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RESUMO

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

Leite e produtos licteos contaminados tdm sido associados com
toxinfeccdes alimentares. As doencas de origem alimentar transmissiveis ao
homem pelo leite e produtos lacteos podem estar relacionadas a doengas que
afetam o animal como a mastite bovina. Dentre os agentes etioldgicos, as
bactérias tém maior prevaléncia, destacando-se muitas vezes Staphylococcus
spp, sendo S. aureus a espécie mais encontrada. Uma caracteristica importante
destes microrganismos é a sua capacidade de sintese de enterotoxinas
representando um problema & saude piiblica. Visando confirmar a presencga
destes microrganismos como um dos principais agentes etioldgicos da mastite
bovina e como possivel microrganismo toxigénico, foram estudadas cepas
isoladas de amostras de leite de animais com mastite clinica e subclinica. Estes
microrganismos foram isolados no laboratério de Microbiologia do NAP
GAMA - USP (Nicleo de Apoio e Pesquisa em Glindula Mamaria -
Pirassummga - SP) e as amostras provenientes de leite coletadas em cinco
propriedades de Sdo Paulo e Minas Gerais. Todas as cepas foram purificadas
para posterior identificagio no Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos no
DCA (Departamento de Ciéncia dos Alimentos) da UFLA (Universidade
Federal de Lavras, MG). As cepas foram identificas pelo Sistema API - STAPH
para identificacdo final. Das 128 cepas identificadas, as espécies mais
encontradas foram S. aureus 51 (39%), S.chromogenes 15 (11%), S.sciuri 12
(9%), S.simulans 9 (1%), Shyicus 8 (6%), S.xylosus 6 (5%), S. warneri 3 2%),
S. epidermidis 1 (0,78%), S. hominis 1 0,78%), S.caprae 1 (0,78%),
S.saprophyticus 1 (0,78%), Micrococcus sedentarius 1 (0,78%), Staphylococcus
spp 19 (18%). Das 87 cepas testadas quanto 3 producdo de enterotoxinas,
apenas 16 (18%) apresentaram resultado positivo, sendo 10 cepas (62,5%) foram
identificadas como S. aureus, cinco cepas (31,25%) como S. sciuri, e uma 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".

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



ABSTRACT

BRABES, K. C. S. Identification and classification of toxigenic
Staphylococci in mastitis cow's milk. LAVRAS: UFLA, 77.
Dissertacion - Master in Food Science)

Milk and dairy products contamined have been associated with foodborne
pathogens. The food origin diseases transmissible to man through millk and
dairy products may be related to diseases that affect the animal such as bovine
mastitis.  Among the etiological agents, the most incident bacteria,
Staphylococcus spp standing out many times, being S. qureus the most found
species. An important feature of these microrganisms is their capacty of
synthesing enterotoxins representing a problem to public health. By aiming to
confirm the presence of the microrganisms as one of the chief etiological agents
of bovine mastitis and as a possible toxigenic organism, strains isolated from
samples of milk from animals with clinic and subclinic mastitis were. These
microrganisms were isolated in the Microbiology Laboratory of the NAP-
GAMA - USP (Nicleo de Apoio e Pesquisa & Glandula Mamaria - Pirassununga
- SP) and samples coming fron milk colleted on five farms in Sdo Paulo and
Minas Gerais, Every strain were purified for further identification in the Food
Microbiology Laboratory at the DCA (Departamento de Ciéncia dos Alimento)
UFLA (Universidade Federal de Lavras - MG). The strains were identified by
the API STAPH Systems for final identification. Out of the 128 strains
indentified, the most found species were S. aureus 51 (39%), S.chromogenes 15
(11%), S.sciuri 12 (9%), S.simulans 9 (7%), S.hyicus 8 (6%), S.xylosus 6 (5%),
S. warneri 3 (2%), S. epidermidis 1 (0.78%), S. hominis 1 (0.78%), S.caprae 1
(0.78%), S.saprophyticus 1 (0.78%), Micrococcus sedentarius 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 identified
as S. aureus, 5 strains (31.25%) as S sciuri and 1 (6.25%) as S. chromogenes.
Out of the 26 toxines produced, 10 (38%) were identified as "SEA", 7 (27%) as
"SEB", 5 (20%) as as "SEC", 2 (7.5%) as "SED" and 2 (7.5%) "SEE".

Guidance Committee: Dr® Elizabeth Oliveira da Costa
Dr* Eliana Pinheiro de Carvalho



1 INTRODUCAO GERAL

A producdo leiteira caracteriza-se, ainda hoje, por ser uma atividade de
baixa produtividade e rentabilidade devido a virios fatores que incluem aspectos
genéticos, nutricionais e sanidade dos animais. Sob o este enfoque, pode-se
destacar doencas provocadas por MICrorganismos como a mastite bovina, que
atinge em especial a glindula mamaria.

Os prejuizos causados pela mastite sdo bastante expressivos, pois além
da queda na produgio, o leite produzido nestas condigdes apresenta alteragdes
fisicas, quimicas, microbiolégicas e, ainda, modificagdes patologicas do tecido
glandular do animal.

A mastite bovina é caracterizada por um processo inflamatdrio da
glindula mamaria devido a invasio do microrganismo e posterior instalagio no
tecido secretor de leite.

Apesar de sua grande incidéncia, a mastite ndo tem merecido a devida
atengio de alguns produtores de leite. Isto se deve, talvez, ao fato desta infecgdo
se apresentar sob duas formas, assim caracterizadas quanto a intensidade, isto é,
a mastite clinica e mastite sub clinica.

No Brasil, a maioria dos casos de mastite que afetam quartos mamarios
é devido a forma subclinica. Os niveis de infeccdo do rebanho, os diferentes
agentes etioldgicos e a falta de informagdo do produtor induzem a altas despesas
com tratamento, mio-de-obra e perda genética, resultando num menor valor
comercial do animal.

Diversos microrganismos podem ser considerados agentes etioldgicos da
mastite, tais como bactérias, protozoarios, virus, fingos filamentosos, leveduras
e algas, além de fatores anatdmicos, fisiologicos, ambientais e de manejo, 0 que
dificulta em muito seu tratamento. Dentre os agentes etiologicos, as bactérias



tém maior incidéncia, representando 80 a 90% dos casos. Os microrganismos
mais comumente relatados sdo Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis,
Corynebacteriun spp, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp,
Nocardia spp, Protoheca spp, entre outros.

Staphylococcus aureus apresenta-se como aquele de maior importancia
por estar presente na proporgdo de 50% das infecgGes e por estar associado ao
aparecimento da mastite subclinica ou cromica, ou até mesmo na forma
superaguda, devido a sua capacidade de penetragdo e instalagdo profunda nos
tecidos da glindula mamiria, o que dificulta, desta maneira, a agdo dos
antibidticos. Outro aspecto a se destacar é a facilidade de encontrar este
microrganismo na natureza, sendo que, em muitos, casos, o0 homem pode se
apresentar como portador assintomatico, podendo ser considerado como um
importante agente disseminador.

Freqiientemente os alimentos de origem animal, especialmente o leite e
os produtos derivados, estdo sendo associados a surtos de toxinfecgdo alimentar,
representando um grande problema para a saide publica. O género
Staphylococcus spp, por representar um expressivo agente etiologico da mastite
bovina, e também um importante agente causador de toxinfecg¢do alimentar
devido a sua capacidade de produgdo de enterotoxinas, vem .despertando um
maior interesse no que diz respeito a doengas vinculadas a alimentos.

Devido a importancia desta doenga 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 produgdo de

enterotoxinas das cepas isoladas.



2 REFERENCIAL TEORICO

Com o crescimento do nimero de indistrias lacteas no Brasil e
conseqilente competitividade entre seus produtos no mercado, toma-se
importante a busca da qualidade dos alimentos. O leite, produto da secre¢do da
glandula mamaria, e alguns de seus derivados, considerados produtos de grande
importancia devido ao seu alto valor nutritivo, sio conhecidos desde a pré-
histéria, quando o homem aprendeu a dominar os animais.

A mastite bovina vem sendo considerada a enfermidade mais importante
da pecuaria leiteira, sendo discutida, desde o século passado, devido aos
prejuizos por ela acarretados (Jordio, 1967).

2.1 Definigio e caracterizacdo da doenga

Segundo a International Dairy Federation (1987), a mastite é definida
como sendo uma reagio inflamatéria da glandula mamaria que, além de
mudangas fisico-quimicas e microbiolégicas, é caracterizada por um aumento do
numero de células somaticas no leite e também por mudancgas no tecido
mamario. A doenga 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 inicio do ducto. O dano resulta no movimento de
leucécitos para dentro do tecido mamario e na redugdo da produgio de leite
(Nicherson, 1986).

Costa (1991) cita a mastite bovina como sendo a doenga que causa os

maiores prejuizos mundiais na pecuaria leiteira. Nos Estados Unidos, dois



bilhdes de dolares/ano sdo perdidos com esta enfermidade, sendo que, em varios
levantamentos, foram detectados 40 a 50% das vacas de rebanhos leiteiros com
pelo menos um quarto mamario infectado.

Segundo Nikerson (1986), a doenga pode se manifestar de duas formas
distintas: a mastite clinica e a subclinica. A primeira caracteriza-se por ser
facilmente reconhecida devido a alteragdes visiveis tanto no leite como no ubere
do animal, tais como grumos e pus formados pelos leucdcitos que passaram para
o leite; pela presenca de leite aquoso ou pela inflamagdo visivel do ubere, que se
apresenta endurecido, quente e dolorido ao tato. Ja a forma subclinica muitas
vezes ndo é percebida em se considerando que tanto o leite como o animal
apresentam-se aparentemente normais.

Auldist ¢ Hubble (1998) e Machado et al (1998).concluiram, em um
estudo sobre mastite, que tanto a forma clinica como a subclinica afetam a
produgdo e a composigdo do leite e de seus derivados, além de causarem
problemas de saide publica através do consumo de leite e derivados
contaminados. A mastite subclinica se toma, assim, a forma mais importante
pois ocorre com maior freqiéncia. Normalmente antecede a forma clinica,
sendo necessaria uma aten¢io maior neste periodo da doenga; geralmente de
longa duracdo; dificil e cara de ser detectada no rebanho; o que reduz
consideravelmente a produgdo, afetando negativamente a qualidade do leite.
Segundo Os mesmos autores, através de revisdo de varios trabalhos cientificos,
foram observadas modificagdes em varios componentes do leite, como
diminuigdo de lactose, caseina total, B-caseina, as-caseina, a-lactoalbumina, -
lactoglobulina e potassio, além do aumento de acidos graxos livres, y-caseina,
proteinas do soro, soroalbumina, IgG, lactoferrina, transferrina, plasmina, Na e
Cl, representando um problema de rendimento na fabricagdo de produtos

derivados do leite.



De acordo com Costa et al (1 994b), a mastite subclinica, além de reduzir
a quantidade de elementos nobres do leite, como caseina, lactose, calcio e
gordura, aumenta o conteiido de substincias indesejaveis como lipase,
imunoglobulinas, sédio e cloro, representando perdas na qualidade do leite e,
conseqiientemente, na industria de derivados lacteos.

Considerando a redugdo da producdo leiteira, o prejuizo causado pela
mastite subclinica, segundo Costa et al (1994c), é de algo estimado em 711.000
litros/ano em propriedades produtoras de leite B e; uma estimativa para a
Produgdo brasileira de leite tipo A, B e C seria em tomo de 14 bilhdes de litros

de leite por ano.

2.2 Métodos de detec¢iio da mastite

Existem alguns métodos para a deteccdo da mastite que podem ser feitos
no campo ou em laboratérios. Dentre eles destacam-se o “tamis” ou teste da
caneca de fundo preto; o exame visual das caracteristicas do ubere; métodos
quimicos indiretos (CMT); exame microbioldgico do leite e contagem de células
somaticas.

O teste da caneca telada, caneca de fundo preto ou "tamis" ¢ utilizado ao
Ppé do animal, antes de se iniciar a ordenha, facilitando a observagdo de grumos,
pus, filamentos e soro, quando desprezados os primeiros jatos de leite, e,
portanto, tem como objetivo detectar a mastite clinica, ou seja, o estado mais
avancado da doenga (Radostits, 1994).

Outro método de detecgio da mastite foi idealizado por Schalm &
Noorlander (1957), que desenvolveram o CMT (California Mastitis Test). Este
teste baseia-se ma estimativa do contetido de células somaticas 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 subclinica em leite de vacas aparentemente normais. Apresenta
resultado instantineo, podendo ser realizado amtes da ordenha, permitindo
classificar o leite em normal ou anormal. Este método baseia-se na reagdo entre
o reagente CMT (alquil-lauril sulfonato de sédio) e o material genético das
células somaticas presentes no leite, formando um gel cuja concentragdo €
proporcional ao numero de células somaticas presentes no leite.

A contagem de células somaticas (CCS) é outro método para a detecgdo
da mastite e corresponde ao aumento do nimero de leucdcitos presentes no leite,
sendo a maioria relacionados a neutréfilos polimorfonucleares provocados pela
invasdo da glidndula mamaria por microrganismos. Essas células fazem parte do
mecanismo natural de defesa do animal, migrando da corrente circulatoria para a
glindula mamaria e, conseqiientemente, para o leite. Brito et al, em 1997,
compararam a sensibilidade do método CMT (California Mastitis Test) com o
método CCS (Contagem de Células Somaiticas) e concluiram 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 microbioldgico e, ainda, servir de base
para a organizagdo da linha de ordenha, ou seja, este método contribui para
conhecer o estado sanitario do rebanho. Ja o CCS representa uma tendéncia em
paises economicamente desenvolvidos, que pagam o leite em fungdo 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 aparetho
chamado de Contador Eletronico de Células Somaticas (nome comercial,
Fossomatic 90), ou em laboratério, através de visualiza¢do em placas de petri .

marcadas.



O exame microbiologico de amostras de leite permite detectar e
identificar a presen¢a do agente etiolégico causador da infecgio intra-mamiria.
Este método de detecgdo da mastite é indicado devido a resisténcia que os
microrganismos apresentam frente a principios antimicrobianos encontrados no
mercado, resisténcia esta ja relatada por Aradjo & Andrioli (1996), Cruz et al
(1997), Mallikarjunaswamy e Murthy (1997), entre outros.

Costa et al (1993) compararam o CMT e o exame microbioldgico para
deteccdo da mastite bovina e concluiram que 5047 exames de CMT positivos
coincidiram com o exame microbiolégico em 70,97%, apontando uma boa
correlagdo entre os dois métodos comparados.

Com relagio ao exame microbiologico, Costa et al, em 1997,
compararam métodos de diagnostico microbiologico para detecgio da mastite e
concluiram que maior sensibilidade foi registrada para a incubagdo a 37°C por
12 horas. Porém, observaram maior taxa de contaminagdo que em outros
métodos. Em relagio & conservagdo da amostra, o congelamento, por sua vez,
registrou sensibilidade superior a0 métedo usando o leite “in natura” e que
também apresentou uma taxa de contaminagdo semelhante ao tltimo. Para
maior eficiéncia no isolamento, os autores recomendam que a melhor conduta
seria a combinagio destes procedimentos, permitindo assim estabelecer um
diagnéstico mais seguro.

2.3 Agentes etiolégicos da mastite

A mastite bovina é uma doenca multifatorial, de etiologia complexa e
variada, encontrando-se disseminada em todas as regides produtoras de leite. De
acordo com estudos desenvolvidos por Brito et al (1997), existem 135 diferentes



espécies, subespécies e sorotipos de microrganismos, que incluem bactérias,
leveduras, fungos, virus, micoplasmas e algas, que podem ser isolados do leite
de vacas com mastite. Entretanto, a maioria das infecgdes tem origem
bacteriana e cerca de 90% de todos os casos sdo devidos a um reduzido namero
de espécies. Em geral, as bactérias estio em maior nimero, destacando-se o
Streptococcus spp e Staphylococcus spp como os mais freqiientes.

Nocard & Mollereau, em 1984, citam o isolamento do primeiro agente
etiologico da mastite bovina, que mais tarde foi identificado como pertencente
ao género Streptococcus spp. No Brasil, em 1931, Streptococcus spp foi o
primeiro género isolado em amostras de leite mastitico por Reis e Swenson
(Costa et al., 1994a).

Costa et al (1986), ao estudarem, através do exame microbioldgico, a
etiologia bacteriana da mastite bovina, observaram que em 2533 amostras de
leite fizeram-se presentes os 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, Listeria 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 al (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 al, em 1992, foram isolados alguns microrganismos
patogénicos no leite, sendo considerados também como agentes etiologicos da
mastite bovina, dentre eles: Staphylococcus aureus, Streptococcus spp,
Escherichia coli, Salmonella spp, Yersinia spp, Listeria monocytogenes e

Listeria innocua.



Em dois estudos desenvolvido por Moretti et al (1998), os
microrganismos mais comumente encontrados em animais mastiticos foram
Trichosporon capitatum (31,2%), T. beigelli (18,72%), Candida albicans
(12,48%), C.guillermondii (12,48), C. tropicalis (12,48%), C. parapsilosis
(6,24%) e Saccaromyces 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%) e Pseudomonas aeruginosa (0,5%).

Staphylococcus aureus tem sido motivo de preocupacdo entre os
produtores devido a algumas caracteristicas que estes microrganismos
apresentam, tais como capacidade de aderéncia no interior da glindula mamaria,
o que dificulta a agdo de antibicticos (Fox, 1997). Devido a este fato, este

microrganismo é mais comumente relacionado a casos de mastite bovina.

2.4 Caracterizagio das enterotoxinas estafilocécicas

As enterotoxinas estafilococicas sdo caracterizadas como sendo
proteinas simples, ricas em lisina, tirosina, 4cido aspartico e glutimico,
constituidas por duas moléculas de cisteina formando uma ponte dissulfeto.
Possuem peso molecular variando entre 26.000 e 29.000 daltons (Bergdoll &
Reiser, 1980; Arbuthnott et al, 1990; Su & Wong, 1995).

As enterotoxinas, quando em estado ativo, apresentam resisténcia a acdo
de enzimas proteoliticas, como tripsina, renina, papaina, pepsina e quimotripsina
(Minor & Marth, 1976; Niskanen & Koiranem, 1977; Varadaraj & Ranganathan,
1989).

Atualmente sdo descritos sete tipos e trés subtipos sorologicamente
distintos de enterotoxinas, a saber: SEA (Enterctoxina Estafilocécica A), SEB



(Enterotoxina Estafilicocica B), SEC (Enterotoxina Estafilococica C, subtipos
C;, C, e C3), SED (Enterotoxina Estafilococica D), SEE (Enterotoxina
Estafilocécica E), SEG (Enterotoxina Estafilococica G) e SEH (Enterotoxina
Estafilococica H) (Su & Wong, 1995; Bergdoll, 1996; Betley et al., 1996).

De acordo com Bayles e Iandolo (1989), algumas enterotoxinas
apresentam semelhanga em sua seqiiéncia de aminoacidos, tais como SEA e
SEE, SEB e SEC. A SED é um pouco diferente das demais, apresentando maior
similaridade com o grupo SEA e SEE.

As enterotoxinas A e D sdo as que mais aparecem envolvidas em surtos
de toxinfecgio, podendo estar isoladas ou em combinagdo (Bennett, 1986 In:
Vamam, A H. & Evans, MG, 1991). Segundo Holt et al (1994), a maioria das
cepas produzem EEA.

2.5 Métodos de deteccdo de enterotoxinas

Os métodos existentes para detec¢do de enterotoxinas estafilococicas s3o
classificados em biologicos e imunolégicos, sendo estes ultimos aqueles de
maior aplicagdo.

Os métodos biologicos consistem na administragdo intraperitonial ou
intravenosa da enterotoxina em gatos jovens; e via oral em macacos do género
Rhesus, os quais sio tidos como modelos animais confiaveis, apesar de
ocorrerem algumas reagdes nio especificas (Varadaraj & Ranganathan, 1989).
Devido a necessidade de altas doses de enterotoxinas e as dificuldades de
manuten¢do dos animais destinados para os testes, este método tornou-se

praticamente invidvel, passando-se, entdo, a usar os métodos imunologicos.
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Os métodos imunolégicos baseiam-se no principio de precipitagio da
reagdo antigeno-anticorpo. Virias modalidades deste método ja foram sugeridas
e aperfeigoadas, dentre as quais, podem ser relacionados as de reagdes em gel,
onde se destacam a técnica ‘0.S.P.’ e ‘microslide”.

A técnica ‘O.S.P.’ tem sensibilidade de 0,5ug/ml (Robbins et al., 1974),
sendo baseada no principio de imunodifusio em gel e adequada para anilise de
enterotoxigenicidade da maioria das linhagens de Staphylococcus spp. A técnica
consiste na modificagio do método de Ouchterlony aliada & producio de
enterotoxina pelos métodos membrana sobre agar ou saco de dialise (Donnelley
et al, 1968; Robbins et al, 1974).

Pela técnica de ‘microslide’ pode-se detectar diretamente no alimento
quantidades de enterotoxinas menores que 0,01pg/ml (Casman et al. apud
Varadaraj & Ranganathan, 1989), necessitando de 100g do alimento com
concentracdo do extrato para 0,2 ml (Casman & Bennett, 1965; Reiser et al. In:
De Oliveira & Hirooka, 1996). Esta técnica tomou-se inviavel pelo tempo
requerido para anlise, 5 dias, e dificuldade na detecgdo em relagdo a ng/g.

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

Atualmente, os ensaios RPLA e ELISA, os quais baseiam-se no uso de
anticorpos especificos, tém proporcionado melhores resultados. O método
RPLA (Aglutinagdo Reversa Passiva em Latex) é um ensaio de aglutinacdo que
utiliza anticorpos, purificados por cromatografia de afinidade e recobertos por
particulas de litex. De acordo com Igarashi et al. (1986), sua sensibilidade & de
0,5ng de enterotoxina por grama de alimento. Este ensaio é bastante utilizado
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por ser de facil manuseio; o kit €é encontrado comercialmente; é
semiquantitativo; as particulas de litex sdo dotadas de alta densidade, o que
permite sua realizagio em até 12 horas, nio necessitando de equipamentos
sofisticados. Sua limitagio reside na ocorréncia de reagdes inespecificas, as
quais se apresentam como uma nuvem branca, interferindo na sensibilidade das
particulas de latex sensibilizadas e particulas de litex controle. Uma forma
proposta por Pereira et al, em 1997, consiste na utilizagdo de 5% de IgG normal
e purificada de coelho para a eliminagdo ou controle das reagdes inespecificas.
Para a prevengdo de tais reagdes, envolvendo cepas coagulase positivas ou
negativas e produtoras usuais ou de diminutas quantidades de enterctoxinas,
recomenda-se a adi¢do ao sobrenadante de cultura 5% de IgG normal purificada
de coelho. Esta utilizagio baseou-se em melhores resultados de pesquisas nas
quais foram testadas, além da adigdo de 5% de IgG normal de coelho; IgG
normal de novilha, cameiro e cavalo e ainda tratamento térmico do sobrenadante
de cultura por 30 minutos a 70°C.

Um outro método para detecgdo de enterotoxinas estafilococias é o
TECRA-SE. Park et al (1992, 1993 ¢ 1996) estudaram a eficiéncia deste método
com relagdo a sua reagdes inespecificas, falso positivas e suas possiveis solugoes
e concluiram que as reagdes inespecificas podem ocorrer devido a
contaminagdes por outros microrganismos como o Enterobacter agglomerans,
Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Serratia
marcescens ou . Com relagdo as solugSes, os autores propoem 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).

O ELISA (RIDASCREEN) ¢ um método imunoenzimatico dos mais
sensiveis e rapidos e que foi modificado para eliminar a interferéncia com a
proteina A através da técnica com sensibilidade de 10ng de toxina/ml,
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permitindo completar o teste em 8 horas incluindo o tempo de extragdo. A
vantagem deste método também é a deteccio da toxina SEE (Enterotoxina
Estafilocécia E), ndo identificada por outros métodos segundo Park et al, 1993,

Oliveira e Hirooka (1996) avaliando Kits comerciais encontrados no
mercado, recomendaram testes mais sensiveis para a detecgdo de enterotoxinas,
principalmente em linhagens produtoras de concentragdes ndo detectaveis por
métodos de difusdo, mas que sdo passiveis de causar intoxicagio mesmo em
baixas concentragdes. 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; e o ELISA (RIDASCREEN) naqueles casos em que vieram a
ocorrer reagdes inespecificas que ndo puderam ser eliminadas, inviabilizando a
obtengdo de resultados através do RPLA.

2.6 Estafilococos e intoxicacdo alimentar

Os estafilococos compreendem um grupo de microrganismos, cuja
Presenga se faz observar sobretudo na pele e mucosas do homem, estendendo-se,
de maneira generalizada, a animais de sangue quente (Holt et al, 1994). Ainda
que colonize diferentes areas do organismo, para S. aureus o maior reservatrio
estd caracterizado pelas fossas masais e cavidade orofaringea. A partir dai,
podera se fazer presente na pele e lesdes nela localizadas, como resuitado de
vinculo epidemiolégico decorrente de disseminacdo advinda dos principais
sitios.

No que diz respeito aos animais, estes podem desenvolver infecgdes
estafilococicas e muitos carreiam o Microrganismo na narina e outros sitios

anatomicos.  Entretanto, a mais expressiva possibilidade de produgdo de
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enterotoxinas em alimentos, através de estafilococos tranferidos da fonte animal,
parece estar vinculado a animais com mastite.

Das 19 espécies de estafilococos citadas por Holt em 1994, o
Staphylococcus aureus é a que esta mais associada as toxinfecgoes alimentares,
muito embora se saiba atualmente que algumas outras espécies como S.
intermedium, o S. hyicus e S. sciuri, dentre outros, sdo capazes de produzir
enterotoxinas.

A intoxicagdo alimentar em questio é resultado da ingestio de
enterotoxina estafilococica pré-elaborada em substratos alimenticios em
decorréncia de microrganismos presentes em densidade populacional situada
entre 10° - 10° UFC/g ou ml.

O periodo de incubagdo costuma variar, podendo ocorrer entre 30
minutos a 8 horas, sendo a média de 2 a 4 horas ap6s a ingestdo do alimento
contaminado.

Os sintomas aparecem rapidamente e sdo caracterizados por vomitos
severos, diarréias, dores abdominais, sudorese, cdibras. Podem ocorrer também
dores de cabeca, calafrios, queda de pressdo arterial e, ainda, febres quando a
quantidade de toxina ingerida for muito grande. Quando ha choque e
desidratagdo, é necessaria a hospitalizagdo para a reposi¢do de fluidos e
eletrolitos. A recuperagdo ocorre geralmente de 6 a 24 horas apds o
aparecimento dos sintomas.

Apenas dois surtos de intoxicagdo estafilococica provocados por
espécies ndo produtoras de coagulase ja tiveram relato de ocorréncia na
literatura. Em 1959, Omori & Kato apud Pereira (1996) descrevem a intoxicdo
em uma escola secundaria em Osaka, no Japdo, envolvendo 40 estudantes.

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

(1996) envolveu 264 pessoas que participaram de um banquete ocorrido em

14



1969, nos Estados Unidos, onde foi detectada a produgdo de SEA por S.
epidermidis.

No que diz respeito especificamente a episédios nos quais quantidades
diminutas de enterotoxina estiveram envolvidas, Everson et al (1988) relataram
o ocorrido com criangas que haviam ingerido leite achocolatado contendo 0,4-
0,7ng/ml de toxina SEA em uma institui¢do educacional nos Estados Unidos.

'De um modo geral, diversos episddios ja foram descritos sobre
intoxicades estafilococicas. Carmo e Bergdoll, em 1990, relataram um surto em
Belo Horizonte, MG, onde 60 pessoas que consumiram bolo recheado com
creme e queijo apresentaram smtomatologia compativel. Os alimentos
envolvidos evidenciaram contagem bacteriana de 10* 3 10° UFC/g, sendo que as
toxinas encontradas foram SEA e SEB.

Outro surto de intoxicagio ocorreu em 1993, como relatado por Carmo
et al (1996), em que 108 pessoas apresentaram quadro caracteristico de ambos,
intoxicagdo estafilocicica e salmonelose aproximadamente 6 & 15 horas apés o
consumo de salada de batata num restaurante em Brasilia, onde foram isolados
S. aureus e Salmonella enteritidis, sendo que as toxinas encontradas foram do
tipo SEA SEB.

2.7 Métodos de controle da mastite

O controle da mastite é influenciado pelas espécies de microrganismos
envolvidos, a duragio da infecgdo, o tipo e a duragio do tratamento com
antimicrobianos e ainda a eficiéncia das medidas de outros tratamentos
utilizados (Sandholm et al., 1990).
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As mastites s3o doengas tipicas de falta de higiene em alguma etapa da
criagdo. Uma série de medidas preventivas podem ser indicadas para que a
doenga seja controlada, como discutido por Fonseca (1992), dentre elas
destacam-se:

e Higiene do ordenhador;

e Higiene dos utensilios e equipamentos de ordenha;

e Higiene nos estabulos e salas de ordenha;

e Testes periddicos para detecgio principalmente de mastite subclinica;

¢ Exame microbioldgico e antibiograma de casos de mastite subclinica;

e Isolamemento e, quando necessario, descarte dos animais mastiticos;

e Adogdo da linha de leite, ou seja, ordenhar animais de primeira lactagdo
seguido de animais sem mastite subclinica e assim por diante para que ndo
haja contaminagio de um animal para o outro;

o Tratamento correto e imediato de casos na propriedade;

e Descarte do leite de animais mastiticos.

2,8 Tratamentos com antibiéticos

A administra¢do n3o apropriada de antibidticos no tratamento de casos
de mastite gera uma ineficacia do produto (Ruiz, 1983; Rebdhun et al., 1995).

Devido a diversidade dos agentes patogénicos e as praticas de manejo
que podem estar relacionadas com a mastite, seu tratamento torna-se bastante
complexo. Normalmente s3o utilizados mais de um medicamento, até que se
descubra o mais eficaz, o que encarece o tratamento, além de causar problemas
como a presenga de residuos de antibicticos no leite. O uso indiscriminado de

antibiéticos sem a devida prescricdo técnica e testes de identificacdo do
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_patdgeno especifico pode levar 3 selecio de cepas resistentes desses
microrganismos, tonando a cura da mastite ainda mais dificil, sem mencionar
que este medicamento é liberado no leite por alguns dias, apés a sua
administragio, ainda que o tratamento térmico ndo “destréi” esse medicamento,
podendo causar problemas também para o consumidor.

McDougall (1998) testou a resisténcia a penicilina de bactérias isoladas
de animais mastiticos encontrando resisténcia de 20% S aures, 0% de

Streptococcus uberis e 100% de E. coli isolados.
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CAPITULO 1

IDENTIFICACAO E CLASSIFICACAO DE ESTAFILOCOCOS
PROVENIENTES DE LEITE DE BOVINOS LEITEIROS COM
MASTITE

RESUMO

BRABES, K. C. S. Identifica¢do e classificagdo de estafilococos em leite de
vacas mastiticas. Lavras: UFLA, 1999 (Dissertacdo de Mestrado em
Ciéncia dos Alimentos).'

Dentre os agentes etiologicos da mastite bovina, as bactérias tém maior
incidéncia, sendo que, na maioria dos casos, cerca de 80 a 90% sdo atribuidos a
Staphylococcus spp, sendo S.aureus a espécie mais encontrada. Visando
confirmar a presenga destes microrganismos como um dos principais agentes
etiologicos da mastite bovina, foram estudadas cepas isoladas de amostras de
leite de animais com mastite clinica e subclinica. Estes microrganismos foram
isolados no laboratorio de Microbiologia do NAP GAMA - USP (Nucleo de
Apoio e Pesquisa em Glandula Mamaria - Pirassununga - SP) e as amostras
provenientes de leite coletadas em cinco propriedades de Sdo Paulo e Minas
Gerais. Todas as cepas foram purificadas para posterior identificagdo no
Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos no DCA (Departamento de Ciéncia
dos Alimentos) UFLA (Universidade Federal de Lavras, MG). Apés
purificagdo, as mesmas foram testadas quanto a coloragdo de Gram, catalase,
oxidase, coagulase, hemolise e termonuclease. Cepas com caracteristicas do
grupo em estudo foram inoculadas no Sistema API - STAPH, para identificagdo
final. Das 128 cepas identificadas, as espécies mais encontradas foram S.aureus
51 (39%), S.chromogenes 15 (11%), S.sciuri 12 (9%), S.simulans 9 (7%),
S.hyicus 8 (6%), S.xylosus 6 (5%), S. warneri 3 (2%), S. epidermidis 1 (0,78%),
S. hominis 1 (0,78%), S.caprae 1 (0,78%), S.saprophyticus 1 (0,78%),
Micrococcus sedentarius 1 (0,78%), Staphylococcus spp 19 (18%).

Comité Orientador: Dr® Elizabeth Oliveira da Costa - USP (Orientadora)
Dr® Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Coorientadora)
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ABSTRACT

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

Out of the etiological agents of bovine mastitis, bacteria present the
greatest incidence, 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 one of the main etiological
agents of bovine mastitis, strains isolated from samples of milk from animals
with clinic and subclinic mastitis were studied. These microrganisms were
isolated in the Microbiology Laboratory of the NAP-GAMA - USP (Niicleo de
Apoio e Pesquisa em Glandula Mamaria - Pirassununga - SP) and the samples
coming from milk colleted on five farms of S50 Paulo and Minas Gerais. All the
strains were purified for further purification in the Food Microbiology
Laboratory at the DCA (Departamento de Ciéncia dos Alimentos) UFLA
(Universidade Federal de Lavras - MG). After purification, they were tested as
to Gram coloration, catalasis, oxidasis, coagulasis, hemolisis and
thermonucleasis. Strains with characteristics of the groups under study were
inoculated in the API STAPH System for final identification out of the 128
strains identified, the most found species were: S. aureus 51 (39%),
S.chromogenes 15 (11%), S.sciuri 12 (9%), S.simulans 9 (1%), S.hyicus 8 (6%),
S.xylosus 6 (5%), S. warneri 3 (2%), S. epidermidis 1 (0.78%), S. hominis 1
(0.78%), S.caprae 1 (0.78%), S.saprophyticus 1 (0.78%), Micrococcus
sedentarius 1 (0.78%), Staphylococcus spp 19 (18%).

Guidance Committee: Dr* Elizabeth Oliveira da Costa
: Dr® Eliana Pinheiro de Carvalho

27



1 INTRODUCAO

Existe um aumento no numero de consumidores que procuram por
alimentos naturais de alta qualidade, livres de conservantes artificiais e
microrganismos contaminantes que podem vir a comprometer a saude publica
(Rea et al, 1992)

Leite e produtos lacteos contaminados tém sido associados com doencas
de origem alimentar, sendo os microrganismos os principais responsaveis pela
transmissao dessas doengas, mencionando ainda a deterioragdo que pode vir a
ocorrer com esses produtos (Gomes e Gallo, 1995). As doengas de origem
alimentar transmissiveis ao homem pelo leite e produtos lacteos podem estar
relacionadas a contaminagdes provenientes do meio ambiente do animal e da
industria, do manuseio do leite pelo homem e, mais especificamente, de doengas
que afetam o animal como a mastite bovina.

A mastite bovina € considerada um dos maiores obstaculos a exploragdo
lucrativa da pecuaria leiteira, sendo responsavel também por grande perda da
produgdo de leite. Nos EUA, os prejuizos econdmicos determinados por sua
ocorréncia somam cerca de US$ 2 bilhdes, ou US$ 200,00 por vaca por ano
(Costa et al, 1997). Na regido sudeste do Brasil, cerca de 20% dos quartos
mamarios sdo afetados pela mastite subclinica, enquanto 1% ¢ afetado
clinicamente. A redugdo média na produgdo de leite devido 4 mastite subclinica
foi de 35%, enquanto a perda por mastite clinica foi de 55%, resultando numa
perda diana de 7,5% da produgdo de leite produzidos a menos por ano (Veiga et
al, 1994). Os diferentes niveis de infecgdo do rebanho, os diferentes agentes
etiologicos e a falta de informagdo do produtor induzem a altas despesas com
tratamento, mio-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 anatdmicos, fisiologicos, ambientais e muitas vezes
decorrentes do préprio manejo, dificultando, com isso, seu tratamento. Dentre
os agentes etioldgicos, as bactérias tém maior incidéncia, sendo 80 a 90% dos
casos atribuidos ao Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis. Staphylococcus aureus tem
grande importincia por estar presente na propor¢do de 50% das infecgdes,
estando associado ao aparecimento da mastite subclinica ou crdnica, ou até
mesmo na forma superaguda. A freqiiéncia com que este microrganismo é
encontrado é citada por varios autores, sendo a espécie Staphylococcus aureus a
mais relatada; outras espécies, principalmente as coagulase negativas sio sempre
citadas como Staphylococcus ssp (Costa et al em 1986, 1994a, 1994b; Rea et al
em 1992 e Moretti em 1997).

Devido a sua capacidade de penetragdo e instalagdo profunda nos tecidos
da glandula mamaria, torna-se dificultada a agdo dos antibidticos. Outro aspecto
a se destacar ¢ a facilidade de encontrar este microrganismo na natureza, sendo
que em muitos casos 0 homem pode se apresentar como portador assintomatico,
portanto importante agente disseminador (Gomes e Gallo, 1995).

Fox, (1997) comenta esta presenca devido a algumas caracteristicas de
aderéncia no interior da glindula mamaria, dificultando a agdo do tratamento de
agentes antimicrobianos. Calvino et al, em 1997, analisou caracteristicas na
glandula mamaria e no leite de mastite induzida por cepas de Staphylococcus
qureus em concentragSes diferentes em cada quarto mamario, obtendo um
aumento representativo de células somaticas no leite e também uma resposta

clinica visivel no uibere.
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Com base no acima exposto, 0 presente trabalho teve como objetivo
caracterizar as diferentes espécies de estafilococos isolados de leite de vacas

mastiticas em cinco propriedades de Sdo Paulo e Minas Gerais.

30



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

As cepas de Staphylococcus spp utilizadas neste experimento foram
isoladas a partir de leite mastitico proveniente de gado de cinco propriedades
diferentes de Sdo Paulo e Minas Gerais. Este isolamento foi feito no NAP
GAMA (Nucleo de Apoio e Pesquisa da Glindula Mamaria localizado no
Campus Universitario da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
USP - Pirassununga - Sio Paulo).

Foram isolados 128 amostras bacterianas em lejte provenientes de
animais que apresentavam mastite clinica e subclinica detectadas no campo
pelos métodos "Tamis" e CMT.

As cepas foram transportadas para o Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal
de Lavras - MG, onde foram realizadas as analises microbiologicas para
purificacdo e identificacdo das mesmas.

2.2 Avaliagdo das propriedades e obtencdo dos isolados

Durante a avaliagdio das propriedades leiteiras foram realizados, como
provas de triagem, os exames de "Tamis" (Caneca telada) (Radostits, 1994) e o
CMT ("California 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
verificar alteragGes neste, tal como preseng¢a de grumos, filamentos, soro, o que
caracteriza o processo de mastite clinica (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
ani6nico (alquil-lauril sulfonato de sodio), que atua sobre as células presentes no
leite rompendo suas membranas e liberando o material nuclear. A liberagdo
deste material resulta numa viscosidade que caracteriza a reagdo. Este método é
o mais utilizado para diagndstico da mastite subclinica. Estas provas permitem a
indicagdo de ocorréncia do processo inflamatorio, que pode ter varias causas,
como por exemplo os traumatismos, sendo a infecciosa a mais importante.

Para o diagndstico de infecgdo da glandula foram colhidas,
assepticamente, amostras de leite somente das glindulas mamarias positivas em
qualquer uma das provas acima relacionadas. O quarto era lavado com solugéo
desinfetante e agua, submetido a secagem com toalha de papel descartavel, anti-
sepsia com algodio embebido em alcool-iodado e entdo 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 laboratério
sob refrigeragdo.

No laboratorio, estas foram semeadas em meio de agar-sangue de
cameiro e incubadas a 37°C, sendo realizadas leituras com 24 e 48 horas de
crescimento. As técnicas microbiologicas para identificagdo das bactérias foram
empregadas conforme descrito por Lennette et al (1985), Cowan (1985). As
provas utilizadas foram: produgdo de catalase, plasma coagulase, urease , indol;
motilidade em agar semi-sélido ; esculina, acidificagio de carboidratos;
oxidagdo-fermentagio em meio de Hugh & Leifson ; produgio de H2S;
crescimento em TSI , agar citrato de Simmons , "Camp Test". As bactérias
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isoladas foram classificadas de acordo com o Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology (Krieg & Holt, 1994).

2.3 Purifica¢do dos isolados

Utilizou-se, para a purificagio dos isolados, 0 meio de cultivo Agar
Baird-Parker - Merck (Baird-Parker,1962; Stiles & Ng, 1981; Baird & Lee,
1995), onde selecionaram-se cepas caracteristicas e no caracteristicas:
¢ colénias negras e lustrosas, devido a precipitacdo de telurito de potassio

¢ com e sem presenca de halo transparente ao redor das coldnias.

2.4 Identificacio

2.4.1 Caracterizagio inicial dos isolados

As colnias caracteristicas foram repicadas em agar padrio inclinado
(“Plate Count Agar”, Merck) a 37°C por 24 horas. Estas cepas foram testadas
convencionalmente, de acordo com algumas provas bioquimicas (Figura 1).
®  quanto a coloragdo de Gram,
*  produgio de coagulase livre, Sperber & Tatini (1975), utilizando plasma
coagulase - EDTA Coagu-Plasma LB. (Laborclin),
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termonuclease (Tnase) pelo Agar azul-O de Toluidina - DNA, formulaggo
segundo ABNT. (1991); "Intemation Dairy Federation" (1987) e adaptada por
Mandil, (1982) como citado por Sabioni et al (1998),

catalase utilizando-se H,0,a 30%,

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

hemélise em meio Agar Sangue Base (Merck) acrescido de sangue de

cameiro.
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AMOSTRAS
Cepas Nap Gama

PURIFICAGCAO
Agar Baird Parker
Incub. 35-37C/24h

l Coloraciio de Gram

T Nase
Termorresistente

IDENTIFICACAO
Testes Biogquimicos
API - Staph

FIGURA 1 - Esquema de purificagdo e classificagio de estafilococos
provenientes de vacas mastiticas obtidas pelo NAP Gama - USP - SP
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2.4.2 Kit's de identificacdo

A identificacio das cepas de Staphylococcus spp foi realizada pelo
Sistema de Identificagdo de Estafilococos e Micrococos API Staph da Biolab-
Merieux, que é composto por testes bioquimicos padronizados e miniaturizados
em base de dados especifica.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identifica¢do bioquimica

Os resultados obtidos da identificagio de todas as propriedades
estudadas est3o apresentados 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’ %
aureus 51 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

Obs. Uma cepa (0,78%) foi identificada como Micrococcus sedentarius.

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%), S. simulans; 8 (6%), S. hyicus; 6 (5%),
S. xylosus; 3 (2%), S. warner; 1 (0,78), S epidermidis; 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 identificacdo bioquimica obtida pelo API Staph por
propriedade estdo apresentados nas Tabelas 1,2,3,4,5 ¢ 6.

TABELA 2 Porcentagem do nimero de amostras bacterianas isoladas a partir
de leite de vacas mastiticas 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 nimero de amostras bacterianas a partir de leite

isoladas em vacas mastiticas 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
Staphylococcus spp 11 23

Staphylococcus ssp 22 45,84

TOTAL 48 100%
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TABELA 4 Porcentagem do nimero de amostras bacterianas a partir de leite
isoladas em vacas mastiticas na propriedade C

Staphylococcus n’ (%)
aureus 9 32
simulans 6 22
sciuri 5 18
hyicus 1 3,5
hominis 1 3,5
epidermidis 1 35
xylosus 1 3,57
Staphylococcus ssp 4 14

TOTAL 28 160%

TABELA 5 Porcentagem do nimero de amostras bacterianas a partir de leite
isoladas em vacas mastiticas na propriedade D.

Staphylococcus n’ (%)
xylosus 4 40
aureus 2 20
sciuri 2 20

chromogenes 1 10
Staphylococcus ssp 1 10
TOTAL 10 160%
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TABELA 6 Porcentagem do namero de amostras bacterianas a partir de leite

isoladas em vacas mastiticas na propriedade E.

Staphylococcus n’ (%)
aureus 6 50
sciuri 3 25
xylosus 1 8,34
Staphylococcus ssp 2 16,66
Total 12 160%

Os resultados da identificagdo bioquimica obtida pelo API Staph por
propriedade estdo apresentados nas Tabelas 2,3,4, 5 e 6. Pode-se notar que o
predominio de Staphylococcus aureus é superior em algumas propriedades
estudadas ( propriedade A 80%, C 32% e E 50%). Apenas em duas
propriedades ha predominincia de outras espécies (propriedade B 25% de S.
chromogenes; propriedade D 40% S. xylosus).

Os estafilococos apresentam algumas caracteristicas bioquimicas
importantes e que sdo utilizadas para sua identificagdo em espécies. Produzem
varias enzimas extracelulares, como a hemolise, nuclease, coagulase e lipase, e
toxinas (enterotoxinas estafilocdcicas), de acordo com Halpin-Dohnalek &
Marth, 1989.

Baird-Parker (1962) cita outro aspecto importante na caracterizagio de
S. aureus como a pigmentagdo da colonia, normalmente amarelo-dourada, com
presenga de P-hemolise quando cultivada em agar sangue, mas estas
caracteristicas s3o variavels, podendo estar associadas com cepas de
Staphylococcus epidermidis.

A coagulase livre é uma enzima produzida por algumas espécies de
estafilococos, principalmente o S. qureus em plasma de coelho. Este teste tem

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

A Tnase ( termonuclease) é uma enzima produzida por algumas cepas de
estafilococos como produto metabélico juntamente com as enterotoxinas, ¢ uma
proteina globular de cadeia simples, apresentando-se bastante estavel a
processamentos térmico, Hirooka et al (1990) e, muitas vezes sua preseng¢a num
alimento indica a provavel correlagdo da patogenicidade das cepas de
estafilococos, principalmente por apresentar uma metodologia de custo inferior
quando comparado i produgdo das enterotoxinas, Neumayer et al (1990);
Schinitt et al (1990); Hirooka et al (1992); Sabioni & Maia (1998).

Plastridge, em 1958, indicava que os MiCrorganismos que ocorrem com
maior freqiéncia em mastite eram Streptococcus agalatiae, Streptococcus uberis
€ o Micrococcus pyogens. Novas pesquisas vém comprovar que os
microrganismos causadores de mastite bovina podem ser outros. Costa et al, em
1986, estudando a etiologia bacteriana da mastite bovina em 2553 amostras no
estado de Sdo Paulo, cita outros microrganismos, dentre eles Staphylococcus spp
(49,23%), Streptococcus spp (27,08%), Corynebacterium spp (30,67%),
Enterobacteriaceae (4,26%), Pseudomonas spp (1,06%), e 5,64% correspondem
a outras bactérias.

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

Wilson et al, em 1997, relatam através de um levantamento feito de
Janeiro de 1991 a junho de 1995 em Nova York e Pensilvénia, que 75% das
infecgdes intramamarias dos 108.312 animais estudados em 1601 propriedades

sdo causadas por Streptococcus agalatiae, Streptococcus spp, Staphylococcus
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aureus e algumas espécies de estafilococos coagulase negativos, todos citados
como Staphylococcus spp.

Murdough et al (1995) estudando a prevaléncia de patégenos em
amostras de leite provenientes de gado com mamite subclinica, detectaram
também as espécies S. aureus, S hyicus, S. chromogenes e S. xylosus. Estes
mesmos autores estudaram a prevaléncia destes microrganismos em leites
congelados a —20°C por 2 semanas e verificaram que esta temperatura nio afetou
a viabilidade destes patogenos. Confirmado por Sargeant et al, em 1998, que
encontraram maior incidéncia de coagulase negativo demonstrando que estas
espécies vém crescendo como importantes agentes etiologicos da mastite,
justificando resultados encontrados nesta pesquisa.

A presen¢a de maior nimero de S. aureus em leites de vacas mastiticas
foi também detectada por varios autores (Costa et al, 1986; Costa et al, 1994a;
Costa et al, em 1994b; Rea et al, em 1992; Rebhun et al, em 1995; Brito et al,
em 1997; Lange et al, em 1997, Moretti et al, em 1998; Mallikarujuna &
Murthy, em 1998; Barkema et al, em 1998).

Mcdougal, em 1998, citou a prevaléncia de mastite bovina e concluiu
que quartos posteriores apresentam maior incidéncia e os microrganismos
isolados foram Streptococcus uberis, 74,7%, estafilococos coagulase negativos,
10,2%; coliformes, 4,7%; Streptococcus dysgalactiae, 4,1%; Staphylococcus
aureus, 2,9%; 3,3% de outras espécies. Neste trabalho, o autor cita também a
resisténcia 4 penicilina, destacando resisténcia 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 al, em 1998, em
estudos realizados na Finlandia de 1988 a 1995.

Para a indiistria, este ¢ um aspecto também de extrema importancia, pois
o problema encontrado no campo reflete um prejuizo para a prépria industria e

também para a saude humana, ja que estes microrganismos s3o relacionados

42



com surtos de intoxicagdo de origem alimentar, principalmente quando o
alimento ¢ fabricado com leite "in natura” (sem tratamento térmico prévio) ou o
consumo do préprio leite nas mesmas condigdes. Um exemplo dessa situagdo é
a citado por Santos et al (1981) que encontraram S. agureus 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 presenca do microrganismo , como demostra
um estudo realizado em Cuiaba com leite tipo C pasteurizado, Wendpap et al
(1997). Resultados semelhantes foram obtidos por Brito et al, em 1998, que
avaliaram a presen¢a do microrganismo obtido na plataforma de recepgio de
uma indistria com amostras retiradas do tanque na plataforma de recepgdo antes
da pasteurizagio.

Nascimento et al, em 1991, concluiram como insatisfatérias as
condicdes microbioldgicas do leite pasteurizado consumido na cidade de
Piracicaba - SP, num estudo com setenta amostras de leite tipo B, C e
reconstituido, coletadas de abril a dezembro de 1989, encontrando bactéria
meséfilas e S aureus excedendo os limites legais vigentes (portarias 1/87 da
DNVSA/MS E 5/80 da SIPA), como confirmado por Gémez et al, em 1983, em
estudo sob condigdes microbioldgicas de queijo "Minas Frescal"
comercializados em Lavras - MG.

Reflexos dos prejuizos que a mastite causada por S. aureus e espécies
coagulase negativos quando comparados com quartos sadios, acarretam para a
industria sio relatados por Nicolau et al, em 1996, encontrando como resultados
um aumento nos valores médios de pH, teor de cloretos, niimero de leucécitos
polimorfonucleares e uma diminui¢do nos valores médios de acidez, densidade,
teor de gordura, extrato seco total e desengordurado, crioscopia e caseina,
resultados semelhantes aos encontrados por outros autores, como citado pelo

mesmo.
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(e S -

Como comentado, este microrganismo pode ser eliminado em processos de

tratamentos térmicos como a pasteurizagdo, ja que suas proteinas s3o
consideradas como termolabeis, 0 que o torna importante com relagdo a presenga
deste microrganismo e com a saude publica devido a sua capacidade de produzir
enterotoxinas, substincias consideradas como termoestaveis e responsaveis pela
intoxicagdo alimentar estafilocdcica, podendo permanecer também em produtos
derivados (Marshall. 1992). Cepas enterotoxigénicas foram encontradas em
isolados de mastite bovina por S. aureus (Freitas & Magalhaes, 1990), sendo que
alguns tipos de toxinas podem provocar "Sindrome de choque téxico", como o
relatado por Takeuchi et al (1998) em cepas provenientes de mastite.

A mastite € uma doenga que acomete a glandula mamaria de qualquer
espécie animal, inclusive os humanos. Mastite estafilococica foi identificada em
dezenove mulheres, cujo leite apresentava concentragdes de 10>a 10* CFU/ml de
estafilococos, sendo que destas, oito amostras apresentavam produgdo de
enterotoxinas detectadas por difusdio em gel, sendo algumas produtoras de
Sindrome de choque Toxico detectadas por RPLA, Pereira et al (1995),

comprovando a importancia da mastite bovina estafilococicas.



4 CONCLUSOES

¢ 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 (1%) 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 predominio de Staphylococcus aureus foi superior em algumas
propriedades estudadas ( propriedade A 80%, C 32% e E 50%).

* Apenas em 2 propriedades a predominincia foi de outras espécies
(propriedade B 25% de S. chromogenes;, propriedade D 40% S. xylosus).
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CAPITULO 2

PRODUCAO E CLASSIFICACAO DE ENTEROTOXINAS
ESTAFILOCOCICAS PRODUZIDAS POR CEPAS PROVENIENTES DE
LEITE DE BOVINOS LEITEIROS COM MASTITE

RESUMO

BRABES, K. C. S. Producio e classificaciio de enterotoxinas estafilocécicas
produzidas por cepas provenientes de leite de bovinos leiteiros com
mastite. Lavras: UFLA, 1999 (Dissertagdio de Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos)

Dos agentes etioldgicos da mastite bovina considerados neste
experimento, cerca de 80 a 90% foram atribuidos a Staphylococcus spp.
Visando avaliar a capacidade enterotoxigénica destes microrganismos, 87 cepas
estudadas foram obtidas de leite de animais mastiticos, coletadas em
propriedades de S3o Paulo e Minas Gerais, obtidas no Laboratério de
Microbiologia do NAP GAMA - USP (Niicleo de Apoio e Pesquisa em Glandula
Mamiria - Pirassununga - SP), foram purificadas, identificadas e submetidas 3
producdo de enterotoxinas no Laboratério de Microbiologia de Alimentos no
DCA/UFLA (Universidade Federal de Lavras - MG). As identificagdes foram
feitas pelo Sistema API - STAPH (Bio-Lab Meriéux). Para produgdo de
enterotoxinas foi utilizado o método da "Membrana sobre Agar", e a detecgdio se
realizou através dos testes comerciais RPLA/OXOID e ELISA
(RISDASCREEN) no Setor de Anaerébios e Epidemiologia Molecular da
Fundagio Ezequiel Dias (FUNED), Belo Horizonte, MG. Das 87 cepas testadas,
16 (18%) apresentaram produgdo de enterotoxinas, sendo destas, 10 (62,5%)
identificadas como S. aureus, cinco cepas (31,25%) como S. sciuri e uma como
(6,25%) 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
enterctoxinas, 6 cepas (37,5%) apresentaram produ¢do de mais de uma toxina
simultaneamente, trés 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.

Comité Orientador: Dr* Elizabeth Oliveira da Costa - USP (Orientadora)
Dr® 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 health. By aiming to confirm the presence of these
microrganisms as toxigenic, 87 strains isolated from milk of animals with
mastitis were studied in the Microbiology Laboratory of the NAP-GAMA
(Nucleo de Apoio e Pesquisa a Glandula Mamaria - Pirassununga - SP), purified,
identified 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 Sdo 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
Anaerdbios e Epidemiologia Molecular da FUNED (Fundagdo Ezequiel Dias
Foundation) Belo Horizonte, MG. Out of 87 strains tested, only 16 (18%)
presented enterotoxin production, being 10 strains (62.5%) identified 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 identified as "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
Dr® Eliana Pinheiro de Carvalho
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1 INTRODUCAO

O envolvimento de estafilococos, principalmente S. qureus em surtos de
toxinfeccdo alimentar decorrentes da ingestdo de suas enterctoxinas previamente
elaboradas nos alimentos vém crescendo e merecendo a cada dia maior atengio.
Virios tipos de alimentos ja foram relacionados como importantes indutores
desta intoxica¢io, destacando-se produtos lacteos (leite e derivados), produtos
de confeitaria, cames, ovos e massas (Pereira, 1996).

Este microrganismo pode ser eliminado em processos de tratamentos
térmicos como a pasteurizacdo e a esterilizagdo comercial, ja que suas proteinas
sdo consideradas como termolabeis. Entretanto, o que o toma problematico com
relagdo & saiide publica é sua capacidade de produzir enterotoxinas, que sio
substancias consideradas como termoestiveis e se responsabilizam pela
intoxicado estafilococica (Marshall, 1992).

Alguns tipos de enterotoxinas ja sdo conhecidas e classificadas em tipo A
(SEA), B (SEB), C, (SEC,), C; (SECy), C; (SECs), D (SED), E (SEE), G (SEG),
H (SEH) (Su & Wong, 1995; Bergdoll, 1996; Betley et al., 1996). Os métodos
existentes para detecgdo de enterotoxinas estafilocécicas sdo classificados em
bioldgicos e imunolégicos, sendo estes tltimos aqueles de maior aplicagio,
dentre eles destacando-se 0 RPLA (Reversed Passive Litex Agglutination
Assay) e o ELISA RIDASCREEN (Enzyme immunoassay for the detection of
Staphylococcus enterotoxins).

Comumente ¢ atribuido a S, aureus a capacidade de produgio de "SE"
(Enterotoxina Estafilocdcica), 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 e S. intermedius (Bergdoll, 1990). Nio se



_pode afirmar que uma determinada cepa de Staphylococcus aureus ¢ patogénica

apenas com base na sua produgdo de coagulase, termonuclease ¢ hemélise, sem
que se faga a detecgio da enterotoxina no alimento incriminado num surto de
toxinfeccdo. A fim de que se possa identificar cepas de S.aureus e
Staphylococcus ssp como microrganismos patogénicos, essas provas devem ser
previamente realizadas, sendo as mais importantes a capacidade de produgdo de
coagulase e termonuclease, as quais podem estar estreitamente relacionadas com
producdo de enterotoxinas. Vale ressaltar que algumas cepas de S. aureus
coagulase e ou termonuclease negativas tém estado associadas com surtos de
toxinfecgdo alimentar (Bennett et al., In: Vamam, A H. & Evans, M.G., 1991,
Bautista et al., 1988).

A mastite bovina é uma doenca que afeta a glandula mamaria de bovinos e
véem sendo considerada a enfermidade mais importante da pecuaria leiteira,
sendo discutida, desde o século passado, devido aos prejuizos que acarretam
(Jordo, 1967). E, na maioria dos casos, provocada por bactérias , sendo a mais
importante Staphylococcus spp, conforme Brito et al (1997), Costa et al (1986),
Rea et al, 1992, Moretti et al (1998).

Face a isto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar e
classificar a produgio de enterctoxinas das diferentes espécies de estafilococcos
isolados de leite de vacas mastiticas em cinco propriedades de Sdo Paulo e
Minas Gerais, através de dois métodos imunoldgicos comerciais, 0O
RPLA/OXOID e o ELISA (RISDASCREEN).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

2.1.1 Estafilococos provenientes de vacas mastiticas

Das espécies de estafilococos obtidas pelo Nap Gama - USP (Nicleo de
Apoio e Pesquisa da Glandula Mamaria), localizado no Campus de Pirassunga, e
identificas no Laboratério de Microbiologia dos Alimentos no Departamento de
Ciéncia dos Alimentos da UFLA (Universidade Federal de Lavras - MG), foram
escolhidas 87 para produgdo e detecgdo de enterotoxinas.

A identificacdo das cepas de Staphylococcus ssp foi realizada pelo Sistema
de Identifica¢do de Estafilococos e Micrococos API Staph da Biolab-Merieux,
que € composto por testes bioquimicos padronizados e miniaturizados em base
de dados especifica.

A escolha dos isolados baseou-se em caracteristicas bioquimicas das cepas,
na porcentagem de identificagio descrita pelo API Staph e na presenca e
auséncia de halo presentes em meio Baird Parker, Baird-Parker (1989).

A produgdo de enterotoxinas foi realizada no Laboratério de Microbiologia
da UFLA e caracterizadas no Laboratério de Microbiologia da FUNED
(Fundagdo Ezequiel Dias), Belo Horizonte, MG.
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2.2 Procedimento analitico -

2.2.2 Producdo de enterotoxinas estafilocécicas - Método da '""'membrana

sobre agar"'

Apés a identificagdo, os isolados foram incubados em caldo BHI( Biobras)
durante 24 horas a 37°C para posterior inoculagio de 0,5 ml em Agar BHI
(Merck) 2x (concentragdo dupla), acrescidos de 0,5% de extrato de levedura
recoberto com membrana de dialise (Spectra/Por membrane dialysis tubing -
6000-8000) e incubados a 37° por 24 horas, de acordo com Hallander (1965),
Casman et al (1969) e Darvis & Lawrence (1970).

Os crescimentos obtidos foram lavados com 2,5ml de solu¢io tampdo de
NaHPO, 0,01M pH 7,4 em trés etapas, usando-se 1ml; 1ml; 0,5ml do tamp3o. O
liquido obtido nesta lavagem foi centrifugado durante 15 min, a 12000 rpm, a
4°C e centrifuga refrigerada (Centrifugeur - Br 4i - Jouan).

Apés centrifugar, retirou-se o sobrenadante e adicionaram 100pl de
Tiomesal-Lilly, Pereira et al (1994).

Apods a obtengdo do extrato, os mesmos foram encaminhados ao Setor de
Anaerdbios ¢ Epidemiologia Molecular (FUNED - Fundagdo Ezequiel Dias),
Belo Horizonte, MG, onde foram caraterizadas as enterotoxinas através de dois
kits comerciais, 0 RPLA e o ELISA (RIDASCREEN) (Figura 1).
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Cepa pura testada bioquimicamente
API Staph
Sistema de identificacfio de estafilococos e micrococos
Biolab Merieux

Produciio de enterotoxina
Meétodo da "Membrana sobre Agar"

Caracterizagiio de enterotoxinas
SET-RPLA
Reversed Passive Latex Agglutination
Amostra tratada com IgG Normal de coelho

Reagdes Inespecificas
ELISA - RIDASCREEN SET A, B,C,DeE
Enzyme Immunoassay for the Detection of Staphylococcus enterotoxins

FIGURA 1 Esquema de producdo e caracterizagio de enterctoxinas
estafilocdcicas de isolados obtidos em leite de vacas mastiticas através de dois
kits comerciais (RPLA e ELISA-RIDASCREEN).
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2.3 Métodos para detecgdo de "'SE"

2.3.1 Método de Aglutinacdo passiva reversa em litex ("RPLA" ou "SET-
RPLA")

As amostras foram agupadas em "pools” contendo em média trés amostras
utilizando, para isso, as mesmas espécies com caracteristicas bioquimicas
semelhantes e dentro de uma mesma propriedade. Para este teste, foram
realizadas cinco repeticdes para confirmagdo de positividade quando presente
algum tipo de enterotoxina com o desmembramento dos "pools”.

O teste consiste em inocular 251 da amostra, seguidos de 25ul de
particulas de latex pré sensibilizadas com a antitoxina especifica em placas de
microtitulo, de acordo com Igarashi et al (1986), Sanjeev & Surendran (1992).
De acordo com Park & Szabo (1986), nio foram utilizadas as filas mais externas
das placas, pois as mesmas poderiam interferir nos resultados. Paralelamente a
amostra, foram inoculadas latex controle para cada amostra para comparagdo
com amostras positivas.

Com a finalidade de evitar e eliminar possiveis reagdes especificas, foram
acrescentadas ao extrato de toxina inicialmente 5%, seguido de 10 e 20% de IgG
Normal de coelho para cada 100pl de extrato de toxina, quando ha persisténcia
de reagdes inespecificas, de acordo com o rétulo do mesmo, Pereira et al (1997).
A IgG normal de coelho foi obtida na FUNED -BH.

Apds a inoculagdo, as placas de microtitulo foram mantidas por 24 horas
em temperatura ambiente sem agitagdo. As leituras dos resultados foram feitas

contra a luz ou sob um fundo escuro para melhor percepgio dos resultados.
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Resultados positivos eram obtidas através de uma precipitagdo das
toxinas estafilocécicas apresentando aspectos "esfumagados"” com escores que
variam de 1 a 4, e cepas negativas para produgdo de "SE" apresentavam um
“béton" roseo semelhante ao controle negativo, como descrito pelo Kit RPLA.

2.3.2 ELISA (RIDASCREEN)

Cepas testadas pelo SET-RPLA e mesmo com adigdo de IgG Normal de
Soro de Coelho a 5, 10 e 20% apresentaram reagdes inespecifica e foram
testadas primeiramente sob a forma de "polls" pelo teste de ELISA
(RIDASCRREN).  Resultados de cepas positivas em "pools" foram
desmembradas e testadas separadamente.

Primeiramente as microplacas foram montadas de acordo com o niimero
de linhagens, compostas por uma "fita" ou "tira" feita de "wells" colocados num
suporte, ambos pré disponiveis pelo kit. Apés, adicionaram-se 100p1 da amostra
em cada um dos "wells"de Aa G, e 100p! de controle positivo no H, incubando-
se por uma hora em temperatura ambiente. Cada tira corresponde a uma
amostra. Fez-se a retirada desta amostra com papel absorvente e a lavagem com
250p1 de tamp3o de lavagem em trés etapas. Adicionaram-se 100ul de enzima-
conjugado em cada um dos "wells", seguido de outro periodo de incubagio de
uma hora. Repetiu-se a lavagem em trés etapas com o tampao de lavagem e a
secagem com papel toalha. Adicionaram-se 50ul de substrato e 50 de
chromogeénio com incubagio por 30 mim em ambiente escuro. Para finalizar a
reagdo, adicionaram-se 100pl 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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absorbéncia de 450nm para o branco, sendo feita até 60 min apés a colocagio do

reagente de parada.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma das caracteristicas relacionas a enterotoxicidade dos estafilococos é a
presenca ou auséncia de halo transparente (devido a acdo da lecitinase e da
lipase) quando inoculados em agar Baird-Parker, Baird-Parker,1989. Pereira
(1996) relatou um surto envolvendo queijo tipo "Minas Frescal" contaminado
com S. aureus em concentragio de 2,9 x 10°UFC/g, que apresentava, em "BP",
colénias atipicas com auséncia de lecitinase e lipase, com produgio de 180 ng de
"SEH"/ml de fluido sobrenadante de cultura. Face a isto, os resultados deste
trabalho, demonstrando esta caracteristica estafilococica, estdo apresentados na
Tabela 1.

TABELA 1 Caracteristica de presenca e auséncia de halo das diferentes
espécies produtoras de enterotoxinas provenientes de mastite bovina do estado
de Sao Paulo e Minas Gerais.

Staphylococcus Toxina Halo
Lci{ p [ ET]

—

aureus
aureus
aureus
chromogenes
sciuri
sciuri
aureus
aureus
aureus
sciuri
sciuri
sciuri
aureus
aureus
aureus
aureus

A = auséncia; P = presenca

R Y S

V4
C 4+ e
"o ‘

‘o '
' +

+
PUPP>UTRVUPTOUD D DY

[}
L
+ 4+ +
L]
1

+
'

63



As enterotoxinas estafilocociacas s3o conhecidas como proteinas
simples e possuem algumas caracteristicas importantes, sdo ricas em lisina, em
tirosina, acido aspartico e glutdmico, sendo constituidas por duas moléculas de
cisteina formando uma ponte dissulfeto. Possuem peso molecular variando entre
26.000 e 29.000 Da (Bergdoll, 1980; Arbuthnott, 1990; Su & Wong, 1995).

S3o conhecidos sete tipos de enterotoxinas sorologicamente diferentes,
EEA, EEB, EEC (C,;, C; e C;), EED, EEE, EEG e EEH (Su & Wong, 1995,
Bergdoll, 1996; Betley et al, 1996). Algumas enterotoxinas apresentam
semelhanga em sua seqiiéncia de aminoacidos, EEA e EEE, EEB e EEC, a EED
¢é um pouco diferente das demais, apresentando maior semelhanga com o grupo
EEA e EEE, Bayles e Iandolo (1989).

As enterotoxinas SEA e SED sdo as que mais estdo envolvidas em surtos
de toxinfecgdo, 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 maioria das cepas produzem EEA.

Os fluidos sobrenadantes dos isolados de estafilococos proveniente de cinco
propriedades do estado de Sdo Paulo e Minas Gerais foram obtidos pelo Método
da "Membrana sobre Agar”, Pereira et al (1994). Foram agrupados em "pools” e
submetidos ao teste comercial SET-RPLA. Para evitar reagdes inespecificas 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 al (1997). De
acordo com os autores em (1996), estas reagdes ocorrem devido a baixa
quantidade de toxinas presente no fluido, imterferindo nos resultados,
bloqueando a informagdo de presenga ou auséncia de "SE" na amostra testada.
Amostras que mesmo acrescentando IgG normal purificada de coelho em
concentragdes de 10 a 20% continuaram apresentando reagdes inespecificas
foram submetidas ao teste ELISA ( RIDASCREEN), primeiramente sob a forma
de "pools", e em caso positivo eram separadas e testada a cepa individualmente.



Atualmente os ensaios RPLA e ELISA tém proporcionado melhores
resultados, os quais s3o baseados no uso de anticorpos especificos. A diferenca
entre estes dois testes é o nimero e as quantidades de toxinas detectadas pelos
mesmos. O SET-RPLA detecta a toxinas SEA, SEB, SEC e SED e a
sensibilidade deste teste é de quantidades de toxinas superiores a 0,5ng/ml (SET-
RPLA Staphylococal Enterotoxin Test Kit). O ELISA (RIDASCREEN) detecta
as mesmas toxinas que o RPLA, incluindo a toxinas SEE, com sensibilidade
para detecgio de 0,2 a 0,7 ng/ml, podendo perceber concentrages & partir 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 estio demonstradas na Tabela 2.

Em relagio as enterotoxinas detectadas, somente 10 (19,6%) das 51
cepas de S.aureus coagulase positivas testadas mostraram produgdo de
enterotoxina A, B, Ce D. Destas, 3 (30%) produziram simultaneamente toxinas
do tipo A, B; 3 (30%) produziram toxina tipo B; 2 (20%) produziram toxina tipo
C e 2 (20%) produziram simultaneamente toxinas do tipo A,CeD.

Ta.mbém aqui pode-se notar a alta taxa detectada da enterctoxina A
(30%) pelos isolados estudados.

A importincia da detecgdo destas toxinas deve-se ao fato das mesmas
serem responsaveis por intoxicagdes alimentares graves e, como citado por
Crass e Bergdoll em 1986, ja foram detectadas até em pacientes com quadro de

sindrome de choque toxico.

65



T S - S

A produgio de toxinas pelas outras espécies de Staphylococcus é citada
com freqiiéncia na literatura (Bergdoll, 1990), principalmente as espécies S.

hyicus e S. intermedius.

TABELA 2 Tipos de toxinas detectadas pelo SET-TPLA/OXOID em
propriedade de Sdo Paulo e Minas Gerais

Staphylococcus Toxinas RPLA Propriedade -
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aureus
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As enterotoxinas A e D sdo as que mais aparecem envolvidas em surtos
de toxinfec¢do, podendo estar isoladas ou em combinagdo como citado por
Bennett, 1986 In, Vamam, A H. & Evans, MG, 1991, e segundo 0 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
mastisticas.

Cepas
Tipo de Toxina Nimero %
AeB 3 30
B 3 30
C 2 20
A, CeD 2 20
TOTAL (A, B, Ce D) 10 100
3.2 ELISA (RIDASCREEN)

O ELISA (RIDASCREEN) SET A, B, C ¢ E é um teste "sanduiche" de
enzimas imunosensibilizadas para a deteccdo de toxinas produzidas por
estafilococos em extratos de alimento sélido e também de fluidos sobrenadantes
de cultura. Baseia-se na reagfio de antigeno-anticorpo, cada "well" é provido da
toxina pré-sensibilizada com as toxinas (um em cada "well").

As cepas que apresentaram reagdes inespecificas pelo SET-RPLA foram
submetidas ao ELISA (RIDASCREEN). Das 12 cepas submetidas a este kit,
apenas duas apresentaram producio de enterotoxina. A Tabela 4 apresenta os
resultados obtidos das cepas provenientes de vacas mastiticas do estado de Sdo
Paulo e Minas Gerais.
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"TABELA 4 Toxinas obtidas pelo kit comercial ELISA (RIDASCREEN) em
cepas provenientes de vacas mastiticas isoladas de Sdo Paulo e Minas Gerais.

Staphylococcus Toxinas Propriedade
AjBJC]|D
chromogenes - - - - B
aureus - - + - + D

Um dos métodos para detecgio de enterotoxinas foi citado por Robbins
& Bergdoll (1984), que aplicavam enterctoxinas em coelhos para a producdo de
um soro contendo anticorpos contra as toxinas. Outro experimento avaliou o
isolamento e purificagdo através do Método de proteina A estafilocécica usando
membrana encapsulada de IgG-agarose de coelho.

Park et al (1992, 1993 e 1996) estudaram a eficiéncia do método para
detecgio de enterotoxinas estafilocécias, o TECRA-SE com relagdo a reagdes
inespecificas, falso positivas e suas possiveis solugdes e concluiram que as
reagdes inespecificas podem ocorrer devido a contaminagdes por outros
microrganismos como o Enterobacter agglomerans, Enterobacter cloacae,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Serratia marcescens. Com
relagio as solugdes, os autores propdem 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 sensiveis para a detecgio de
enterotoxinas. Mathieu et al, em 1992, avaliaram o SET-ELISA (policlonal tipo

"sanduiche") como sendo um teste conveniente por ser de facil interpretagio de
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resultados. Conclusdo também citada por Windermann et al (1989) e Kuo &
Silverman (1980).

Oliveira et al (1996a e 1996b) avaliaram métodos de detecgio de
enterctoxinas  estafilocdcicas, concluindo que o RPLA e ELISA
(RIDASCREEN) sio os melhores métodos de detecgdo de enterotoxinas
estafilocécias e que ambos apresentam beneficios em relagdo a especificidade.
Os autores comentam ainda os problemas de reacdes inespecificas que ocorrem
com o RPLA, sendo corrigidos com a adicdo de IgG Normal de soro de coelho
na concentragdo de 5% (Pereira et al, 1997) recomendam ainda que, em alguns
casos, as reagdes persistem a utilizagdo do ELISA. Recomendam ainda utilizar
o RPLA quando o niimero de amostras for muito grande.

Park & Szabo avaliaram o kit RPLA e concluiram que sua especificidade
em detectar enterotoxinas estafilocécicas é alta, 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 al ( 1989), Sanjeev & Surendran (1992).

De acordo com Park et al (1994), a especificidade do ELISA
(RIDASCREN) é de 0,3 a 0,35ng/ 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 & Magalhdes (1990).
Quanto 3 enterotoxicidade, concluiram que apenas uma cepa foi produtora de
enterotoxina tipo A, a mais envolvida em surtos de toxinfecgSes alimentares,
como comprovado por este trabalho.

69



4 CONCLUSOES

Das 87 cepas testadas, apenas 16 (18%) apresentaram produgdo de
enterotoxinas, sendo 10 cepas (62,5%) identificadas como S. aureus, cinco

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

Dentre as 26 toxinas 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
produgio de mais de uma toxina simultaneamente, trés 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 reagdes inespecificas ocorreram quando da avaliagdo do
ensaio RPLA, que nfo puderam ser eliminadas com a adi¢do 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 reagles inespecificas pelo
RPLA, sendo observadas as toxina tipo "SEB", "SEC" e "SEE".

70



5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARBUTHNOTT, J.P., COLEMAN, D.C; AZAVEBO, J.S. Staphylococcal
human disease. In: JONES, D.P.; BOARD, K.G.; SUSSUMAN, M.S.
Staphylococci. Journal of Applied Bacteriology, Baltimore, v.19, p.101-
107, 1990.

BAIRD-PARKER, A.C. A classification of micrococci and staphylococci based
on physiological and biochemical tests. In: HALPIN-DOHNALEK, M.IL;
MARTH, EH.  Staphylococcus aureus: Production of Extracellular
Compounds and Behavior in Foods - A Review. Journal of Food
Protection, Iowa, v.52, n.4, p.267-282, 1989.

BAUTISTA, L. et al. A quantitative study of enterotoxin production by sheep
milk staphylococci. Applied and Enviromental Microbiology, USA,
v.54,n.2, p.566-569, 1988.

BAYLES, K.W.; IANDOLO, J.J. Genetic and molecular analyses of the gene
encoding staphylococcal enterotoxin D. Journal Bacteriology, USA,
v.171, n.9, p.4799-4806, 1989.

BERGDOLL, M.S.; REISER, R. Aplication of radioimmunoassay for detection
staphylococcal enterctoxins in foods. Journal of Food Protect, Iowa,
v.43,n.1, p.68-72, 1980.

BERGDOLL, M.S. Analytical methods for Staphylococcus  aureus.
International Journal of Food Microbiology, Amsterdam, v.10, n.2, p.91-
99, 1990.

BERGDOLL, M.S. Enterotoxins. In: BONETTI, F.B. Caracterizacio de
Staphylococcus aureus enterotoxigénicos utilizando as técnicas de
RAPD e SDS-PAGE. Campinas: UNICAMP. 1996. 79p. (Dissertagdo -
Mestrado em Microbiologia de Alimentos).

71



BETLEY, M.J.; BORST, D.W.; REGASSA, L.B. Staphylococcal enterotoxins,
toxic shock syndrome toxic and streptococcal pyrogenic exotoxins: a
comparative study of their molecular biology. In: BONETTI, F.B.
Caracterizagiio de Staphylococcus aureus enterotoxigénicos utilizando
as técnicas de RAPD e SDS-PAGE. Campinas: UNICAMP. 1996. 79p.
(Dissertagio - Mestrado em Microbiologia de Alimentos).

BRECKINRIDGE, J.C; BERGDOLL, M.S. Outbreak of food-bome
gastroenteritis due to a coagulase-negative enterctoxin producing
Staphylococcus. Medical Intelligence, v.284, n.10, p.542-543, 1971.

BRITO, J. R. F.; CALDEIRA, G. A V.; VERNEQUE, R. .S_.; BRITO,M.AV.P.
Sensibiidades Rmssificidadaidn, HlifomiaaMastBinl f5e Ol EAUTER
Somiticas. Pesquisa Veterindria Brasileira, Sdo Paulo, v.2, n.17, p.49-
53, 1997.

CARMO, L. S.; BERGDOLL, M. Staphylococcal Food Poisoning in Belo
Horizonte (BRAZIL). Revista de Microbiologia, Sdo Paulo, v.21, n4,
p.320-323,1990.

CARMO, L.S. et al. Staphylococcus aureus e Salmomella enteritidis present in

food implicated in food poisoning. Revista de Microbiologia, Sdo Paulo,
v.27, p.122-125, 1996.

CASMAN, E.P.; BENNETT, RW. Detection of staphylococcal enterotorotoxin
in food. Applied Microbiology, USA, v.13, p.181-189, 1965.

COSTA, E. O; COUTINHO, S. D.; CASTILHO, W.; TEIXEIRA, C. M.
Etiologia Bacteriana da Mastite Bovina no Estado de Sdo Paulo, Brasil.
Revista de Microbiologia, Sdo Paulo, v.17,n.2, p.107-112, 1986.

CRASS, B.A.; BERGDOLL, M.S. Involvement of coagulase-negative
staphylococci in toxic shock syndrome. Journal of Clinical
Microbiology, v.23,p.43-45, 1986.

72



CRUZ, A S; LOPES, C. A M, MODOLO, JR.; GOTTSCHALK, A F.
Comparative “in vitro” study on the susceptibility and emergence of
mutants resistant to danofloxacin among Staphylococcus aureus isolated
from bovine mastitis. Revista de Microbiologia, Sdo Paulo, v.28, p.61-64,
1997.

DE OLIVEIRA, T.CRM; HIROOKA, EYY. Atualidades sobre a detecgdo de
enterotoxinas estafilococicas. Boletim SBCTA, Sio Paulo, v.30, n.2,
p-121-131, 1996.

DONNELLEY, C B;LESLIE, J.E.; BLACK, L.A. Production of enterotoxin A
in milk. Applied Microbiology, USA, v.16,p.917-924, 1968.

EVENSON, M.L.; HINDS, M.W._; BERNSTEIN, R.S.; BERGDOLL, MS.
Estimation of human dose of staphylococcal enterotoxin A from a large
outbreak of staphylococcal food poisoning involving chocolate milk. In:
DE OLIVEIRA, T.CRM.; HIROOKA, EY. Atualidades sobre a detecgdo
de enterotoxinas estafilocécicas. Boletim SBCTA, Sio Paulo, v.30, n.2,
p.121-131, 1996.

FREITA, M.A.Q.; MAGALHAES, H. Enterotoxicidade de Staphylococcus
aureus isolados de vacas com mastite. Revista de Microbiologia: Sio
Paulo, v.21, n.4, p.315-319, 1990.

GOMES, H.A.; GALLO, C.R. Ocorréncia de Sthapylococcus aureus e produgdo
de enterctoxinas por linhagens isoladas a partir de leite cru, leite
pasteurizado tipo “C” e queijo “Minas Frescal” comercializados em
Piracicaba - SP. Ciéncia e Tecnologia de alimentos. Sio Paulo, v.2, nl5,
p.158-161, 1995,

HALPIN-DOHNALEK, M.I; MARTH, EH Staphylococcus  aureus:
Production of Extracellular Compounds and Behavior in Foods - A Review.
Journal of Foed Protection, USA, v.52, n.4, p.267-282, 1989.

73



IGARASHI, H.; FUJIKAWA, H.; SHIGAKI, M.; BERGDOLL, M.S. Latex
agglutination test for staphylococcal toxic shock syndrome. Journal
Clinical Microbiology., USA, v.23,n.3, p.509-512. 1986.

KUO, JK.; SILVERMAN, G.J. Application of Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay for Detection of Staphylococcal Enterotoxin
in Food. Journal of Food Protection, Iowa, v.43, n.5, p.404-407,
1980.

MARSHALL, V. MERCK. Inoculated ecosystems in a milk enviroment.
Journal of Applied Bacteriology. Oxford, vol73, p.127S -

135SYNTH, 1992.

MATHIEU, AM.,; ISIGIDI, BK.; DEVRIESE, L.A. Comparation of two
comercial kits for the detection of enterotoxin produced by
Staphylococcus aureus strains isolated from foods. Letters in
Applied Microbiology, Oxford, v. 14, p.247-249, 1992.

MORETTIL A.; PASQUALL P.; MENGARONI, G.; BONCIO, L.; FIORETTI,
D.P. Relationship Between Cell Counts in Bovine Milk and the presence of
Mastitis Pathogens (Yeasts and Bacteria). Journal Veterinary Medical,
Berlin, v.45,n.3, p.129-132, 1998.

OLIVEIRA, T. C. R. M,; HIROOKA, E. Y. Avaliacio de Métodos de extragio
e concentra¢do de enterotoxina estafilococica em alimentos. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, S3o Paulo, v.16, n.2, p.120,125, 1996.

OLIVEIRA, T. C. R. M,; HIROOKA, E. Y. Atualidades sobre a Detecgdo de
Enterotoxinas Estafilococias. Boletim da Sociedade Brasileira de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Sdo Paulo, v.30, n.2, p.121-131,
1996b.

74



PARK, C. E; AKHTAR, M.; RAYMAN, M. K. Nonspecifc Reations of a
Comercial enzime-Linked Immunosorbent Assay Kit (TECRA) for
Detection of Staphylococcal Enterotoxins in Foods. Appied and
Evironmental Microbiology, USA, v.58, n.8, p.2509-2512, 1992

PARK, C. E; AKHTAR, M.; RAYMAN, M. K. Simple Solutions to False-
Positive Staphylococcal Enterotoxin Assays with Seafood Tested with na
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Kit (TECRA). Appied and
Enviromnmental Microbiology, USA, v.59, n.7,p.2210-2213, 1993.

PARK, C. E; AKHTAR, M.; RAYMAN, M. K. Evaluation of Comercial
Enzyme Immunoassay Kit (RIDASCREEN) for Detection of
Staphylococcal Enterotoxins A, B, C,D and E in Foods. Applied and
Environmental Microbiology. USA, v.60,n.2, p.677-681, 1994,

PARK, C.E.; SZABO, R. Evaluation of reversed passive latex agglutination
(RPLA) test kits for detection of staphylococcal enterotoxin A, B, C, and D
in foods. Canadian Journal Microbiology, Otawa, v.32, p.723-727, 1986.

PARK, C. E;; WABURTON, D.; LAFFEY, P. J. A Collaborative Study on the
Detection of Staphylococcal Enterotoxin in Foods with na Enzyme
Immunoassay Kit (TECRA). Journal of Food Protection, Iowa, v. 59,n.4,
P.390-397, 1996.

PEREIRA, M.L. Estafilococos Coagulase Negativos Pauciprodutores de
Enterotoxinas Estafilocécias e Relato de um Surto Por Espécie
Coagulase Positiva. Campinas: Unicamp, 1996. 143p. (Tese - Doutorado
em Ciéncia dos Alimentos).

PEREIRA, M.L.; CARMO, L.S.; LARA, M.A ; DIAS, R.S.; BERGDOLL, M.S.
Enterotoxigenic staphylococci from food handlers working in na industrial
kitchen in Belo Horizonte, MG (Brazil). Revista de Microbiologia: Sio
Paulo, v.25, n.3, p.161-165, 1994,

75



PEREIRA, M. L.; HENEINE, L. G. D.; PEREIRA, J. L; BERGDOLL, M. S.
Control of nonspecofic reactions on reversed passive latex aggutination
assay (RPLA) for detecting nanogram quantities of staphylococcal
enterotoxins. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Séo Paulo, v.49, n.4, p.493-497, 1997.

REA, M. C.; COGAN, TM.; TOBIN, SYNTH. Incidence of pathogenic
bacteria in raw milk in Ireland. Journal of Applied Bacteriology, Oxford,
v4,n73, p.331-335, 1992.

ROBBINS, R.; BERGDOLL, M.S. Production of Rabbit Antisera to the
Staphylococcal Enterotoxin. Journal of Food Protection, Iowa, v.47, n.3,
p.172-176, 1984,

ROSE, S. A.; BANKES, P.; STRINGER, MF. Detection of staphylococcal
enterotoxins in dairy products by the reversed passive latex agglutination
(SET-RPLA) kit. Journal of Food Microbiology. Amsterdam. v. 8, p.65-
72, 1989.

SAKODA, A.; WANG, HY. A new isolation and purification method for
staphylococcal protein A using membrane encapsulated rabbit IgG-
Agarose. Biotechnology and Bioengineering, v. 34, p.1098-1103, 1989.

SANIJEEYV, S.; SURENDRAN, P K. Evalution of Reversed Latex Agglutination
Tes Kits for the Detection of Staphylococcal Enterotoxin A, B, C and D in
Fishery Products. Journal of Food Science Technology, v.29, n.5, p.311-
312, 1992.

SU, Y.C.; WONG, A.C.L. Identification and purification of new staphylococcal
enterotoxin H. Applied and Environ. Microbiology, USA, v.61, n4,
p.1438-1443, 1995,

VARNAM, A H; EVANS, M.G. Foodborne Pathogens. An Illustrated text.
London: Mosby Year Book, 557p., 1991.

76



WINDERMANN, H.; LUTHY, J; MAURER, M. ELISA with enzyme
amplication for sensitive detection of staphylococcal enterotoxin in food.

International Journal of Food Microbiology, Amsterdan, v.8, p.25-34,
1989.

77





