holt, 1994).

23 Purificação dos isolados

Utilizou-se, para a purificação dos isolados, o meio de cultivo Ágar
Baird-Parker - Merck (Baird-Parker,1962; Stiles &Ng, 1981; Baird &Lee,
1995), onde selecionaram-se cepas características enão características:

• colônias negras elustrosas, devido àprecipitação de telurito de potássio
• com e sempresença de halo transparente ao redordas colônias.

2.4 Identificação

2.4.1 Caracterização inicialdos isolados

As colônias características foram repicadas em ágar padrão inclinado
("Plate Count Agar", Merck) a 37°C por 24 horas. Estas cepas foram testadas
convencionalmente, de acordo com algumas provas bioquímicas (Figura 1).

quanto à coloração de Gram,

produção de coagulase hvre, Sperber &Tatini (1975), utilizando plasma
coagulase - EDTA Coagu-Plasma LB. (Laborclin),

33



termonuclease (Tnase) pelo Ágar azul-0 de Toluidina - DNA, formulação

segundo ABNT. (1991); "Intemation Dairy Federation" (1987) e adaptada por

Mandil, (1982) como citado por Sabioni et ai (1998),

catalase utilizando-se H202a 30%,

oxidase através da fita de oxidase, Bactident Oxidase (Merck),

hemólise em meio Ágar Sangue Base (Merck) acrescido de sangue de

carneiro.
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FIGURA 1 - Esquema de purificação e classificação de estafilococos
provenientes de vacas mastíticas obtidas pelo NAP Gama - USP - SP
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2.4.2 Kit's de identificação

A identificação das cepas de Staphylococcus spp foi realizada pelo

Sistema de Identificação de Estafilococos e Micrococos API Staph da Biolab-

Merieux, que é composto portestes bioquímicos padronizados e miniaturizados

em base de dados específica.
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Identificação bioquímica

Os resultados obtidos da identificação de todas as propriedades
estudadas estãoapresentados na Tabela 1.

TABELA 1 Porcentagem de espécies de amostras bacterianas obtidas de leite
mastitico, coletadas em cinco propriedades estudadas pelo NAP-Gama - USP -
SP.

Staphylococcus n°

51

%

aureus 38
spp 19 18

chromogenes 15 11
sciuri 12 9

simulans 9 7
hyicus 8 6

xylosus 6 5
warneri 3 2

epidermidis 1 0,78
saprophyticcus 1 0,78

caprae 1 0,78
hominis 1 0,78
TOTAL 128 100

De 128 cepas estudadas, foram identificadas 51 (39%) como
Staphylococcus aureus ; 19 (18%), Staphylococcus spp; 15 (11%), S.
chromogenes; 12 (9%), S. sciuri; 9(7%), Ssimulans; 8(6%), Shyicus; 6(5%),
S. xylosus; 3(2%), S. warner; 1(0,78), Sepidermidis; 1(0,78%), S. caprae; 1
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(0,78%), S saprophyticus; 1 (0,78%), S. hominis; 1 (0,78%), Micrococcus

sedentarius.

Os resultados da identificação bioquímica obtida pelo API Staph por

propriedade estãoapresentados nas Tabelas 1,2,3,4,5 e 6.

TABELA 2 Porcentagem do número de amostras bacterianas isoladas a partir

de leite de vacas mastíticas na propriedade A.

Staphylococcus n (%)
aureus 24 80

warneri 2 6,67
chromogenes 2 6,67

spp 1 3,34
Total 30 100

Obs. Uma cepa foi identificada na propriedade A, como Micrococcus sedentarius
representando 3,34%

TABELA 3 Porcentagem do número de amostras bacterianas a partir de leite

isoladas em vacas mastíticas na propriedade B

Staphylococcus n° (%)
aureus 10 21

chromogenes 12 25
hyicus 7 15

simulans 3 6

sciuri 2 4

caprae 1 2
saprophyticus 1 2

Staphylococcusspp 11 23
Staphylococcus ssp 22 45,84

TOTAL 48 100%
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TABELA 4 Porcentagem do número de amostras bacterianas apartir de leite
isoladas em vacas mastíticas na propriedade C

Staphylococcus n° (%)
aureus 9 32

simulans 6 22
sciuri 5 jg
hyicus 1 35

hominis \ ^5
epidermidis \ ^5

xylosus 1 3 57
Staphylococcus ssp 4 J4

TOTAL 28 Í55%

TABELA 5 Porcentagem do número de amostras bacterianas apartir de leite
isoladas em vacas mastíticas na propriedade D.

Staphylococcus n°
xylosus 4 40
aureus 2 20
sciuri 2 20

chromogenes \ 10
10Staphylococcus ssp 1

(%)

TOTAL 10 155%
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TABELA 6 Porcentagem do número de amostras bacterianas a partir de leite

isoladas em vacas mastíticas na propriedade E.

Staphylococcus n°
aureus 6 50

sciuri 3 25
xylosus 1 8,34

Staphylococcusssp 2 16,66
Total 12 100%

Os resultados da identifícação bioquímica obtida pelo API Staph por

propriedade estão apresentados nas Tabelas 2,3,4, 5 e 6. Pode-se notar que o

predomínio de Staphylococcus aureus é superior em algumas propriedades

estudadas ( propriedade A 80%, C 32% e E 50%). Apenas em duas

propriedades há predominância de outras espécies (propriedade B 25% de S.

chromogenes; propriedade D 40% S. xylosus).

Os estafilococos apresentam algumas características bioquímicas

importantes e que são utilizadas para sua identifícação em espécies. Produzem

várias enzimas extracelulares, como a hemólise, nuclease, coagulase e lipase, e

toxinas (enterotoxinas estafilocócicas), de acordo com Halpin-Dohnalek &

Marth, 1989.

Baird-Parker (1962) cita outro aspecto importante na caracterização de

S. aureus como a pigmentação da colônia, normalmente amarelo-dourada, com

presença de p-hemólise quando cultivada em ágar sangue, mas estas

características são variáveis, podendo estar associadas com cepas de

Staphylococcus epidermidis.

A coagulase livre é uma enzima produzida por algumas espécies de

estafílococos, principalmente o S. aureus em plasma de coelho. Este teste tem

sido largamente utilizado para identifícação de Staphylococcus aureus coagulase
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positiva e outras espécies produtoras ou não de coagulase, Sperber &Tatine
(1975); Chang &Huang (1995 e 1996).

ATnase (termonuclease) éuma enzima produzida por algumas cepas de
estafilococos como produto metabólico juntamente com as enterotoxinas, éuma
proteína globular de cadeia simples, apresentando-se bastante estável a
processamentos térmico, Hirooka et ai (1990) e, muitas vezes sua presença num
alimento indica a provável correlação da patogenicidade das cepas de
estafilococos, principalmente por apresentar uma metodologia de custo inferior
quando comparado à produção das enterotoxinas, Neumayer et ai (1990);
Schinitt et ai (1990); Hirooka et ai (1992); Sabioni &Maia (1998).

Plastridge, em 1958, indicava que os microrganismos que ocorrem com
maior freqüência em mastite eram Streptococcus agalatiae, Streptococcus uberis
e o Micrococcus pyogens. Novas pesquisas vêm comprovar que os
microrganismos causadores de mastite bovina podem ser outros. Costa et ai, em
1986, estudando aetiologia bacteriana da mastite bovina em 2553 amostras no
estado de São Paulo, cita outros microrgamsmos, dentre eles Staphylococcus spp
(49,23%), Streptococcus spp (27,08%), Corynebacterium spp (30,67%),
Enterobacteriaceae (4,26%), Pseudomonas spp (1,06%), e5,64% correspondem
a outras bactérias.

Em um estudo feito por Costa et aí (1994a) em 11.189 amostras a
porcentagem de Staphylococcus spp foi de 33,49%, ade Corynebacterium spp
24,46% e a de Streptococcus spp 13,42%, e outros microrganismos foram
encontrados emmenor porcentagem.

Wilson et ai, em 1997, relatam através de um levantamento feito de
janeiro de 1991 ajunho de 1995 em Nova York e Pensilvânia, que 75% das
infecções intramamárias dos 108.312 animais estudados em 1601 propriedades
são causadas por Streptococcus agalatiae, Streptococcus spp, Staphylococcus
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aureus e algumas espécies de estafílococos coagulase negativos, todos citados

como Staphylococcus spp.

Murdough et ai (1995) estudando a prevalência de patógenos em

amostras de leite provenientes de gado com mamite subclínica, detectaram

também as espécies S. aureus, S hyicus, S. chromogenes e S. xylosus. Estes

mesmos autores estudaram a prevalência destes microrganismos em leites

congelados a -20°Cpor2 semanas e verificaram queesta temperatura nãoafetou

a viabilidade destes patógenos. Confirmado por Sargeant et ai, em 1998, que

encontraram maior incidência de coagulase negativo demonstrando que estas

espécies vêm crescendo como importantes agentes etiológicos da mastite,

justificando resultados encontrados nestapesquisa.

A presença de maior número de S. aureus em leites de vacas mastíticas

foi também detectada por vários autores (Costa et ai, 1986; Costa et ai, 1994a;

Costa et ai, em 1994b; Rea et ai, em 1992; Rebhun et ai, em 1995; Brito et ai,

em 1997; Lange et ai, em 1997; Moretti et ai, em 1998; Mallikarujuna &

Murthy, em 1998; Barkema et ai, em 1998).

Mcdougal, em 1998, citou a prevalência de mastite bovina e concluiu

que quartos posteriores apresentam maior incidência e os microrganismos

isolados foram Streptococcus uberis, 74,7%, estafilococos coagulase negativos,

10,2%; conformes, 4,7%; Streptococcus dysgalactiae, 4,1%; Staphylococcus

aureus, 2,9%; 3,3% de outras espécies. Neste trabalho, o autor cita também a

resistência à penicilina, destacando resistência de 25% dos 44 isolados de S.

aureus, 0% de 10 Streptococcus uberis, e 100% de 12 E. coli isoladas; estes

resultados foram semelhantes aos encontrados por Myllys et ai, em 1998, em

estudos realizados na Finlândia de 1988 à 1995.

Para a indústria, este é um aspectotambém de extrema importância, pois

o problema encontradono campo reflete um prejuízo para a própria indústria e

também para a saúde humana, já que estes microrganismos são relacionados
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com surtos de intoxicação de origem alimentar, principalmente quando o
alimento é fabricado com leite "in natura" (sem tratamento térmico prévio) ou o
consumo do próprio leite nas mesmas condições. Um exemplo dessa situação é
a citado por Santos et ai (1981) que encontraram S. aureus em leite cru, no
pasteurizado e em queijos tipo "Minas Frescal" produzido com leite cru e

fabricados artesanalmente. Quando o leite sofre tratamento térmico adequado
este problema desaparece com a presença do microrganismo , como demostra
um estudo realizado em Cuiabá com leite tipo Cpasteurizado, Wendpap et ai
(1997). Resultados semelhantes foram obtidos por Brito et ai, em 1998, que
avaliaram a presença do microrganismo obtido na plataforma de recepção de
uma indústria com amostras retiradas do tanque na plataforma de recepção antes
da pasteurização.

Nascimento et ai, em 1991, concluíram como insatisfatórias as
condições microbiológicas do leite pasteurizado consumido na cidade de
Piracicaba - SP, num estudo com setenta amostras de leite tipo B, C e
reconstituído, coletadas de abril a dezembro de 1989, encontrando bactéria
mesófilas e S aureus excedendo os limites legais vigentes (portarias 1/87 da
DNVSA/MS E5/80 da SDPA), como confirmado por Gómez et ai, em 1983, em
estudo sob condições microbiológicas de queijo "Minas Frescal"
comercializados em Lavras - MG.

Reflexos dos prejuízos que amastite causada por S. aureus e espécies
coagulase negativos quando comparados com quartos sadios, acarretam para a
indústria são relatados por Nicolau et ai, em 1996, encontrando como resultados
um aumento nos valores médios de pH, teor de cloretos, número de leucócitos

polimorfonucleares euma diminuição nos valores médios de acidez, densidade,
teor de gordura, extrato seco total e desengordurado, crioscopia e caseína,
resultados semelhantes aos encontrados por outros autores, como citado pelo
mesmo.
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Como comentado, este microrganismopode ser eliminado em processos de

tratamentos térmicos como a pasteurização, já que suas proteínas são

consideradascomo termolábeis, o que o toma importante com relaçãoà presença

deste microrganismo e com a saúde púbhca devido a sua capacidade de produzir

enterotoxinas, substâncias consideradas como termoestáveis e responsáveis pela

intoxicação alimentar estafílocócica, podendo permanecer também em produtos

derivados (Marshall. 1992). Cepas enterotoxigênicas foram encontradas em

isolados de mastite bovina por S. aureus(Freitas & Magalhães, 1990), sendo que

alguns tipos de toxinas podem provocar "Síndrome de choque tóxico", como o

relatado por Takeuchi et ai (1998) em cepas provenientes de mastite.

A mastite é uma doença que acomete a glândula mamaria de qualquer

espécie animal, inclusive os humanos. Mastite estafílocócica foi identificada em

dezenove mulheres, cujo leite apresentava concentrações de IO2a IO4 CFU/ml de

estafilococos, sendo que destas, oito amostras apresentavam produção de

enterotoxinas detectadas por difusão em gel, sendo algumas produtoras de

Síndrome de choque Tóxico detectadas por RPLA, Pereira et ai (1995),

comprovando a importância da mastite bovina estafilocócicas.
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4 CONCLUSÕES

• Dentre as 128 cepas estudadas, foram identificadas 51 (38%) como
Staphylococcus aureus ; 19 (18%) Staphylococcus spp; 15 (11%) S
chromogenes, 12 (9%) S sciuri, 9 (7%) S. simulans, 8 (6%) S. hyicus, 6
(5%) S. xylosus, 3 (2%) S warneri, 1 (0,78) S epidermidis, 1 (0,78%) S
caprae, 1 (0,78%) S saprophyticus, 1 (0,78%) S hominis, 1 (0,78%)
Micrococcus sedentariuss.

• O predomínio de Staphylococcus aureus foi superior em algumas
propriedades estudadas ( propriedade A 80%, C32% eE50%).

• Apenas em 2 propriedades a predominância foi de outras espécies
(propriedade B25% de S. chromogenes; propriedade D40% S. xylosus).
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CAPITULO 2

PRODUÇÃO E CLASSIFICAÇÃO DE ENTEROTOXINAS
ESTAFILOCÓCICAS PRODUZIDAS POR CEPAS PROVENIENTES DE

LEITE DE BOVINOS LEITEIROS COMMASTITE

RESUMO

BRABES, K. C. S. Produção e classificação de enterotoxinas estafilocócicas
produzidas por cepas provenientes de leite de bovinos leiteiros com
mastite. Lavras: UFLA, 1999 (Dissertação de Mestrado em Ciência dos
Alimentos)

Dos agentes etiológicos da mastite bovina considerados neste
experimento, cerca de 80 a 90% foram atribuídos a Staphylococcus spp
Visando avaliar acapacidade enterotoxigênica destes microrganismos 87 cepas
estudadas foram obtidas de leite de animais mastíticos, coletadas em
propnedades de São Paulo e Minas Gerais, obtidas no Laboratório de
Microbiologia do NAP GAMA -USP (Núcleo de Apoio ePesquisa em Glândula
Mamaria - Pirassununga - SP), foram purificadas, identificadas e submetidas à
KSüSr* enterotoxmas no Laboratório de Microbiologia de Alimentos no
DCA/UFLA (Universidade Federal de Lavras - MG). As identificações foram
feitas pelo Sistema API - STAPH (Bio-Lab Meriéux). Para produção de
enterotoxmas foi utilizado ométodo da "Membrana sobre Ágar", eadetecção se
realizou através dos testes comerciais RPLA/OXOID e ELISA
(RISDASCREEN) no Setor de Anaeróbios e Epidemiologia Molecular da
i7nt?sEzeqUÍel DÍaS (FUNED)> Bel° Horizonte, MG. Das 87 cepas testadas,
16 (18/&) apresentaram produção de enterotoxinas, sendo destas 10 (62 5%)
üSS??S f°m° &aUreUSf CÍnC0 cepas (31>25%) c0^ S. sciuri euma como(6,25/o) S. chromogenes. Dentre as 26 toxinas produzidas, 10 (38%) foram
identificadas como "SEA", sete (27%) como "SEB", 5 (20%) como "SEC" 2
(7,5%) como "SED" e 2 (7,5%) como "SEE". Das 16 cepas produtoras de
enterotoxinas, 6 cepas (37,5%) apresentaram produção de mais de uma toxina
simultaneamente, três cepas (50%) SEA eSEB; uma (16,7%) SEA, SEB e SEC
uma (16,7%) SEA, SEC, SED eSED; uma (16,7%) produziu SEA, SEC, SED. '

Comitê Orientador: Dr' Elizabeth Oliveira da Costa -USP (Orientadora)
Dra Eliana Pinheiro de Carvalho -UFLA (Co-orientadora)
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ABSTRACT

BRABES, K. C. S. Production and classification of staphylococci
Enterotoxins produced by strains coming from mastitis cow's. Lavras:
UFLA, 1999 (Master Dissertation in Food Science)

Of the etiological agents of bovine mastitis, some 80 to 90% are
ascribed to Staphylococcus spp. Staphylococcus aureus, negative coagulase
staphylococci and their capacity of synthesing enterotoxins stand for a new
problem to public heatrh. By aiming to confirm the presence of these
microrganisms as toxigenic, 87 strains isolated from milk of animais with
mastitis were studied in the Microbiology Laboratory of the NAP-GAMA
(Núcleo de Apoioe Pesquisaà GlândulaMamaria- Pirassununga - SP), purified,
identifíed and the toxins obtained in the Food Microbiology Laboratory at the
DCA/UFLA (Universidade Federal de Lavras - MG) being that the samples
were colleted from farms in São Paulo and Minas Gerais. The identification
were done by the API-STAPH System (Bio-Lab Meréux). For enterotoxin
production, Membrane on agar method and the detection by the comercial test
RPLA/OXOID and ELISA (RIDASCREEN) were performed in the Setor de
Anaeróbios e Epidemiologia Molecular da FUNED (Fundação Ezequiel Dias
Foundation) Belo Horizonte, MG. Out of 87 strains tested, only 16 (18%)
presented enterotoxin production, being 10 strains (62.5%) identifíed as S.
aureus, 5 strains (31.25%) as S. sciuri and 1 (6.25%) as S. chromogenes. Out of
the 26 toxins produced, 10 (38%)were identifíedas "SEA", 7 (27%) as "SEB", 5
(20%) as "SEC", 2 (7.5%) as "SED" and 2 (7.5%) "SEE". From the 16
enterotoxin producing strains, 6 strains (37.5%) presented production of more
than one toxin simultaneously, 3 strains (50%) SEA and SEB; 1 (16.7%) SEA,
SEB and SEC; 1 (16.7%) SEA, SEC, SED and SEE, 1 (16.7%) yielded SEA,
SEC and SED.

Guidance Committee: Dr* Elizabeth Oliveira da Costa

Dra Eliana Pinheiro de Carvalho
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1 INTRODUÇÃO

O envolvimento de estafilococos, prmcipalmente S. aureus em surtos de
toxinfecção alimentar decorrentes da ingestão de suas enterotoxinas previamente
elaboradas nos alimentos vêm crescendo emerecendo acada dia maior atenção.
Vários tipos de alimentos já foram relacionados como importantes indutores
desta intoxicação, destacando-se produtos lácteos (leite e derivados), produtos
de confeitaria, carnes, ovos emassas (Pereira, 1996).

Este microrganismo pode ser eliminado em processos de tratamentos
térmicos como apasteurização eaesterilização comercial, já que suas proteínas
são consideradas como termolábeis. Entretanto, oque otoma problemático com
relação à saúde pública é sua capacidade de produzir enterotoxinas, que são
substâncias consideradas como termoestáveis e se responsabilizam pela
intoxicação estafílocócica (Marshall, 1992).

Alguns tipos de enterotoxinas já são conhecidas eclassificadas em tipo A
(SEA), B(SEB), C, (SEC,), C2 (SEC2), C3 (SEC3), D(SED), E(SEE), G(SEG),
H(SEH) (Su &Wong, 1995; BergdoU, 1996; Betley et ai., 1996). Os métodos
existentes para detecção de enterotoxinas estafilocócicas são classifícados em
biológicos e imunológicos, sendo estes últimos aqueles de maior aplicação,
dentre eles destacando-se o RPLA (Reversed Passive Látex Agglutination
Assay) eoELISA RIDASCREEN (Enzyme immunoassay for the detection of
Staphylococcus enterotoxins).

Comumente éatribuído a S. aureus a capacidade de produção de "SE"
(Enterotoxina Estafílocócica), mas atualmente sabe-se da capacidade das
espécies coagulase negativas como produtoras de enterotoxinas, mesmo que, na
maioria dos casos, em pequenas quantidades. Dentre elas, destacam-se,
principalmente, as espécies S hyicus eS. intermedius (BergdoU, 1990). Não se
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pode afirmar que uma determinada cepa de Staphylococcus aureus é patogênica

apenas com base na sua produção de coagulase, termonuclease e hemólise, sem

que se faça a detecção da enterotoxina no alimento incriminado num surto de

toxinfecção. A fim de que se possa identificar cepas de Saureus e

Staphylococcus ssp como microrganismos patogênicos, essas provas devem ser

previamente realizadas, sendo as mais importantes a capacidade de produção de

coagulase e termonuclease, as quais podemestarestreitamente relacionadas com

produção de enterotoxinas. Vale ressaltar que algumas cepas de S. aureus

coagulase e ou termonuclease negativas têm estado associadas com surtos de

toxinfecção alimentar (Bennett et ai., In: Varnam, A.H. & Evans, M.G., 1991;

Bautista et ai., 1988).

A mastite bovina é uma doença que afeta a glândula mamaria de bovinos e

vêem sendo considerada a enfermidade mais importante da pecuária leiteira,

sendo discutida, desde o século passado, devido aos prejuízos que acarretam

(Jordão, 1967). É, na maioria dos casos, provocada por bactérias , sendo a mais

importante Staphylococcus spp, conforme Brito et ai (1997), Costa et ai (1986),

Rea et ai, 1992, Moretti et ai (1998).

Face a isto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar e

classificara produção de enterotoxinas das diferentes espécies de estafilococcos

isolados de leite de vacas mastíticas em cinco propriedades de São Paulo e

Minas Gerais, através de dois métodos imunológicos comerciais, o

RPLA/OXOID e o ELISA (RISDASCREEN).
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2 MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Material

2.1.1 Estafilococos provenientes de vacas mastíticas

Das espécies de estafilococos obtidas pelo Nap Gama - USP (Núcleo de
Apoio ePesquisa da Glândula Mamaria), localizado no Campus de Pirassunga, e
identificas no Uboratório de Microbiologia dos Aumentos no Departamento de
Ciência dos Alimentos da UFLA (Universidade Federal de Lavras -MG), foram
escolhidas 87 para produção e detecção de enterotoxinas.

Aidentifícação das cepas de Staphylococcus ssp foi realizada pelo Sistema
de Identificação de Estafílococos eMicrococos API Staph da Biolab-Merieux,
que écomposto por testes bioquímicos padronizados e miniaturizados em base
de dadosespecífica.

Aescolha dos isolados baseou-se em características bioquímicas das cepas,
na porcentagem de identificação descrita pelo API Staph e na presença e
ausência de halo presentes em meio Baird Parker, Baird-Parker (1989).

Aprodução de enterotoxinas foi realizada no Laboratório de Microbiologia
da UFLA e caracterizadas no Laboratório de Microbiologia da FUNED
(Fundação Ezequiel Dias), Belo Horizonte, MG.

57



2.2 Procedimento analítico

2.2.2 Produção de enterotoxinas estafilocócicas - Método da "membrana

sobre ágar"

Após a identifícação, os isolados foram incubados emcaldo BHI( Biobrás)

durante 24 horas a 37°C para posterior inoculação de 0,5 ml em Ágar BHI
(Merck) 2x (concentração dupla), acrescidos de 0,5% de extrato de levedura

recoberto com membrana de diálise (Spectra/Por membrane dialysis tubing -

6000-8000) e incubados a 37° por 24 horas, de acordo com Hallander (1965),

Casman et ai (1969) e Darvis & Lawrence (1970).

Os crescimentos obtidos foram lavados com 2,5ml de solução tampão de

NaHP04 0,01M pH 7,4emtrês etapas, usando-se Iml; Iml; 0,5ml dotampão. O

hquido obtido nesta lavagem foi centrifugado durante 15 min, a 12000 rpm, a

4°C e centrífuga refrigerada (Centrifugeur - Br 4i - Jouan).

Após centrifugar, retirou-se o sobrenadante e adicionaram lOOul de

Tiomesal-Lilly, Pereira et ai (1994).

Após a obtenção doextrato, os mesmos foram encaminhados ao Setorde

Anaeróbios e Epidemiologia Molecular (FUNED - Fundação Ezequiel Dias),

Belo Horizonte, MG, onde foram caraterizadas as enterotoxinas através de dois

kits comerciais, o RPLA e o ELISA (RIDASCREEN) (Figura 1).
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Cepa pura testada bioquimicamente
API Staph

Sistema de identificação de estafilococos e micrococos
Biolab Merieux

Produção de enterotoxina
Método da "Membrana sobre Ágar'

Caracterização de enterotoxinas
SET-RPLA

Reversed PassiveLátex Agglutínatíon
Amostra tratada com IgG Normal de coelho

Reações Inespecífícas
ELISA - RIDASCREENSET A, B, C, D e E

Enzyme Immunoassay for theDetection ofStaphylococcus enterotoxins

FIGURA 1 Esquema de produção e caracterização de enterotoxinas
estafilocócicas de isolados obtidos em leite de vacas mastíticas através de dois
kits comerciais (RPLA eELISA-RIDASCREEN).
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2.3 Métodos para detecção de "SE"

23.1 Método de Aglutinação passiva reversa em látex ("RPLA" ou "SET-

RPLA")

As amostras foram agupadas em "pools" contendo em média três amostras

utilizando, para isso, as mesmas espécies com características bioquímicas

semelhantes e dentro de uma mesma propriedade. Para este teste, foram

realizadas cinco repetições para confirmação de positividade quando presente

algum tipo de enterotoxina como desmembramento dos "pools".

O teste consiste em inocular 25ul da amostra, seguidos de 25ul de

partículas de látex pré sensibilizadas com a antitoxina especifíca em placas de

microtítulo, de acordo com Igarashi et ai (1986), Sanjeev & Surendran (1992).

De acordo com Park & Szabo (1986), não foram utilizadas as filas mais externas

das placas, pois as mesmas poderiam interferir nos resultados. Paralelamente à

amostra, foram inoculadas látex controle para cada amostra para comparação

com amostras positivas.

Com a finalidade de evitar e eliminar possíveis reações específicas, foram

acrescentadas ao extrato de toxina inicialmente 5%, seguido de 10 e 20% de IgG

Normal de coelho para cada lOOul de extrato de toxina, quando há persistência

de reações inespecífícas, de acordo com o rótulo do mesmo, Pereira et ai (1997).

A IgG normal de coelho foi obtida na FUNED -BH.

Após a inoculação, as placas de microtítulo foram mantidas por 24 horas

em temperatura ambiente sem agitação. As leituras dos resultados foram feitas

contra a luz ou sob um fundo escuro para melhor percepção dos resultados.
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Resultados positivos eram obtidas através de uma predpitação das
toxinas estafilocócicas apresentando aspectos "esfumaçados" com escores que
variam de 1a 4, e cepas negativas para produção de "SE" apresentavam um
"bóton" róseo semelhante ao controle negativo, como descrito pelo Kit RPLA.

2.3.2 ELISA (RIDASCREEN)

Cepas testadas pelo SET-RPLA emesmo com adição de IgG Normal de
Soro de Coelho a 5, 10 e 20% apresentaram reações inespecífíca e foram
testadas primeiramente sob a forma de "polis" pelo teste de ELISA
(RIDASCRREN). Resultados de cepas positivas em "pools" foram
desmembradas etestadas separadamente.

Primeiramente as microplacas foram montadas de acordo com onúmero
de linhagens, compostas por uma "fita" ou "tira" feita de "wells" colocados num
suporte, ambos pré disponíveis pelo kit. Após, adicionaram-se lOOul da amostra

em cada um dos "wells" de AaG, e lOOul de controle positivo no H, incubando-
se por uma hora em temperatura ambiente. Cada tira corresponde a uma
amostra. Fez-se aretirada desta amostra com papel absorvente ealavagem com
250ul de tampão de lavagem em três etapas. Adicionaram-se lOOul de enzima-
conjugado em cada um dos "wells", seguido de outro período de incubação de
uma hora. Repetiu-se alavagem em três etapas com otampão de lavagem ea
secagem com papel toalha. Adicionaram-se 50ul de substrato e 50u. de

chromogênio com incubação por 30 mim em ambiente escuro. Para finalizar a
reação, adicionaram-se lOOul de reagente de parada em cada um dos "wells". A
leitura foi feita em leitor de Elisa (UV-VIS Mertrolab modelo M-980) com
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absorbância de450nmpara o branco, sendo feita até60 min após a colocação do

reagente de parada.
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Uma das características relacionas àenterotoxicidade dos estafilococos é a
presença ou ausência de halo transparente (devido à ação da lecitinase e da
lipase) quando inoculados em ágar Baird-Parker, Baird-Parker, 1989. Pereira
(1996) relatou um surto envolvendo queijo tipo "Minas Frescal" contaminado
com S. aureus em concentração de 2,9 x 108UFC/g, que apresentava, em "BP",
colônias atípicas com ausência de lecitinase elipase, com produção de 180 ng de
"SEH7ml de fluido sobrenadante de cultura. Face a isto, os resultados deste
trabalho, demonstrando esta característica estafílocócica, estão apresentados na
Tabela 1.

TABELA 1 Característica de presença e ausência de halo das diferentes
espécies produtoras de enterotoxinas provenientes de mastite bovina do estado
de São Paulo e Minas Gerais.

Staphylococcus Toxina

1 A 1 B 1 C I D
aureus + + _ _

aureus + + _ _

aureus + + _

chromogenes - - _ „

sciuri + + + _

sciuri + - _ —

aureus - + _ —

aureus - + _ —

aureus - + _ —

sciuri + - _ _

sciuri + - _ —

sciuri + - _ _

aureus - - + m

aureus - - + _

aureus + - + +

aureus +
- + +

A =ausência; P=presença
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As enterotoxinas estafílocóciacas são conhecidas como proteínas

simples e possuem algumas características importantes, são ricas em Usina, em

tirosina, ácido aspártico e glutâmico, sendo constituídas por duas moléculas de

cisteína formando uma ponte dissulfeto. Possuem pesomolecular variando entre

26.000e 29.000 Da (BergdoU, 1980; Arbuthnott, 1990; Su & Wong, 1995).

São conhecidos sete tipos de enterotoxinas sorologicamente diferentes,

EEA, EEB, EEC (Ci, C2 e C3), EED, EEE, EEG e EEH (Su & Wong, 1995;

BergdoU, 1996; Betley et ai., 1996). Algumas enterotoxinas apresentam

semelhança em sua seqüência de aminoácidos, EEA e EEE, EEB e EEC, a EED

é um pouco diferente das demais, apresentando maior semelhança com o grupo

EEA e EEE, Bayles e Iandolo (1989).

As enterotoxinas SEA e SED são as que mais estão envolvidas em surtos

de toxinfecção, podendo estar isoladas ou combinadas entre si, (Bennett, 1986

In: Vamam, A.H. & Evans, MG, 1991). De acordo com o Manual de Bergey's

(1994) a maioriadas cepas produzemEEA.

Os fluidos sobrenadantesdos isolados de estafílococos proveniente de cinco

propriedades do estado de São Paulo e Minas Gerais foram obtidos pelo Método

da "Membrana sobre Ágar", Pereira etai (1994). Foram agrupados em "pools" e

submetidos ao teste comercial SET-RPLA. Para evitar reações inespecífícas que

se manifestam sob forma de nuvens, foram adicionados 5 a 20% de IgG normal

e purificada de soro coelho, como recomendo por Pereira et ai (1997). De

acordo com os autores em (1996), estas reações ocorrem devido à baixa

quantidade de toxinas presente no fluido, interferindo nos resultados,

bloqueando a informação de presença ou ausência de "SE" na amostra testada.

Amostras que mesmo acrescentando IgG normal purificada de coelho em

concentrações de 10 a 20% continuaram apresentando reações inespecífícas

foram submetidas ao teste ELISA (RIDASCREEN), primeiramente sob a forma

de "pools", e em caso positivo eramseparadas e testada a cepa individualmente.
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Atualmente os ensaios RPLA e ELISA têm proporcionado melhores
resultados, os quais são baseados no uso de anticorpos específicos. Adiferença
entre estes dois testes éonúmero eas quantidades de toxinas detectadas pelos
mesmos. O SET-RPLA detecta a toxinas SEA, SEB, SEC e SED e a
sensibilidade deste teste éde quantidades de toxinas superiores a0,5ng/ml (SET-
RPLA Staphylococal Enterotoxin Test Kit). OELISA (RIDASCREEN) detecta
as mesmas toxinas que o RPLA, incluindo a toxinas SEE, com sensibilidade
para detecção de 0,2 a0,7 ng/ml, podendo perceber concentrações àpartir de 0,1
ng/ml em alguns casos (RIDASCREEN SET A, B, C, DeE).

3.1 SET-RPLA

Os tipos de toxinas detectadas pelo sistema SET-RPLA/OXOID por
propriedade estãodemonstradas na Tabela 2.

Em relação às enterotoxinas detectadas, somente 10 (19,6%) das 51
cepas de Saureus coagulase positivas testadas mostraram produção de
enterotoxina A, B, CeD. Destas, 3 (30%) produziram simultaneamente toxinas
do tipo A, B; 3(30%) produziram toxina tipo B; 2(20%) produziram toxina tipo
Ce2(20%) produziram simultaneamente toxinas do tipo A, CeD.

Também aqui pode-se notar a alta taxa detectada da enterotoxina A
(30%) pelos isolados estudados.

Aimportância da detecção destas toxinas deve-se ao fato das mesmas
serem responsáveis por intoxicações alimentares graves e, como citado por
Crass eBergdoU em 1986, já foram detectadas até em pacientes com quadro de
síndrome de choquetóxico.
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A produção detoxinas pelas outras espécies de Staphylococcus é citada

com freqüência na literatura (BergdoU, 1990), principalmente as espécies S.

hyicus e S. intermedius.

TABELA 2 Tipos de toxinas detectadas pelo SET-TPLA/OXOID em

propriedade de SãoPaulo e Minas Gerais

Staphylococcus Toxinas RPLA Propriedade

A X B 1 c 1 D

aureus + + - - B

aureus + + - - B

aureus + + - - B

sciuri + + + - C

sciuri + + + - C

aureus -
+ - - C

aureus -
+ - - C

aureus -
+ - - C

sciuri + - - - D

sciuri + - - - E

sciuri + - - - E

aureus - -
+ - E

aureus - - + - E

aureus + - + + E

aureus + - + + E

As enterotoxinas A e D são as que mais aparecem envolvidas em surtos

de toxinfecção, podendo estar isoladas ou em combinação como citado por

Bennett, 1986 In; Vamam, A.H. & Evans, MG, 1991, e segundo o Manual de

Bergey's (1994), a maioria das cepas produzem EEA.
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TABELA 3 Tipos de enterotoxinas produzidas por S. aureus isolado de vacas
mastísticas.

Tipo de Toxina Número
Cepas

%
AeB

B

C

A,CeD

3

3

2

2

30

30

20

20
TOTAL (A. B, Ce D) 10 100

3.2ELISA (RIDASCREEN)

OELISA (RIDASCREEN) SET A, B, CeEé um teste "sanduíche" de
enzimas imunosensibilizadas para a detecção de toxinas produzidas por
estafilococos em extratos de alimento sólido etambém de fluidos sobrenadantes
de cultura. Baseia-se na reação de antigeno-anticorpo, cada "well" éprovido da
toxina pré-sensibilizada com as toxinas (um em cada "well").

As cepas que apresentaram reações inespecífícas pelo SET-RPLA foram
submetidas ao ELISA (RIDASCREEN). Das 12 cepas submetidas a este kit,
apenas duas apresentaram produção de enterotoxina. ATabela 4 apresenta os
resultados obtidos das cepas provenientes de vacas mastíticas do estado de São
Paulo e Minas Gerais.
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TABELA 4 Toxinas obtidas pelo kit comercial ELISA (RIDASCREEN) em

cepas provenientes devacas mastíticas isoladas deSão Paulo e Minas Gerais.

Staphylococcus Toxinas Propriedade

A B C 1 D _U
chromogenes

aureus -
+ -

+ B

+ D

Um dos métodos para detecção de enterotoxinas foi citado por Robbins

& BergdoU (1984), que aplicavam enterotoxinas em coelhos paraa produção de

um soro contendo anticorpos contra as toxinas. Outro experimento avaliou o

isolamento e purificação através do Método de proteína A estafílocócica usando

membrana encapsulada de IgG-agarose de coelho.

Park et ai (1992, 1993 e 1996) estudaram a eficiência do método para

detecção de enterotoxinas estafílocócias, o TECRA-SE com relação a reações

inespecífícas, falso positivas e suas possíveis soluções e concluíram que as

reações inespecífícas podem ocorrer devido a contaminações por outros

microrganismos como o Enterobacter agglomerans, Enterobacter cloacae,

Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Serratia marcescens. Com

relação às soluções, os autores propõem tratar o extrato de toxinas com IgG

normal de soro de coelho, tratar o substrato com temperatura 70°C por 3min e

conjugar o uso com outros Kits comerciais como o RPLA e o ELISA

(RIDASCREEN).

Atualmente existem kits comerciais mais sensíveis para a detecção de

enterotoxinas. Mathieu et ai, em 1992, avaliaram o SET-ELISA (policlonal tipo

"sanduíche") como sendo um teste conveniente por ser de fácil interpretação de
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resultados. Conclusão também citada por Windermann et ai (1989) e Kuo &
Silverman (1980).

Oliveira et ai (1996a e 1996b) avaliaram métodos de detecção de
enterotoxinas estafilocócicas, concluindo que o RPLA e ELISA

(RIDASCREEN) são os melhores métodos de detecção de enterotoxinas
estafílocócias e que ambos apresentam benefícios em relação àespecificidade.
Os autores comentam ainda os problemas de reações inespecífícas que ocorrem
com o RPLA, sendo corrigidos com aadição de IgG Normal de soro de coelho
na concentração de 5% (Pereira et ai, 1997) recomendam ainda que, em alguns
casos, as reações persistem à utilização do ELISA. Recomendam ainda utilizar

oRPLA quando onúmero de amostras for muito grande.

Park &Szabo avaliaram okit RPLA econcluíram que sua especificidade
em detectar enterotoxinas estafilocócicas éalta, 0,75 ng/g de alimento avaliado.
De acordo com dados contidos no mesmo, esta especificidade aumentou para 0,5
ng/g de alimento, Rose et ai (1989), Sanjeev &Surendran (1992).

De acordo com Park et ai (1994), a especificidade do ELISA
(RIDASCREN) éde 0,3 a0,35ng/ ml de fluido sobrenadante de enterotoxina,
confirmando sua maior especificidade.

Estudos de 93 isolados provenientes de casos de mastite causadas por
Staphylococcus aureus foram estudados por Freitas & Magalhães (1990).
Quanto àenterotoxicidade, concluíram que apenas uma cepa foi produtora de
enterotoxina tipo A, a mais envolvida em surtos de toxinfecções alimentares,
como comprovado por este trabalho.
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4 CONCLUSÕES

• Das 87 cepas testadas, apenas 16 (18%) apresentaram produção de

enterotoxinas, sendo 10 cepas (62,5%) identificadas como S. aureus, cinco

cepas (31,25%) como S. sciuri eumacomo (6,25%) S. chromogenes.

• Dentre as 26toxinas produzidas, 10(38%) foram identificadas como "SEA",

sete (27%) como "SEB", cinco (20%) como "SEC", duas (7,5%) como

"SED" e duas (7,5%) "SEE".

• Das 16 cepas produtoras de enterotoxinas, seis cepas (37,5%) apresentaram

produção de mais de umatoxina simultaneamente, três cepas (50%), SEA e

SEB; uma (16,7%) SEA, SEB e SEC; uma (16,7%) SEA, SEC, SED e SED;

uma (16,7%) produziu SEA, SEC, SED.

• Apenas 13,79% de reações inespecífícas ocorreram quando da avaliação do

ensaio RPLA, que não puderam sereliminadas com a adição de 5,10 e 20%

de IgG normal de soro de coelho, desaparecendo quando avaliadas pelo

ELISA (RIDASCREEN)

• O teste de ELISA (RIDASCREEN) foi empregado para fluidos

sobrenadantes de cultura que apresentaram reações inespecífícas pelo

RPLA, sendo observadas as toxina tipo "SEB", "SEC" e "SEE".
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