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RESUMO

ANGELO, Fabiola Fonseca, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro
de 2010. Deteccao de genes de exotoxinas em  Staphylococcus spp.
Isolados de leite cru refrigerado e de leite de vac as com mastite .
Orientador: Nélio José de Andrade. Coorientadores: Anténio Fernandes de
Carvalho e Edna Froeder Arcuri.

Staphylococcus spp. tem sido frequentemente associado a surtos de
origem alimentar, em virtude da capacidade de algumas espécies produzirem
enterotoxinas, principalmente Staphylococcus aureus. A identificacdo
laboratorial dessas espécies, bem como dos genes que codificam as
enterotoxinas € um fator importante na elucidacdo de surtos de intoxicacéo
estafilococica. Dentre os alimentos envolvidos nessas intoxicacdes estéo o leite
e seus derivados, principalmente em decorréncia da contaminacdo por
patogenos causadores da mastite bovina, em especial Staphylococcus aureus.
Assim, para avaliar o potencial toxigénico de isolados de leite, 264 estirpes de
Staphylococcus spp., sendo 96 isolados de leite cru refrigerado e 168 isolados
de leite de vacas com mastite foram usadas neste estudo. Dessas, 237 foram
avaliadas também quanto as suas caracteristicas morfologicas e a producéo de
hemolisina, 32 identificadas bioquimicamente por meio do sistema ID 32 Staph
(bioMérieux®) e 30 avaliadas quanto ao seu carater de hidrofobicidade. Todas
as estirpes foram analisadas pela técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase

(PCR) para a pesquisa do gene femA, especifico de Staphylococcus aureus,
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para dez genes que codificam enterotoxinas estafilococicas (sea — sell) e para
0 gene tst-1 que codifica a Toxina da Sindrome do Choque Toxico. A analise
morfologica foi realizada em agar Baird-Parker (BP) e observando-se os
aspectos das colbnias quanto a sua cor, ao tamanho, ao brilho e a formacéao de
halo devido a producédo de lecitinase. A producéo de hemolisinas foi verificada
em agar sangue. A detec¢do de genes para exotoxinas, incluindo enterotoxinas
e toxina da sindrome do choque toxico foi realizada utilizando-se primers
descritos na literatura, apos extracdo do DNA bacteriano e sua quantificacéo
em espectrofotometro (GeneQuant Pro, Amersham Biosciences). A amplifica-
cdo do DNA foi feita utilizando-se sete reagdes, sendo cinco com primers para
dois genes (seg/femA, seh/sei, seb/sell, sea/sed e sec/see) e duas reacdes
com primers para apenas um gene-alvo (selj e tst-1). As amplificagbes foram
feitas em termociclador GeneAmp" PCR System 9700 (Applied Biosystems). O
calculo de hidrofobicidade foi realizado pela medicdo do angulo de contato
entre a superficie bacteriana e trés liquidos com diferentes polaridades,
incluindo 4gua, formamida e a-bromonaftaleno, sobre uma camada de células
vegetativas usando-se o aparelho Gonidbmtero (Kruss, Germany) e pelo

resultado da energia livre global de interacéio (AGews ©'

). A deteccao do gene
femA indicou que 14 e sete estirpes identificadas previamente como
Staphylococcus Coagulase Negativa (SCN) e Staphylococcus Coagulase
Positiva (SCP), respectivamente, tratavam-se de S. aureus. Dentre os isolados
avaliados morfologicamente em Agar Baird-Parker e identificados bioquimica e
molecularmente como S. aureus, apenas 18,7% (38/203) apresentaram
colénias tipicas. Observou-se que 64,5% (153/237) produziram hemolisina.
Quanto as anélises realizadas por meio do sistema ID 32 Staph (bioMérieux®),
15,6% (5/32) apresentaram identificacédo diferente daquela realizada por provas
bioquimicas tradicionais. Dentre as 264 estirpes analisadas molecularmente,
2,27% eram portadoras do gene tst-1 e foram isoladas de leite de tanque
refrigerado. Os genes que codificam a producdo de enterotoxinas estafilo-
cocicas, foram verificados em isolados de leite armazenados em tanque de
refrigeracdo e leite de vacas com mastite, ressaltando-se a presenca dos
genes que codificam a producdo das novas enterotoxinas (seg-sell) (96,3%).
Todos os isolados (17 isolados de leite proveniente de tanque refrigerado e 13

de leite de vacas com mastite) foram considerados hidrofilicos, tanto em
XV



relacdo a analise quantitativa (AGagesao™> 0), quanto para a andlise qualitativa
(< 50°). A presenca de genes codificadores das enterotoxinas estafilococicas
demonstra a possibilidade de intoxicacdes e ressalta a importancia no controle

da mastite bovina bem como no controle da qualidade do leite.
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ABSTRACT

ANGELO, Fabiola Fonseca, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
September, 2010. Detection of exotoxin genes in  Staphylococcus spp.
isolates from refrigerated raw milk and milk from c ows with mastitis
Adviser: Nélio José de Andrade. Co-advisers: Antbnio Fernandes de
Carvalho and Edna Froeder Arcuri.

Staphylococcus spp. has been frequently associated with food-borne
breakouts, due to the capacity some species have to produce enterotoxins, mainly
Staphylococcus aureus. Laboratory identification of these species, as well as of the
genes which codify the enterotoxins, is an important factor in elucidating
staphylococcus intoxication breakouts. Milk and dairy products are among the
foods involved in these intoxications, especially due to contamination by pathogens
causing bovine mastitis, mainly Staphylococcus aureus. Thus, to evaluate the
toxigenic potential of milk isolates, 264 strains of Staphylococcus spp. were used in
this study, i.e., 96 isolates from refrigerated raw milk and 168 isolates from
mastitis-infected cows’ milk. Out of these, 237 were also evaluated as to their
morphological characteristics and hemolysine production, 32 were identified
biochemically by means of the ID 32 Staph (bioMérieux®) system and 30 were
evaluated as to their hydrophobicity character. All the strains were analyzed by the
Polymerase Chain Reaction (PCR) technique to research the gene femA, specific
of Staphylococcus aureus, for ten genes that codify staphylococcal enterotoxins

(sea — sell) and for the gene tst-1 that codifies the Toxic Shock Syndrome Toxin.
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Morphological analysis was carried out in Baird-Parker (BP) agar, and by
observing the colonies’ aspect regarding color, size, shine and halo formation as a
result of lecithinase production. Hemolysine production was verified in blood agar.
Gene detection for the exotoxins, including enterotoxins and toxic shock syndrome
toxin, was carried out using primers described in the literature, after extraction of
the bacterial DNA and its quantification in spectrophotometer (GeneQuant Pro,
Amersham Biosciences). DNA amplification was performed by using seven
reactions, five with primers for two genes (seg/femA, seh/sei, seb/sell, sea/sed and
sec/see) and two reactions with primers for only one target-gene (selj and tst-1).
The amplifications were carried out in the GeneAmp" PCR thermal cycler System
9700 (Applied Biosystems). Hydrophobicity was calculated by measuring the angle
of contact between the bacterial surface and three liquids with different polarities,
including water, phormamide and a-bromonafthalene, on a layer of vegetative
cells, using the Goniometer apparatus (Kruss, Germany) and by the result of the

global free interaction energy (AGsus' "

). Detection of the gene femA indicated that
14 and seven strains identified previously as Staphylococcus Coagulase Negative
(SCN) and Staphylococcus Coagulase Positive (SCP), respectively, were identified
as S. aureus. Among the isolates morphologically evaluated in Agar Baird-Parker
and biochemically and molecularly identified as S. aureus, only 18.7% (38/203)
presented typical colonies. It was verified that 64.5% (153/237) produced
hemolysine. As for the analyses carried out by the ID 32 Staph (bioMérieux®)
system, 15.6% (5/32) presented identification different from that using traditional
biochemical tests. Among the 264 strains analyzed molecularly, 2.27% were
carriers of gene tst-1 and were isolated from refrigerated tank milk. The genes that
codify the production of staphylococcal enterotoxins were verified in milk isolates
stored in refrigeration tanks and in milk from cows with mastitis, emphasizing the
presence of genes that codify the production of the new enterotoxins (seg-sell)
(96.3%). All isolates (17 isolates from refrigerated tank milk and 13 from mastitis-
infected cows’ milk) were considered hydrophilic, both in relation to quantitative
(AGagnesion> 0), and qualitative (< 50°) analysis. The presence of the genes that
codify the staphylococcal enterotoxins shows the likelihood of intoxications and
emphasizes the importance of controlling bovine mastitis as well as milk quality.
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1 INTRODUCAO

Staphylococcus inclui, aproximadamente, 40 espécies e subespécies
pertencentes a familia Micrococcaceae. Apresentam-se na forma de cocos,
Gram-positivos, ndo esporulados, produtores de catalase, produtores ou néo
de coagulase e dividem-se em mais de um plano para formar arranjos em
forma de cachos de uva. Crescem em anaerobiose e mostram um metabolismo
de anaerobiose facultativo, além de se multiplicarem em alimentos com baixa
atividade de &gua. Dependendo da espécie e das condigBes de cultivo, as
col6nias atingem entre 0,5 e 1,5 um de diametro (BURROWS, 1973; EUSEBY,
1997; KWOK; CHOW, 2003).

Dentre as espécies pertencentes a esse género, Staphylococcus aureus
é considerado o principal patbgeno da mastite bovina, podendo ser transmitido
facilmente de um animal para outro dentro de um rebanho. Além disso, € o
patdogeno mais envolvido em casos de intoxicagcdes estafilocdcicas por produzir
diversas exotoxinas, entre elas as enterotoxinas estafilocécicas (BRAMLEY et
al., 1996; BOEREMA et al., 2006; SRINIVASAN et al., 2006).

A producdo de enterotoxinas estafilocécicas (EE) por S. aureus esta
associada a quadros clinicos de intoxicacoes estafilocécicas. Essas intoxica-
cbes tém sido reportadas como uma das principais doencas causadas pela
ingestado de alimentos contaminados, sendo o leite e seus derivados os mais

envolvidos.



A contaminacao do leite por S. aureus, pode ocorrer diretamente quando
hé casos de mastite clinica ou subclinica, ou indiretamente através da contami-
nacdo ambiental durante a ordenha ou durante o processamento do leite
(JORGENSEN et al., 2005; ZECCONI et al., 2006; PELES et al., 2007; VERAS
et al., 2008). Dessa forma, o isolamento de S. aureus por meio de técnicas
laboratoriais tradicionais e, ou, modernas ou até mesmo a deteccdo dos genes
responsaveis pela producdo das EE torna-se de fundamental relevancia para
gue surtos envolvendo os alimentos sejam detectados com mais eficiéncia.

A identificacdo de S. aureus isolados de alimentos tem sido realizada por
meio de técnicas laboratoriais que envolvem meios de culturas seletivos e
diferencias, uso de kits rapidos como o ID 32 Stpah ou ainda pela identificacéo
molecular do gene femA, que é especifico para essa espécie. Para a deteccéo
do gene femA e dos genes produtores das EE, técnicas moleculares
desenvolvidas na década de 1990, como a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR), tém sido amplamente utilizadas. Essa técnica baseia-se na obtencao de
altas concentracbes de coépias de um segmento de DNA especifico
(LONCAREVIC et al., 2005; BOEREMA et al., 2006).

A presenca de um segmento de DNA responsavel pela producdo de uma
EE néo indica necessariamente que havera a producédo da toxina pelo micror-
ganismo avaliado. No entanto, tem se verificado a associacdo da producéo
dessas enterotoxinas com a producéo de outros fatores de viruléncia como as
enzimas coagulase e hemolisina, além da capacidade da estirpe enterotoxi-
génica em aderir a superficies e formar biofilmes.

A producao desses fatores de viruléncia esta envolvida com a patogeni-
cidade do microrganismo, uma vez que contribui para a invasao tecidual e para
a resisténcia a determinados antibioticos (PEREIRA et al., 2009). Dessa forma,
identificar o perfil molecular dos isolados causadores da mastite, sua distri-
buicdo e as principais fontes de contaminacao assume papel fundamental ndo
apenas para o controle da mastite bovina, como também para a prevencao da
ocorréncia de casos de intoxicagdes estafilococicas.

Os objetivos desse trabalho foram:

a) Caracterizar fenotipicamente estirpes de Staphylococcus spp. quanto
a caracteristicas morfologicas em Agar Baird Parker e a producéo de hemoli-

sina em Agar sangue.



b) Detectar, pela técnica de PCR, os genes que codificam as
enterotoxinas classicas (sea-see), as novas enterotoxinas (seg, seh, sei, selj e
sell), a toxina da sindrome do choque toxico (tst-1) e o gene femaA.

c) Observar a presenca de genes para a producdo de exotoxinas de
Staphylococcus spp. isolados de leite de vacas com mastite e leite cru,
refrigerado em fazendas localizadas nos Estados do Rio de Janeiro e de Minas
Gerais.

d) Verificar a caracteristica de hidrofobicidade de isolados toxigénicos e
nao toxigénicos de Staphylococcus spp.

e) Fornecer subsidios para a legislacdo brasileira e para a industria de
alimentos, para o controle de surtos de origem alimentar e para a garantia de

qualidade do leite e derivados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Staphylococcus spp.

Bactérias do género Staphylococcus pertencem a familia Micrococcaceae
e apresentam-se na forma de cocos Gram-positivos, com diametro entre 0,5 e
1,5 um. Quando visualizados ao microscépio apresentam-se isolados ou
agrupados aos pares ou tétrades, ou em cadeias curtas com trés ou quatro
células ou em agrupamento semelhante a um cacho de uva. As espécies sao
anaerObias facultativas, exceto S. saccharolyticus e S. aureus subsp.
anaerobius. Possuem necessidades nutricionais e ambientais bem especificos,
podendo crescer em ambiente com A, de até 0,86, pH de 4,8 e temperatura
minima de 8°C, além de possuirem tolerancia ao nitrito. S&o ubiquitarios,
presentes na pele do homem e de animais, e sdo isolados do ambiente
(EUZEBY, 1997; KWOK; CHOW, 2003; NORMANNO et al., 2005).

O género inclui 38 espécies e 24 subespécies, sendo algumas
associadas a casos infeccbes no homem e em animais (EUZEBY, 1997;
KWOK; CHOW, 2003).

Embora, Staphylococcus aureus seja 0 microrganismo mais envolvido
em doencas no homem, outras espécies como S. intermedius e S. hyicus
também sao associados a diversos tipos de infec¢cdes. Nos animais, S. aureus
tem se destacado como principal patégeno da mastite bovina (EUZEBY, 1997,
KWOK; CHOW, 2003).



2.2 Caracteristicas morfoldgicas de  Staphylococcus spp. em agar BP

O método de escolha para enumeragdo de estafilococos em leite é o
meétodo de contagem em placas em Agar Baird-Parker (BP). Segundo Bergdoll
et al. (1967), esse meio é considerado o melhor meio de cultura para o
isolamento de Staphylococcus aureus em alimentos, por permitir o seu
isolamento sem a necessidade do uso de meios de enriquecimento. Esse meio
de cultura contém em sua composicdo agentes seletivos e diferenciais, que
auxiliam na distingdo das colbnias tipicas e atipicas de Staphylococcus aureus.
Os componentes telurito de potéssio (0,01%), glicina (1,2%) e cloreto de litio
(0,5%) sao agentes seletivos, enquanto as reacdes de reducdo do telurito de
potassio e hidrélise da gema de ovo sao agentes diferenciais (BAIRD; LEE,
1995; SILVA et al., 2000; SANTANA et al., 2006; SILVA et al., 2007).

Colbnias tipicas de S. aureus séo pretas, brilhantes, delimitadas com
didmetro aproximado de 1 a 1,5 mm, halo opaco e area clarificada ao redor de
cada col6nia. A area opaca refere-se a atividade da lipase, enquanto a zona
clara & agao proteolitica (LIM et al., 1983; SILVA et al., 2000; SANTANA et al.,
2006; MURPHY et al., 2010; VICOSA et al., 2010). Apesar de ser amplamente
utilizada, a contagem em BP possui algumas limitacdes: resultados imprecisos
e andlise demorada. A seletividade do meio é limitada, uma vez que apenas
Staphylococcus aureus lipolitico e proteolitico podem ser facilmente identificados
(BAIRD; LEE, 1995; SILVA et al., 2000; VICOSA et al., 2010). No entanto, de
acordo com Lancette e Bennet (2001), estirpes néo lipoliticas isoladas de leite
e derivados ou de leite de vacas com mastite podem ser frequentemente
identificadas por formar coldnias tipicas.

Colbnias atipicas podem ocorrer e a sua presencga varia com o tipo de
alimento analisado. Essas colb6nias apresentam cor acastanhada ou branca,
auséncia dos dois halos ou presenca de um deles ao redor das colbnias e
formato irregular. Outras espécies de Staphylococcus ou outras bactérias
apresentam cor preta com ou sem halos de hidrdlise. Essas colbnias podem
ser testadas quanto a producdo de coagulase para a identificacdo de
Staphylococcus coagulase positiva (SCP) (BAIRD; LEE, 1995; VICOSA et al.,
2010). Dessa forma, apos a selecdo de colbnias tipicas e atipicas em BP, é

necesséario para a confirmacdo da espécie S. aureus o emprego de provas
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bioguimicas, que auxiliam na estimativa do potencial enterotoxigénico dos
isolados (VICOSA et al., 2010).

2.3 Producéo de hemolisinas por  Staphylococcus spp.

A patogenicidade das espécies do Staphylococcus, em especial de
S. aureus é associada, em parte, a sua capacidade de produzir diferentes
exotoxinas, incluindo a e B-hemolisinas. Essas toxinas constituem um grupo de
fatores de viruléncia, cuja producdo parece ser necessaria para o estabeleci-
mento da mastite bovina (DINGES et al., 2000; SILVA et al., 2005). A a-
hemolisina, produzida por S. aureus, é a mais estudada e considerada um dos
principais fatores de viruléncia pelos seus efeitos hemolitico, neurotoxico e
dermonecratico (DINGES et al., 2000; SILVA et al., 2005). Por outro lado, a B-
hemolisina, que é uma esfingomielinase, tem amplo efeito sobre hemacias de
bovinos e ovinos (LARSEN et al., 2002; SANDEL et al., 2004; SILVA et al.,
2005).

Cifrian et al. (1996) sugerem que a producdo simultanea de a e B-
hemolisina ocasiona o aumento da capacidade de aderéncia do microrganismo
na glandula mamaria e, em consequéncia, a sua multiplicacao.

Segundo Aarestrup (1999) e Morandi et al. (2009), a maioria dos isolados
de S. aureus de mastite bovina carreia o gene que codifica a producdo da -
hemolisina, diferentemente do que ocorre com os isolados de S. aureus de
origem humana. Este fato sugere que estirpes de S. aureus B-hemoliticas
sejam mais virulentas do que aquelas negativas para hemolisina. No entanto,
sdo poucos os sobre este fator de viruléncia; assim, pouco pode ser afirmado

sobre a funcéo desse fator na mastite bovina (LARSEN et al., 2002).

2.4 Caracteristicas bioquimicas de  Staphylococcus spp.

O género Staphylococcus pode ser dividido, de acordo com a producéo
da enzima coagulase, em estafilococos coagulase positiva (SCP) e estafilo-
cocos coagulase negativa (SCN). O primeiro grupo, segundo proposto por
Kloss (1990), é dividido em quatro espécies principais: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus hyicus e Staphylococcus delphini.
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Estafilococos coagulase-negativa sao subdivididos em mais de dez espécies,
dentre essas, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus cohnii, Staphylococcus
xylosus e Staphylococcus warneri. Diversos testes bioquimicos fundamentados
em caracteristicas fenotipicas podem ser utilizados para diferenciar e identificar
essas espécies. Esses testes, no entanto, requerem diversos meios de cultura,
e um tempo longo de incubacéao (SAMPIMON et al., 2009). Métodos bioquimicos
efetivos e rapidos sao frequentemente utilizados em substituicAo as provas
bioquimicas tradicionais. Staphylococcus spp. potencialmente patogénicos podem
ser identificados por meio desses testes rapidos (WIESER; BUSSER, 2000).

Os testes rapidos comerciais, a exemplo do kit ID 32 Staph (bioMérieux®),
indicado para a identificacao especifica de diferentes espécies de Staphylococcus
sdo amplamente utilizados. No entanto, a acuracia desses métodos pode ser
reduzida para isolados de origem animal, uma vez que eles sédo desenvolvidos,
em geral, para isolados de origem humana (SAMPIMON et al., 2009).

A identificacdo de isolados de origem bovina por meio de alguns desses
kits comerciais ndo tem sido considerada confiavel, principalmente quando sdo
obtidos resultados com baixa probabilidade. Além disso, a grande diversidade
de espécies de Staphylococcus e o aumento da prevaléncia de espécies
fenotipicamente pouco conhecidas tém levado a utilizacdo de técnicas molecu-
lares modernas para sua identificacdo (THORBERG; BRANDSTROM, 2000;
WIESER; BUSSER, 2000; SAMPIMON et al., 2009).

O sistema ID 32 Staph (bioMérieux®) possui 26 clpulas, que contém
meio desidratado para a realizacédo de testes colorimétricos, que testes incluem
a producéao de acido a partir de glicose, frutose, manose, maltose, lactose entre
outros acucares; descarboxilacédo da arginina e ornitina; producao de urease, -
glicuronidase, acetoina e fosfatase alcalina; hidrélise da esculina, reducédo de
nitrato e susceptibilidade a novobiocina, entre outros testes (RENNERBERG et
al., 1995).

2.5 Caracteristicas clinicas e epidemiologicas dam  astite bovina

A mastite bovina € caracterizada por reacao inflamatéria do parénquima
da glandula mamaria, causada, predominantemente, por microrganismos
patogénicos, embora fatores quimicos, fisicos ou traumaticos possam também
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estar envolvidos (KERRO DEGO et al., 2002; WELLENBERG, 2002; ZSCHOCK
et al., 2005; UNNERSTAD et al., 2008; FOX, 2009; WANG et al., 2009).

Varios microrganismos podem causar a mastite, porém as bactérias sado
as mais comuns (KERRO DEGO et al., 2002; PELES et al., 2007). Mastites de
origem microbiana podem ser contagiosas ou ambientais. No primeiro caso, 0
patdgeno envolvido vive e multiplica-se na glandula mamaria infectada dissemi-
nando-se de animal para animal, e é causada devido aos procedimentos higié-
nicos inadequados durante a ordenha. No caso da mastite ambiental, a conta-
minacao ocorre apos a ordenha (KERRO DEGO et al.,, 2002; PELES et al.,
2007).

Importantes patdgenos contagiosos s&o Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae e espécies de Corynebacterium. Os agentes ambien-
tais mais conhecidos sdo as bactérias do grupo dos coliformes, especialmente
Escherichia coli (KHAN et al., 1998; KERRO DEGO et al., 2002; GOMEZ et al.,
2007; RADOSTITS, 2007; UNNERSTAD et al., 2008).

Independentemente do agente causador, a mastite pode ainda ser
classificada quanto a sua natureza em clinica ou subclinica. Embora os
mesmos patdgenos possam estar envolvidos nas duas formas da doenca, a
primeira é caracterizada pela ocorréncia de inflamacdo do uUbere, reducédo na
produtividade e alteracdo na composicado do leite e, em casos mais graves,
perda de apetite e de peso, febre e depressdo. No caso das mastites
subclinicas, os sinais clinicos ndo sao visiveis, observam-se apenas alteragcfes
fisico-quimicas e microbiologicas no leite. Desta forma, nesse ultimo caso,
trata-se de doenca de dificil diagndstico, uma vez que sua manifestacao tende
a ser silenciosa e cronica (ISMAIL et al., 2010).

A cronicidade da doenca torna o patdgeno persistente dentro do
rebanho, o que acarreta elevados prejuizos de ordem econdmica para a
pecuaria leiteira. Perdas econémicas com a reducdo na producdo de leite,
descarte do leite, queda no valor do animal e custos veterinarios e laboratoriais
tém sido as mais evidenciadas.

Com o objetivo de minimizar essas perdas, tem-se realizado numerosos
trabalhos com a finalidade de desenvolver medidas de controle para diminuir o
namero de casos nos rebanhos de todo o mundo. Entre essas medidas estéo a
desinfeccdo do teto e o tratamento terapéutico fora do periodo de lactacao.
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Ainda assim, o que se tem notado € que mesmo com esses cuidados a mastite
bovina € um grande problema (KHAN et al., 1998; KERRO DEGO et al., 2002).

Staphylococcus spp. € reconhecido em todo o mundo como uma das
principais causas, em especial Staphylococcus aureus, que representa o
microrganismo de maior ocorréncia (PRATTEN et al., 2001; ZECCONI et al.,
2006; UNNERSTAD et al., 2008; WANG et al., 2009, MARTINS et al., 2010).
Estima-se que 19 a 40,7% das vacas sao infectadas com S. aureus (KHAN et
al., 1998; GOMEZ et al., 2007). No Brasil, S& et al. (2004) observaram que 17%
das mastites clinicas e 76,5% das mastites subclinicas, sdo causadas por
Staphylococcus spp., enquanto Martins et al. (2010) constataram 21,5% de
S. aureus em casos de mastite subclinica e em 44,0% dos casos de mastite
clinica.

Além de S. aureus outras espécies de Staphylococcus produtores de
coagulase (SCP) e espécies de Staphylococcus coagulase negativa (SCN)
podem ser causadores da doenca. Roberson et al. (1998) identificaram 66% de
novilhas com mastite causada por SCP e Brito et al. (1999) e Oliveira et al.
(2009) isolaram 12,4 e 11,65%, respectivamente, de SCN de leite de vacas
com mastite.

A variacdo do padrdo de infeccdo observada em diversos estudos
parece estar associada a infeccbes causadas por diferentes estirpes (KERRO
DEGO et al., 2002; ZECCONI et al., 2006). Foi observado por alguns autores,
em diferentes paises, que apenas algumas estirpes de S. aureus sé&o
responsaveis por muitos casos de mastite bovina, estando elas amplamente
distribuidas, o que parece facilitar a difusdo do patdégeno no rebanho
(PICCININI et al.,, 1999; BALABAN; RASOOLY, 2000; JOO et al., 2001;
STEPHAN et al., 2001; KERRO DEGO et al., 2002; ZECCONI et al., 2006).

Além disso, fatores como caracteristicas do microrganismo e a
susceptibilidade do animal parecem influenciar a persisténcia de um
determinado patdgeno dentro da propriedade. Dessa forma, a epidemiologia
das infeccbes intramamarias depende do agente etioldégico envolvido e da
resposta imune do hospedeiro (PICCININI et al., 1999; KERRO DEGO et al.,
2002; BANKS et al., 2003).

A principal defesa do animal baseia-se na fagocitose das células
invasoras pelos neutréfilos polimorfonucleados. Porém, apenas essa defesa
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ndo € suficiente para prevenir completamente a infeccdo por duas razdes:
deficiéncia na protecdo das células hospedeiras e producdo de fatores de
viruléncia pelo microrganismo (KERRO DEGO et al.,, 2002; BANKS et al.,
2003). Além disso, Park et al. (1993) observaram que a infecgdo intramama@aria
causada por S. aureus apresenta uma resposta linfocitaria reduzida, o que
sugere que esta reducdo se deve a producdo desses fatores de viruléncia
(PICCININI et al., 1999; STILES et al., 2005a, b; BOYNUKARA et al., 2008). A
presenca deles tem sido reconhecida por alguns autores (FERRY et al., 2005;
VANCRAEYNESTE et al.,, 2006; ZECCONI et al., 2006), que descrevem a

producdo de diferentes enzimas extracelulares e exotoxinas estafilococicas.

2.6 Exotoxinas estafilococicas

Staphylococus spp. tém sido extensivamente estudado pela producédo de
diversos fatores de viruléncia. Dentre eles, as exotoxinas estafilococicas. Essas
exotoxinas sao representadas por enzimas e citotoxinas as quais incluem
hemolisinas, nucleases, proteases, lipases, leucocidinas, hialuronidases e
colagenases. Adicionalmente, algumas estirpes produzem ainda uma ou mais
das seguintes toxinas: toxinas esfoliativas (TE), toxina da sindrome do choque
téxico (TSST-1) e enterotoxinas (BALABAN; RASOOLY, 2000; DINGES et al.,
2000; MICCORMICK et al., 2001; CREMONESI et al., 2005; DEURENBERG et
al., 2005; BOYNUKARA et al., 2008).

A TSST-1 e as enterotoxinas pertencem ao grupo das toxinas pirogéni-
cas, conhecidas também como superantigenos. Sao as toxinas responsaveis
pela sindrome do choque téxico, casos de doencas veiculadas por alimentos,
processos alérgicos e doencas autoimunes (DINGES et al., 2000; MICCORMICK
et al., 2001).

As toxinas pertencentes a familia dos superantigenos apresentam
relacdo filogenética, estrutura, funcédo e sequéncia homoéloga comum, caracte-
ristica esta, estimada pela analise da sequéncia de nucleotideos dos genes
que as codificam (BALABAN; RASOOLY, 2000; CREMONESI et al., 2005;
DEURENBERG et al., 2005).
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A atividade desses superantigenos inclui a destruicdo do tecido e a
protecdo da bactéria contra a resposta imune do hospedeiro, além do estimulo
exagerado de células T e citocinas (KERRO DEGO et al., 2002).

2.6.1 Toxinas esfoliativas

As toxinas esfoliativas (TE) séo divididas em quatro sorotipos: A (TEA),
B (TEB), C (TEC) e D (TED), sendo seus genes denominados eta, etb, etc e
etd e associados a elementos genéticos moveis como fagos, plasmideos e
ilhas de patogenicidade (HAYAKAWA et al., 1998; KERRO DEGO et al., 2002;
YAMAGUCHI et al.,, 2002; ALOUF; ALOUF, 2003). Embora antigenicamente
diferentes, essas toxinas compartilham as mesmas propriedades fisiologicas e
biolégicas, sendo responséaveis pela sindrome da pele escaldada em criancas
(TEA e TEB), flegmé&o em equino (TEC) e abcessos cutaneos no homem (TED)
(ALOUF; MULLER-ALOUF, 2003; YAMASAKI et al., 2006).

S. aureus produtores de TE sdo frequentemente encontrados em
isolados clinicos humanos, enquanto seu isolamento de amostras animais €
pouco relatado (HAYAKAWA et al., 1998; ALOUF; MULLER-ALOUF, 2003).
Aproximadamente 5% dos isolados de S. aureus de amostras clinicas séo
produtores dessas toxinas, com algumas variacdes entre diferentes autores.
Em estudos sobre isolados de animais foram observados a predominancia de
TEA. Adesiyun et al. (1991) reportaram a producédo de TE (3,9%) por S. aureus
isolados de animais, sendo 91,1% representado pela TEA. Hayakawa et al.
(1998) ao estudarem amostras de S. aureus isolados de leite de vacas com
mastite e leite de tanques, verificaram producdo de TEA em 2 e 1% dos
isolados, respectivamente, ndo sendo detectada em nenhum dos isolados TEB.

Essas toxinas embora sejam produzidas por algumas estirpes de
Staphylococcus, ndo séo associadas a casos de intoxicacdes alimentares e a
mastite bovina. No entanto, nesse ultimo caso, sua atividade como
superantigeno pode reduzir a resposta imune do hospedeiro favorecendo a

perpetuacéo da doenca.
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2.6.2 Toxina da sindrome do choque toxico

A TSST-1 foi identificada em 1981 por dois grupos de pesquisadores
que a caracterizaram como uma proteina secretada por S. aureus. Atualmente,
é definida como proteina altamente resistente as proteases e a desnaturacao
térmica e séo produzidas por Staphylococcus e Streptococcus. Possui massa
molar de 22.000 a 30.000 Da e é codificada pelo gene tst-1 (DINGES et al.,
2000; ZSCHOCK et al., 2000; MICCORMICK et al., 2001; STILES et al., 2005a,;
HALE et al., 2006). Inicialmente, foi descrita como uma enterotoxina, sendo
denominada SEF. No entanto, estudos posteriores demonstraram tratar-se de
uma toxina homogénea com pequeno efeito enterotoxigénico em primatas e
presenca de atividade superantigénica (BUONPANE et al., 2005; STILES et al.,
2005a; HALE et al., 2006). Pela atividade de superantigeno, sua liberacdo na
corrente sanguinea pode levar a uma variedade de sinais clinicos, como
exantema, hipotenséo, febre e disfuncdo multissistémica, sendo referidos como
sindrome do choque toxico. Esta sindrome foi primeiramente descrita por Todd
et al. (1978), sendo associada a mulheres em periodos menstruais, que
usavam absorventes internos e a criangas contaminadas com cepas toxigénicas
de S. aureus. Foi reconhecida como uma das maiores doencas sistémicas néao
invasivas causadas por S. aureus (REISS, 2000; ZSCHOCK et al., 2000;
DEURENBERG et al., 2005; STILES et al., 2005a; HALE et al., 2006).

A taxa de casos fatais associados a essa sindrome é de aproximada-
mente 10 a 15%, sendo que desses a mortalidade associada a toxinas produzi-
das por Streptococcus (30-60%) é ainda maior, comparada com a toxina produ-
zida por Staphylococcus (5%) (DINGES et al., 2000; REISS, 2000).

Aproximadamente, 20% dos isolados de S. aureus de humanos sao
produtores dessa toxina. O gene produtor (tst-1) € cromossomal e esta ligado a
um elemento genético acessorio, ausente em amostras TSST-1 negativas
(NOVICK et al., 2001; WARNER; ONDERDONK, 2004).

O tst-1 esta presente em cerca de 70% de S. aureus isolados de
pacientes com a sindrome do choque téxico (DEURENBERG et al., 2005). No
entanto, a avaliacdo da presenca de anticorpos no sangue de individuos com e
sem a sindrome do choque téxico, demonstra concentracdo mais baixa de
anticorpos em individuos com a doencga quando comparados com individuos

12



que nao desenvolveram a doenca. As concentracdes inferiores de anticorpos
contra a toxina pode ser um fator que favorece o desenvolvimento do choque
toxico naqueles pacientes (HAYAKAWA et al., 2000).

Embora os principais trabalhos tenham demonstrado a presenca de tst-1
em isolados humanos (TSEN et al., 1998; DEURENBERG et al., 2005), a
presenca desse gene foi verificada também em isolados animais, incluindo
isolados de leite de vacas com mastite e leite cru. Nestes isolados, verificou-se
a associacdo desse gene com 0s genes das enterotoxinas estafilocécicas, em
especial com os genes sea e sec (JONES; WIENEKE, 1986; HAYAKAWA et
al., 2000; SCHERRER et al., 2004; KATSUDA et al., 2005; ZSCHOCK et al.,
2005; CHAPAVAL et al., 2006; NADER FILHO et al., 2007).

2.6.3 Enterotoxinas estafiloc6cicas

As enterotoxinas estafilococicas (EE) foram inicialmente descritas em
1959, e foram definidas como uma série de proteinas extracelulares produzidas
primariamente por algumas estirpes de S. aureus. Atualmente, sdo caracteriza-
das como proteinas de baixo peso molecular (26.900 a 29.600 Da), resistentes
a inativacdo por proteases intestinais, como a pepsina, além de serem
termorresistentes. Alguns estudos ja demonstraram a resisténcia térmica e a
persisténcia de atividade biolégica quando submetidas aos tratamentos
térmicos: 121 °C/3 min., 121 °C/8 min., 121 °C/11 min. e 121 °C/28 min. Portanto,
podem ser detectadas nos alimentos na auséncia do microrganismo. Trata-se
do maior grupo sorolégico de exotoxinas termoestaveis (DINGES et al., 2000;
CREMONESI et al., 2005; PELES et al., 2007). Esta estabilidade térmica parece
ser dependente das caracteristicas do meio em que a toxina esta presente, ou
seja, pH, concentracdo de sal e outros fatores ambientais relacionados a
desnaturacao das toxinas (BALABAN; RASOOLY, 2000).

O termo enterotoxina € associado a capacidade em produzir émese.
Porém, enterotoxinas recentemente descritas possuem baixa capacidade
emética, o que aumentou a discussao se realmente essas substancias podem
ser incluidas na classe das enterotoxinas (LINA et al., 2004; BOEREMA et al.,
2006). Lina et al. (2004) e Argudin et al. (2010) afirmaram que apenas as
exotoxinas que provocam émese podem ser denominadas como enterotoxinas.
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Aquelas enterotoxinas que ndo possuem essa capacidade ou que ainda nao
foram testadas quanto a capacidade emética devem ser referidas como
superantigenos semelhantes as enterotoxinas estafilococicas. Esses autores
recomendaram que para as novas enterotoxinas descritas e que ainda nao foi
comprovado seu potencial emético, inclua-se na sua denominacgéo a letra “L”,
por exemplo: SELQ; caso seu potencial emético seja comprovado retira-se a
letra “L”, ficando entéo classificada como SEQ.

As EE sao divididas em enterotoxinas classicas (SEA-SEE) e novas
enterotoxinas (SEG-SEU), cujos genes ja foram descritos (BALABAN;
RASOOLY, 2000; STEPHAN et al., 2001; ZSCHOCK et al., 2005; EL-HUNEIDI
et al.,, 2006; PELES et al., 2007; BOYNUKARA et al., 2008). Esses genes
podem ser carreados por plasmideos (sed e selj), fagos (sea e see), cromos-
somos (seb, sec, seh, sei, selk, sell, selm, seln, selo, selp e selq) ou estarem
presentes em ilhas de patogenicidade, como ocorre com sec, seb, selk e selq.
Além disso, os genes codificadores de seg, sei, selm, seln e selo estédo
agrupados em um cluster denominado egc (cluster genémico de enterotoxinas)
(JARRAUD et al., 2001; LETERTRE, 2003; BANIA et al., 2005; GOMEZ et al.,
2007).

As ilhas de patogenicidade e a maioria dos elementos genéticos
codificadores de enterotoxinas podem ser transmitidos horizontalmente entre
as estirpes de S. aureus, embora, segundo El-Huneidi et al. (2006), os genes
para as EE ndo estejam distribuidos uniformemente entre as estirpes.

Em um estudo da distribuicdo de seg e sei, os quais codificam SEG e
SEI, respectivamente, foi verificado que esses genes sdo detectados associa-
dos em S. aureus (ROSEC; GIGAUD, 2002). Em outros trabalhos foi detectado
seg e sei, juntos com selm, seln e selo, os quais codificam respectivamente
SELM, SELN e SELO. Em alguns egc, a regido intergénica localizada entre sei
e seln pode codificar outro superantigeno, denominado SEIU (BANIA et al.,
2005).

Segundo Chen et al. (2004), a sequéncia do espaco intergénico das
enterotoxinas SEG e SEI indicam trés enterotoxinas relacionadas aos genes
seg e sei, denominadas SELK, SELL e SELM. Embora as enterotoxinas e seus
respectivos genes tenham sido descritos, seu papel nas doencas de orgem
alimentar ainda ndo esta bem clara (CHEN et al.,, 2004; CREMONESI et al.,
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2005; STILES; KRAKAUER, 2005; MORANDI et al., 2007). Sabe-se, no
entanto, que sua acdo no trato digestorio provoca intoxicacdes e ainda podem
agir como superantigenos por promover a estimulacdo ndo especifica de
células T. Apesar de essas atividades estarem localizadas em dominios
diferentes e atuarem em diferentes tecidos no hospedeiro, observa-se uma alta
correlacdo entre elas e, em muitos casos, a perda da atividade de superanti-
geno resulta na perda da atividade enterotoxigénica (BALABAN; RASOOLY,
2000; STILES et al., 2005a; GOMEZ et al., 2007).

2.6.3.1 Enterotoxinas classicas e novas enterotoxin as

Dentre as enterotoxinas classicas, a EEA €& mais frequentemente
associada a doencas de origem alimentar. Trata-se de toxina cujo gene (sea) é
composto de 771 pares de bases, responsavel pela sintese de 257 aminoa-
cidos. Seu gene é carreado por um bacteriéfago e analises de hibridizacdo do
DNA do fago transportador sugerr que este fago esteja integrado ao cromos-
somo bacteriano por circularizacdo e cruzamento reciproco. H4 trés isoformas
de EEA com trés diferentes pontos isoelétricos, o que sugere variacdo e modifi-
cacdo apos a traducdo (SOARES et al., 1997; BALABAN; RASSOLY, 2000).

A producdo de EEB deve-se a presenca de seb, o qual € cromossomal
em amostras clinicas e plasmidial em outros isolados. Neste caso, o gene é
carreado por um plasmideo com 750 kb (SOARES et al., 1997). O gene sec
também é cromossomal e codifica a producdo de uma toxina (EEC) formada
por um grupo de proteinas altamente conservadas, com uma significativa
reatividade imunoldgica cruzada. Possui trés subtipos distintos antigenica-
mente: EEC,, EEC, e EEC3; O secsz contém 801 pares de bases e codifica uma
proteina com 267 aminoacidos. EEC; difere das EEC; e EEC, em quatro e
nove aminoacidos, respectivamente (SOARES et al.,, 1997, DINGES et al.,
2000).

EED é considerada a segunda toxina mais comum associada a doencgas
de origem alimentar, sendo o gene (sed) localizado em um plasmideo, que
também carreia genes de resisténcia para penicilina e cadmio. Esse gene

codifica uma proteina com 258 amino4cidos (SOARES et al., 1997).
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O gene para EEE codifica uma proteina com 29 kDa e compartilha uma
sequéncia homologa com EEA. Além disso, a sequéncia de DNA indica que
EEE, EED e EEA possuem relacdo préoxima, cuja homologia € de 53 a 84%
(BALABAN; RASSOLY, 2000; DINGES et al., 2000; STILES et al., 2005a). Para
EEB e EECs foi observado de 50 a 66% de homologia (STILES et al., 2005a).

As novas enterotoxinas, descritas mais recentemente, sdo também
caracterizadas como moléculas pequenas de natureza protéica e que compar-
tilham com as enterotoxinas classicas caracteristicas bioquimicas e estrutural

semelhantes (Tabela 1).

Tabela 1 — Propriedades gerais das enterotoxinas estafilocdcicas

Toxina Massa Molar (Da) Ponto Isoelétrico Atividade emética
EEA 27.100 6,8-7,3 Sim
EEB 28.336 8,6 Sim
EEC 27.496 7,0 Sim
EED 26.900 7,2 Sim
EEE 26.425 8,5 Sim
EEG 27.042 8,4 Sim
EEH 25.145 5,7 Sim
EEI 24.928 8,7 Fraca
EELJ 28.500 8,8 N&o deteminada
EELK 26.000 7-7,5 N&o determinada
EELL 26.000 8,2 N&o
EELM 24.800 6,0 N&o determinada
EELN 26.100 6,2 N&o determinada
EELO 26.700 5,8 N&o determinada
EELP 27.000 6,6 N&o determinada
EELQ 25.000 6,7 Nao
EER 27.000 8,6 Sim
EELU 27.000 6,2 N&o determinada

Fonte: adaptado de THOMAS et al. (2007).

As novas enterotoxinas localizadas no cluster egc apresentam atividade
superantigénica e as EELK, EELL, EELM, EELN, EELO e EELP possuem
importante fungdo tanto nas intoxicacbes alimentares como nas sindromes

clinicas (CHIANG et al., 2008). Para essas novas enterotoxinas, foi observada
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homologia varidvel: EEG possui 37 a 40% de homologia com EEB e EEC; e
EEI 26 a 28% de homologia com EEA, EED e EEE (DINGES et al., 2000).

As EE e a TSST-1 compartilham homologia em sua sequéncia de amino-
acidos primarios, e com base nesta homologia essas exotoxinas podem ser

divididas em quatro grupos, o quarto formado apenas pela TSST-1 (Figura 1).

0.1

Group 1

Group 3

Fonte: Thomas et al. (2007).

Figura 1 — Divisdo das enterotoxinas em quatro diferentes grupos.

2.7 Atividade superantigénica das enterotoxinas est  afilocécicas

As proteinas extrabacterianas que contribuem para a viruléncia de
Staphylococcus podem ser divididas em cinco grupos: proteinas de adesdo,
superantigenos, toxinas formadoras de poros, proteases e proteinas com ativi-
dade ADP ribosil. Podem ser consideradas também como participantes desse
grupo, as hemolisinas, as leucocidinas, as toxinas exfoliativas e as toxinas
superanti-génicas (BRONNER et al., 2004; ZECCONI et al., 2006; TAPONEM,;
PYORALA, 2009).

Os superantigenos estafilococicos sao descritos como um grupo de
proteinas pirogénicas de alto peso molecular e que possuem em comum a
capacidade de ativar os linfocitos T CD4 e CD8. Varios desses superantigenos
vém sao descritos, dentre eles as enterotoxinas, a toxina associada a sindrome

do choque téxico, as leucotoxinas e a proteina A, sendo os dois primeiros os
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mais bem caracterizados quanto a sua capacidade em causar doencas e suas
caracteristicas estruturais e imunolégicas (FRASER et al., 2000; D’SOUZA et
al., 2003; PETERSON et al., 2004).

As enterotoxinas, assim como qualquer outro superantigeno, afetam
uma variedade de células inflamatérias e do sistema imune, como, macréfagos,
eosindfilos, células epiteliais, além dos linfécitos T e B. Em varios estudos foi
demonstrada a capacidade dessas moléculas em promover a proliferacao de
células T, causarem apoptose e produzirem citocinas (BACHERT et al., 2002;
ALOUF; MULLER-ALOUF, 2003).

A liberacdo de grandes quantidades de interleucina 2 (IL-2), inteferon Y
(IF- Y) e fator de necrose tumoral (TNF) por esses superantigenos levou ao
uso de algumas enterotoxinas como agentes terapéuticos no tratamento de
neoplasias. Seu uso torna-se, porém, restrito pelo fato de provocar émese,
sendo essa atividade em decorréncia da estrutura circular formada por meio de
pontes dissulfidicas (JOHNSON; MAGAZINE, 1988; KRAKAUER, 1999;
BOYNUKARA et al., 2008; HUI et al., 2008). Outro fator que parece contribuir
para esta atividade emética € a ativacdo de mastocitos e a liberacdo de
leucotrienos (KRAKAUER, 1999; STILES; KRAKAUER, 2005).

A febre observada com a ingestdo de alimentos contaminados com
enterotoxinas resulta da liberacdo massiva de interleucina-1 (IL-1) e TNF
liberados pelos macrofagos. Essas citocinas sdo pirdgenos enddgenos e
induzem febre por acdo no hipotdlamo (KRAKAUER, 1999). Os efeitos
observados pela acéo das enterotoxinas, no entanto, dependem n&o apenas da
colonizacdo bacteriana, uma vez que nem todas as espécies de
Staphylococcus séo produtoras de enterotoxinas, mas também do hospedeiro,
do microrganismo e das condi¢cdes ambientais (ULRICH, 2000).

Dentre as enterotoxinas estafilocécicas, Dauwalder et al. (2009), obser-
varam que as enterotoxinas A e G sdo capazes de induzir a liberacdo de fator
de necrose tumoral em 24 horas. Ja Balaban e Rasooly (2000) e Novick et al.
(2001) afirmaram que a atividade mitogénica das enterotoxinas estafilococicas
depende da inducéo de interleucinas que estao intimamente envolvidas com o
mecanismo de toxicidade dessas toxinas. Além disso, essas enterotoxinas
possuem atividade citotoxica em células endoteliais, capazes de causarem
coagulacéo intravascular disseminada e trombocitoenia (NOVICK et al., 2001).
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Tem sido atribuida a EEA uma grande afinidade com os receptores de
células T. Esta afinidade deve-se, em parte, a associacdo estavel entre a toxina
e 0 MHC (complexo maior de histocompatibilidade), classe Il, presente nas
células apresentadoras de antigenos, por meio de dois sitios de ligacéo
(D’'SOUZA et al., 2003).

Em outros estudos foi observada a correlacdo entre o aumento das
concentracdes séricas de IL-1, IL-2, TNF e IF-y com a presenca de enterotoxina
B (KRAKAUER, 1999). Além disso, a producdo dessas enterotoxinas parece
contribuir para a persisténcia e patogenicidade do microrganismo
(BOYNUKARA et al., 2008).

2.8 Intoxicacdes estafilococicas

As doencas associadas a ingestdo de alimentos contaminados sao
definidas, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), como doencas de
natureza infecciosa ou toxica causadas por microrganismos e, ou, suas toxinas
presentes nos alimentos. Possuem um grande impacto quando envolvem a
inocuidade alimentar, os fatores econdmicos e a exportacdo e importacao de
alimentos entre os paises (LE LOIR et al., 2003; GLYNN et al., 2006).

Atualmente, mais de 250 doencas de origem alimentar sdo descritas
como causadas por diferentes patégenos e que ocasionam prejuizos econémi-
cos na ordem de bilhGes de dolares (LE LOIR et al., 2003). Nos Estados
Unidos, cerca de seis a 80 milhdes de pessoas séo acometidas por ano, com a
ocorréncia de Obitos de nove mil pessoas e um gasto de cinco bilhées de
dolares. Nesse mesmo pais, estima-se que cerca de 25% das doencas veicu-
ladas por alimentos sejam causadas por intoxicacdes estafilococicas, e sdo a
segunda causa principal de doencas de origem alimentar (BALABAN;
RASOOLY, 2000). Neste caso, toxinas microbianas estdo envolvidas, desta-
cando-se as enterotoxinas estafilocécicas. Staphylococcus spp. mais predomi-
nantemente S. aureus, estdo mais comumente envolvidos, ou por ser o de
maior incidéncia nos alimentos, ou por ter como habitat mucosas dos hospe-
deiros humanos e animais (STAMFORD et al., 2006; MORANDI et al., 2007).

Sua capacidade em crescer e produzir toxinas em uma ampla variedade

de alimentos € evidenciada pela presenca de varios casos envolvendo as
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enterotoxinas estafilocécicas. Dentre os alimentos envolvidos destacam-se o
leite e a carne e os derivados (CHEN et al., 2004; STILES et al., 2005a;
STAMFORD et al., 2006; MORANDI et al., 2007).

A concentracdo de enterotoxina necessaria para causar a doenca é
muito pequena, sendo a dose para promover vomitos em macacos de cerca de
5 a 20 pg/animal. Além de vomitos, observam-se também nauseas, dores
abdominais e diarreia. Esses sinais podem surgir ap0s quatro horas de inges-
tdo e permanecer por até 48 horas. Trata-se de intoxicacdo nao letal, e os
casos mais graves envolvem idosos, criancas e imunossuprimidos (BERGDOLL,
1967; BALABAN; RASOOLY, 2000; STILES et al., 2005a).

A severidade da doenca depende também do tipo de enterotoxina
presente, com variacao de acordo com diferentes autores (CARMO et al., 2004;
CHEN et al., 2004; FUJIKAWA et al., 2006; MORANDI et al., 2007).

Segundo Cremonesi et al. (2005), 95% das intoxicacdes estafilécocicas
se devem a presenca de enterotoxinas classicas (EEA — EEE) e 5% a presenca
das novas enterotoxinas.

Balaban e Rasooly (2000) e Stiles et al. (2005b) verificaram a presenca
da EEA como sendo a mais comum em diversos alimentos analisados. Ja
Normano et al. (2005) verificaram a presenca tanto da EEA e da EED, sendo a
quantidade de EEA necessaria para causar uma intoxicacdo de, aproximada-
mente, 100 ng. Chen et al. (2004) observaram a predominancia dos genes seg,
seh e sei, e a ndo identificacdo de nenhum gene para as enterotoxinas classi-
cas em doencas alimentares investigadas.

Em Minas Gerais, Brasil, Carmo et al. (2004) detectaram a presenca
apenas da EEA em um surto que envolveu oito mil pessoas. Neste surto,
observou-se predominéncia de individuos acima de 65 anos e criancas
menores de cinco anos, observando-se em alguns casos 0s sinais clinicos de
gastroenterite aguda em poucas horas, ap6s o consumo dos alimentos
contaminados. Embora as enterotoxinas e seus respectivos genes tenham sido
descritos, seu papel nas doencas alimentares ainda ndo esta bem claro para

muitas delas.
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2.9 Uso da reacédo em cadeia da polimerase (PCR) par a deteccao de genes
de enterotoxinas estafilocécicas

O diagnostico das intoxicacdes estafilocdcicas € realizado a partir dos
sinais clinicos e da presenca das enterotoxinas nos alimentos. Além disso, a
analise microbiol6gica do alimento associado a testes bioquimicos para as
bactérias isoladas, producdo de coagulase, hemdlise em agar sangue ou
producdo de termonuclease sao frequentemente utilizados. No entanto, essas
técnicas apresentam desvantagens quando se considera a dinamica natural
das infecgbes, residuos de tratamento com antibiético e alta concentracdo de
leucécitos que inibem o crescimento bacteriano in vitro (CREMONESI et al.,
2005).

Por isso, técnicas mais rapidas e sensiveis vém sendo desenvolvidas ao
longo dos ultimos anos. Dentre essas técnicas destacam-se 0s testes imunoen-
zimaticos como o teste de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) e o
teste de aglutinacdo em latex e mais recentemente as técnicas moleculares
(CREMONESI et al., 2005; LONCAREVIC et al., 2005).

Os testes de imunoensaios sdo 0s mais utilizados para detectar a
presenca das enterotoxinas em um alimento. Porém, o fato desses testes
detectarem apenas as enterotoxinas classicas, tem levado ao uso crescente
das técnicas moleculares, as quais permitem amplificar genes em estirpes
potencialmente enterotoxigénicas (JORGENSEN et al., 2005; NORMANNO et
al., 2005; MORANDI et al., 2007; CHIANG et al., 2008).

Assim, as técnicas moleculares, como a técnica de PCR, fundamentadas
na deteccdo do acido nucleico tem sido bastante Util para a identificacdo de
genes de enterotoxinas estafilocécicas (EES).

Métodos de PCR baseiam-se na amplificagcdo e deteccdo de uma
sequéncia de acidos nucleicos especifica para o patdogeno de interesse ou
mesmo para um género bacteriano especifico (GLYNN et al., 2006).

O desenvolvimento da PCR na década de 1980 possibilitou a sintese de
fragmentos de DNA pelo uso da enzima DNA-polimerase. Esta enzima sintetiza
uma sequéncia complementar de DNA, a partir de um pequeno fragmento,

denominado primer ligado ao DNA no ponto escolhido para o inicio da sintese.
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O resultado final € a amplificacdo de uma deteminada sequéncia de DNA com
bilhdes de copias (NOVAIS; ALVES, 2004).

O uso do DNA como molécula-alvo para testes moleculares se deve ao
fato de se tratar de molécula estavel, aléem de ser isolada de forma relativa-
mente simples de uma variedade de amostras biolégicas. J& a molécula de
RNA, embora seja uma alternativa para testes envolvendo &cidos nucleicos,
trata-se de molécula facilmente degradada, particularmente quando o microrga-
nismo esta morto, o que faz com que a manipulacdo com este alvo seja mais
dificil comparado com a molécula de DNA (GLYNN et al., 2006).

O teste de PCR vem sendo descrito em numerosos trabalhos para a
identificacdo de genes de alguns patdgenos e das enterotoxinas estafilocécicas
em amostras de alimentos (AIKENEDEN et al., 2001; ROSEC; GIGAUD, 2002
BOEREMA et al., 2007; PELES et al., 2007; RALL et al., 2008; BENDAHOU et
al., 2009; PEREIRA et al., 2009; ERTAS et al., 2010; RALL et al., 2010). E um
teste rapido, que pode ser realizado em horas, com alta sensibilidade e
acuracia. Permite detectar ndo apenas 0S microrganismos viaveis, mas
também aqueles que se encontram injuriados ou mortos apds tratamento
térmico durante o processamento do alimento. Porém, trata-se de um teste que
permite demonstrar a presenca de um ou mais genes para as EEs e ndo a sua
expressao (CREMONESI et al., 2005; BOEREMA et al., 2006).

Para a deteccdo de genes para as enterotoxinas estafilococicas, um
grande numero de PCR multiplex vem sendo. Porém, em muitos desses
estudos reac0Oes distintas tém sido utilizadas para identificar fragmentos desses
genes desenvolvidos (ROSEC; GIGAUD, 2002; CREMONESI et al.,, 2005;
ARCURI et al., 2006; ERTAS et al., 2010).

2.10 Hidrofobicidade: fator que influencia a adesé&o e formacdo de

biofilmes

A formacdo de biofilmes, em decorréncia da adesao microbiana em
equipamentos envolvidos com a producdo de alimentos, € uma grande
preocupacao para as industrias de alimentos e coloca em risco a qualidade do
produto (OLIVEIRA et al., 2007; OULAHAL et al., 2008).
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Os biofilmes representam uma camada multicelular de bactérias aderi-
das a uma superficie por uma matriz extracelular formada principalmente de
polissacarideos. Sua formacao inclui muitos passos, mas um pré-requisito € a
adesao das células microbianas a superficie. As caracteristicas fisico-quimicas
da superficie da célula bacteriana contribuem no processo de adesdo. Esses
fatores incluem a hidrofobicidade, presenca de polimeros extracelulares e carga
superficial bacteriana (AZEVEDO; OLIVEIRA, 2000; OULAHAL et al., 2008).

Além disso, outros mecanismos parecem estar envolvidos com a adesao
e formacéo de biofilmes por Staphylococcus, por exemplo, a presenca de um
operon denominado ica e que representa o gene ica ADBC. Porém, apenas o
fator genético ndo pode ser avaliado isoladamente, deve-se considerar também
os fatores fisico-quimicos, as caracteristicas do meio onde a bactéria se
encontra, como pH, temperatura e presenca de matéria organica, a fase de
crescimento do microrganismo, o tempo de exposicao e a concentracdo de mi-
crorganismos (POMPERMAYER; GAYLARDE, 2000; CHAVES, 2004; HERRERA
et al., 2007; RODE et al., 2007). Dentre todos esses fatores, a hidrofobicidade
da superficie bacteriana € a andlise fisico-quimica mais facil de realizar e
permite avaliar o grau de interag&o entre superficie e meio aquoso.

Segundo van Oss e Giese (1995), a hidrofobicidade € expressa como
energia hidrofébica de atracéo e estabelece o grau de interacdo entre as mole-
culas de um material imerso em agua. A hidrofobicidade é definida em termos
de energia livre de interacdo entre as moléculas das superficies imersas em

agua (AGsas "

). Quando a energia livre global de interacdo entre as moléculas
imersas em agua é atrativa, ou seja, o valor de AGsss'©' é negativo, significa
que as moléculas do solido tém maior afinidade entre si do que pela agua.
Assim, uma superficie hidrofébica apresenta valores de AGgas' ' negativos.
Quando a energia livre global de interagdo entre as moléculas de um solido
imerso em &gua é suficientemente repulsiva, ou seja, o valor de AGgas'©' é
positivo, a superficie € considerada hidrofilica.

Uma superficie que ndo possui grupos polares ou idnicos ou locais de
ligacdo de hidrogénio, e ndo tem afinidade pela agua é considerada hidrofo-
bica. Para que uma adeséo entre duas superficies ocorra em meio aquoso, €

preciso que o filme de agua que as separa seja removido e a hidrofobicidade
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contribui para essa remocao. A hidrofobicidade € considerada de forma qualita-
tiva, significando que a superficie ndo pode ser molhada pela agua.

van Oss e Giese (1995) definiram um critério quantitativo que permite
avaliar a hidrofobicidade de minerais, a partir da energia de coesao entre as
moléculas da superficie imersa em agua. Dentre os varios métodos usados
para determinar a hidrofobicidade, incluem-se a adesao microbiana a hidrocar-
bonetos, a cromatografia de interacdo hidrofobica, a adesdo a superficies
hidrofobicas, agregacéo por adicdo de sais, particdo hidrofébica num sistema
aguoso bifasico e a medida do angulo de contato. No entanto, o Unico método
gue permite determinar um valor quantitativo da hidrofobicidade é a medida do
angulo de contato, pois os demais fornecem apenas um valor relativo para

comparacao entre microrganismos ou superficies (CHAVES, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia do Leite da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa)-Gado de Leite, Juiz
de Fora-MG e no Laboratorio de Higiene e Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vicosa,
Vigcosa-MG.

3.1 Origem dos isolados

Foi utilizado neste um total de 96 isolados de S. aureus de leite cru
refrigerado e 168 Staphylococcus spp. de leite de vacas com mastite, sendo
104 S. aureus, 47 Staphylococcus coagulase negativa (SCN) e 17
Staphylococcus coagulase positiva (SCP), pertencentes ao Banco de Culturas
do Laboratorio de Micro-biologia do Leite da Embrapa Gado de Leite. Os
isolados bacterianos foram obtidos de diferentes rebanhos, localizados nos
Estados de Minas Gerais e do Rio de Janeiro. A selecéo das estirpes, oriundas
de leite de vacas com mastite, foi realizada de forma a contemplar entre dois e
20 isolados por rebanho, perfazendo um total de 46 propriedades. Ja as
estirpes de leite cru refrigerado foram isoladas de leite armazenado em tanques
refrigerados individuais selecionando-se entre duas e nove estirpes por tanque,

totalizando 22 propriedades.
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3.2 Caracterizagao fenotipica dos isolados

A caracterizagdo em Staphylococcus spp. ocorreu conforme suas
caracteristicas morfolégicas e bioguimicas (ROBERSON et al., 1998; MARSHALL,
1992). Foram classificados como S. aureus 0s microrganismos que se apresen-
taram na forma de cocos, reacao positiva na coloragdo de Gram, producao de
catalase, acetoina e producdo de coagulase em plasma de coelho. Estirpes
com essas mesmas caracteristicas, porém negativas para a producdo de
acetoina, foram caracterizadas como Staphylococcus coagulase positiva e
aquelas que ndo apresentaram producdo de coagulase e nem de acetoina

classificadas como Staphylococcus coagulase negativa.

3.3 Recuperacéo das culturas bacterianas do estoque

As amostras bacterianas da colecdo de culturas do Laboratério de
Microbiologia do Leite eram mantidas em frascos pequenos, contendo 1,0 mL
de meio a base de leite desnatado, com 10% de glicerol (BRASIL, 2000). As
culturas-estoque estavam estocadas entre -20 e -80°C, e identificadas de
acordo com a ordem de entrada no laboratdrio. A recuperacdo das estirpes
selecionadas para todas as analises foi realizada em tubos com 3,0 mL de
caldo infusdo de cérebro e coragdo (caldo BHI) (DIFCO), com incubacéo por 24
horas, a 35 °C. Ap0Os essa recuperacdo, as bactérias foram isoladas em agar
infusdo de cérebro e coracao (agar BHI) (DIFCO), pela técnica de semeadura
em estrias por esgotamento, de modo a garantir a obtencéo de colénias puras.
Sempre que necessario as bactérias eram reinoculadas e reincubadas as

mesmas condi¢Oes descritas acima.

3.4 Caracterizacdo morfolégica em Agar Baird Parker e avaliacdo da

producdo de hemolisina em agar sangue

Uma caracterizagdo quanto ao aspecto das colbnias em um meio
seletivo e diferencial e quanto a producao de hemolisinas nédo havia ainda sido
realizada, por isso, neste trabalho foi proposta a sua realizacéo. Para isso, as
bactérias recuperadas do estoque (n= 237) foram reisoladas em meio de
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cultura seletivo e diferencial para Staphylococcus — Agar Baird Parker (BP)
(DIFCO), para analise morfolégica das colbénias e, simultaneamente, em agar
sangue para avaliar a possivel producédo de hemolisinas.

Na analise morfolégica em BP observaram-se as caracteristicas das
colonias quanto ao seu tamanho, sua coloracdo, seu brilho e suas atividades
lipolitica e proteolitica. Para avaliar a producdo de hemolisinas, considerou-se a
producdo de B-hemolisina e de a-hemolisina, onde se observou, respectiva-
mente, uma halo clara completa e um halo claro parcial ao redor das colbnias

isoladas em agar sangue.

3.5 Anélise bioquimica pelo sistema ID 32 Staph ( bioMerieux®)

Utilizando-se o sistema ID 32 Staph (bioMerieux, Francga), avaliaram-se
32 isolados de Staphylococcus, sendo 22 S. aureus, seis SCN e quatro SCP.
As analises foram conduzidas de acordo com as instru¢des do fabricante. As
leituras das provas bioquimicas das galerias ID 32 Staph (bioMerieux)foram
reveladas apos 24 horas de incubacdo, a 35 °C. Este método € um sistema
padronizado para a identificacdo dos géneros Micrococcus, Staphylococcus e
géneros relacionados. Compreende 26 testes bioquimicos miniaturizados e
uma base de dados especifica. Suas interpretacdes séo realizadas pelo software

em sistema automatizado.

3.6 Analises moleculares

3.6.1 Genes pesquisados

As analises moleculares incluiram a avaliacdo da presenca de genes
para as seguintes exotoxinas: enterotoxina A (EEA), enterotoxina B (EEB),
enterotoxina C (EEC), enterotoxina D (EED), enterotoxina E (EEE), enteroto-
xina G (EEG), enterotoxina H (EEH), enterotoxina | (EEI), enterotoxina J (EELJ),
enterotoxina L (EELL) e para a toxina da sindrome do choque toxico (TSST-1),
além de avaliar a presenca para femA, de maneira a confirmar os isolados

caracterizados bioquimicamente como S. aureus.
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3.6.2 Extracéo e quantificacdo do DNA molecular

ApOs a recuperacdo dos isolados, foi realizada a extracdo do DNA
extraido, pela técnica descrita por Rosec; Gigaud (2002), com modificacdes.
Essa técnica consiste na extragdo do DNA a partir de culturas bacterianas,
inoculadas em 3,0 mL de caldo BHI e incubagéo a a 35 °C por 24 horas. Apos
crescimento, 1,0 mL da cultura é centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos. O
sobrenadante formado foi entdo descartado e o sedimento lavado com 500 pL
de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM), sendo a suspensao em seguida
homogeneizada no vortex. Uma nova centrifugacao foi feita nas mesmas condi-
¢cOes e o sobrenadante descartado. O sedimento formado foi ressuspendido em
200 puL de TE agitando-o no vortex. A suspensdo formada acrescentou-se
15 pL de lysostafina (1 mg/mL), seguindo-se sua incubacéo a 37 °C. Apés 30
minutos de incubacdo, adicionou-se 10 pL de proteinase K (20 mg/mL) e
realizou-se uma nova incubacgéo a 60 °C por 20 minutos. Em seguida, proce-
deu-se o aquecimento do material a 100 °C por 10 minutos. Apds dois minutos
de centrifugagdo a 12.000 x g, o sobrenadante foi transferido para um tubo
identificado e estocado a -20 °C.

O DNA extraido e mantido armazenado a -20 °C foi quantificado em
espectrofotometro (GeneQuant Pro, Amersham Biosciences) e as concentra-

¢cOes ajustadas em 100 ng/pL para a realizacdo da técnica de PCR.

3.6.3 Amplificacao

As reag0Oes foram conduzidas como descrito por Arcuri et al. (2006): para
o gene femA, foram utilizados os primers descritos por Mehrotra et al. (2000);
para o gene sell, os primers descritos por Cremonesi et al. (2005), para os
demais genes (sea a sei) foram utilizados aqueles descritos por Rosec e
Giraud (2002) e para o tst-1 utilizaram-se os primers descritos por Schmitz et
al. (1998) (Tabela 2). Cada amplificacédo foi conduzida em um volume de 50 pl
contendo 1 x PCR buffer, 2 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 2,0 U de
enzima Ampliteq DNA polimerase, 40 pmol de cada primer para femA e seb,
20 pmol de cada primer para os demais genes (sea, sec, sed, see, seqg, seh,

sei, selj, sell e tst-1), 100 ng de DNA bacteriano e agua MilliQ para completar o
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Tabela 2 — Primers para deteccdo dos genes que codificam enterotoxinas
estafilococicas

Genes  Primers Sequéncias (5'— 3") Produtos (pb) Tm
sea ESA1  ACG ATC AAT TTT TAC AGC 544 46,9°C %
ESA2 TGCATGTTT TCA GAG TTAATC 52 °C
seb ESB1 GAATGATAT TAATTC GCATC 416 49,1°Cc™
ESB2 TCTTTG TCG TAA GAT AAACTTC 52,8 °C
sec ESC1  GAC ATA AAA GCT AGG AAT TT 057 49,1 oc™
ESC2 AAATCG GAT TAA CAT TAT CCA 50,1 °C
sed ESD1 TTACTAGTT TGG TAATAT CTC CTT 334 54,2 oc™
ESD2 CCACCATAACAATTAATGC 50,2 °C
see ESE1  ATA GAT AAA GTT AAA ACA AGC AA 170 50 oc™
ESE2 TAACTT ACCGTG GACCC 52,8 °C
se ESG1 ACG TCT CCA CCT GTT GAA GG 400 59,4 oc™
g ESG2 TGAGCCAGTGTCTTGCTTTG 57,3°C
seh ESH1  TCA CAT CAT ATG CGA AAG CAG 357 55,9 oc™*
ESH2 TAG CACCAATCACCCTTTCC 57,3°C
. ESI1 TGG AAC AGG ACA AGC TGA AA 55 3 oct
sei 467 S o
ESI2 TAA AGT GGC CCC TCC ATA CA 57,3°C
: ESJ1 CAGCGATAGCAAAAATGAAAC A 547 oc?
selj 426 Yo
ESJ2 TCT AGC GGAACAACAGTTCTGA 58,4 °C
sell SEL-F CAC CAG AAT CAC ACCGCTTA
SEL-R CTG TTT GAT GCT TGC CAT TG 59,7°C
240 ' o
tst1 TSST-1 AAGCCCTTTGTTGCTTGCGAC 60,2 °C
TSST-2 AGCAGGGCTATAATAAGGACTC
FEMA1l AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG 51.1°C "
femA 132 So
FEMA2 GAT AAA GAA GAAACC AGC AG 53,2°C

"I Rosec e Giraud (2002); [F Mehrotra et al. (2000); (¥ Cremonesi et al. (2005); * Schmitz et al.
(1998).

volume de 50 pl. A amplificacdo do DNA foi feita utilizando-se sete reacoes,
cada uma com dois pares de primers (seg e femA, seh e sei, seb e sell, sea e
sed, sec e see), com excecdo da selj e da toxina da sindrome do choque
toxico, que foram analisadas isoladamente.

Todas as amplificagcdes foram feitas em termociclador GeneAmp" PCR
System 9700 (Applied Biosystems), programado para um ciclo inicial a 94 °C
por 3 minutos, seguido de 35 ciclos (desnaturacao a 94 °C/30seg. - anelamento
a 57 °C/30 s - extensdo a 72 °C/30seg.), com o término da reacdo a 72 °C por

10 minutos.
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Como controles positivos para as reagfes de PCR foram utilizadas
estirpes-padrdo, com genotipo conhecido (Tabela 3), e como controle negativo

utilizou-se agua bidestilada.

Tabela 3 — Identificacdo das estirpes utilizadas como controle e seus respec-
tivos genaotipos

Controles Positivos Gendtipos conhecidos
S. aureus ATCC 19095 sec, seh, seg, sei e sell
S. aureus ATCC 23235 sed, seg, sei, selj
S. aureus ATCC 13565 sea
S. aureus ATCC 14458 seb
S. aureus ATCC 27664 see
S. aureus 95-4776B sea
S. aureus 91-2415D seb
S. aureus 92-2221 sed, selj
S. aureus 95-2806 seh
S. aureus ATCC 51651 tst-1

Os produtos resultantes da amplificacdo foram analisados por eletro-
forese em gel de agarose (1,8%), apOs coloracdo com brometo de etidio. Os
geis foram fotografados sob luz ultravioleta em fotodocumentador Eagle Eye

Stratagene Co. (Figura 2).

EAGLE EYE™ Il e

Figura 2 — Fotodocumentador Eagle Eye Stratagene Co. onde os geis foram
fotografados.
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3.7 Hidrofobicidade da superficie dos isolados

3.7.1 Selecéao das estirpes avaliadas

Dentre as 264 estirpes de Staphylococcus spp. avaliadas para a
presenca de genes de enterotoxinas (EE) e do tst-1, 30 foram analisadas
quanto a sua hidrofobicidade. Para isso, selecionaram-se estirpes com
auséncia ou presenca de genes para as exotoxinas. A escolha dos isolados
com presenca para genes de exotoxinas foi feita de maneira a abranger todas
as diferentes exotoxinas presentes, o que resultou na selecéo de 17 isolados
de leite de tanque refrigerado e 13 de leite de vacas com mastite. Além disso, 0

numero de rebanhos contemplados foi de 27.

3.7.2 Preparo das suspensoes

Para cada uma das 30 estirpes escolhidas, preparou-se suspensao de
células contendo 1,0 x 10’ Unidades Formadoras de Colénias (UFC)/mL, as
guais foram produzidas em duas repicagens consecutivas em caldo BHI
(Merck), com incubacéo a 32 °C por 24 horas. O nimero de microrganismos
nas suspensdes foi determinado pela técnica de espalhamento em superficie,
em Agar-padrao para contagem (PCA) (Merck), seguido de incubagé&o por
32 °C por 24 horas.

3.7.3 Medicéo do angulo de contato

A medicdo do angulo de contato entre a superficie bacteriana e trés
liquidos com diferentes polaridades (agua, formamida e a-bromonaftaleno) foi
realizada sobre uma camada de células vegetativas usando-se o aparelho
Goniébmtero (Kruss, Germany), conforme metodologia proposta por Busscher et
al. (1984).

Apés a ativacdo das estirpes selecionadas em caldo BHI de forma a
obter 1,0 x 10’ UFC/mL, 30 mL dessa suspensdo foram centrifugados a
12.000 g por 10 minutos, sendo em seguida lavada por trés vezes em tampéao
fosfato salino (PBS) 0,1 M. A massa celular foi ressuspendida no mesmo
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tampao, sendo depositada sobre um filtro de membrana de acetato celulose de
0,45 um de poro e 47 mm de didametro, usando-se uma bomba de vacuo para
filtracdo. Foram adicionados 30 mL de agua ultrapura no momento da filtracéo.
Para padronizar o conteudo de umidade, os filtros foram transferidos para
placas de Petri contendo 1% de &gar (p/v) e 10% de glicerol (v/v). As Mem-
branas foram cortadas em trés partes sendo cada usada para medi¢do do

angulo de contato com cada liquido diferente.

3.7.4 Andlises dos resultados

Os componentes da tensado interfacial da superficie bacteriana nas

condi¢cbes avaliadas foram determinados pela seguinte equacao (Equacao 1):

(L+cosO)y, = 26y ™ +\yiyT Vi) Equagdo 1

Para determinar as trés componentes da tenséo interfacial da superficie
bacteriana foi necessario determinar o angulo de contato (8), formado entre a
superficie bacteriana, e cada um dos trés liquidos de polaridades diferentes
(Figura 3).

TLv
6

& ’YSL

Fonte: van Loosdrecht et al. (1987).

Figura 3 — Angulo de contato (8) entre uma gota liquida e uma superficie plana
e horizontal. As tensdes interfaciais da superficie do solido (ys), do

liquido em equilibrio com o vapor (y,, ) e superficie/liquido ()d ).

Com os valores contidos na Tabela 4 aplicando-se a equacao 1 para cada
um dos liquidos usados chega-se ao seguinte sistema de equacgodes:

a) yo" =111(1+ cosé,)? Equacdo 2
b) 5049,/ +5,049,/y; =36,4(1+ cos6,) ~15,55(1+ cos6,) Equagdo 3

c) 6,293,/ s +l510\/7; = 29(1+ cos6. ) — 20,806(1 + coséb,) Equacéo 4
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Tabela 4 — Componentes da tens&o de interfacial de liquidos a 25 °C

Tenséo Interfacial (mJ/m 2)

Liquido e o " "
a-Bromonaftaleno 44,4 44,4 0,0 0,0
Agua 72,8 21,8 25,5 25,5
Formamida 58,0 39,0 2,28 39,6

Pela resolucado destas trés ultimas equacdes (2, 3 e 4), obtém-se as trés
componentes da tenséo interfacial da superficie, ys ™, vs* e ys, que permitem

calcular a tensdo interfacial global de uma superficie, ys'° "

TOT

LW AB -
ys = ys + ys Equacao 5

AB __ + =
Y = 2x/Vx Y Equacdo 6

OT entre as moléculas da

A energia livre global de interacdo AGsys'
superficie bacteriana imersa em agua (w) é calculada pelo somatério das
componentes apolar e polar da energia livre de interacdo, AGgus"" e AGsws >

respectivamente.
AGaws = AGaws' + AGhus Equacao 7
AG;}CZ=—2X(\/F—W)Z Equagio 8
AGaus = —4x [W x v;)+ (\W x vJv)+ W x vJv)+ (\W x YQ)J Equacdo 9

Os valores dos componentes da tensdo interfacial da agua (yu"", yu © €
Yw ) encontram-se na Tabela 4.

Quando 0 AGsws'°" foi negativo a superficie da bactéria foi considerada
hidrofébica (AGsws ©' < 0). Ao contrario, quando 0 AGews' O foi positivo a

superficie foi considerada hidrofilica (AGgws' ©' 0).
3.8 Analises estatisticas
Os dados foram analisados de forma descritiva utilizando-se o sistema

de analises estatisticas para Windows SAS (SAS, 2001). As variaveis avaliadas
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foram as caracteristicas morfolégicas das colénias em agar BP, producédo de
hemolisinas em agar sangue, identificacdo bacteriana pelo sistema ID32 Staph
(bioMerieux"), presenca de genes para as exotoxinas e hidrofobicidade dos

isolados. As taxas foram calculadas pelo procedimento FREQ do SAS.

34



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela andlise de deteccdo do gene femA verificou-se que o niumero de
S. aureus, SCN e SCP isolados de leite de vacas com mastite foi de 125, 33 e
10, respectivamente. Isto porque os resultados indicaram que 14 SCN e sete
SCP isolados de leite de vacas com mastite eram S. aureus pela presenca do
gene femA, que é especifico para essa espécie. Na Figura 4, observa-se a
presenca de banda especifica para o gene femA em alguns isolados de
S. aureus. A presenca do gene é reconhecida pelo nimero de pares de bases

(pb) que compdem o gene. Dessa forma, observamos a presenca de 125 pb

gue é caracteristico para o femA.
1 2 3 45 M 6 7 8 9 10

125 pb

Figura 4 — Deteccéo do gene femA em Staphylococcus spp.1a4 e7a 10 =
isolados femA positivos; 5 e 6: controle positivo (S. aureus ATCC
19095); e M marcador de peso molecular 100 pb.
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4.1 Caracteristicas morfolégicas das colénias em ag ar Baird-Parker e

producdo de hemolisinas em 4gar sangue

As colbnias tipicas de S. aureus apresentam-se pretas, brilhantes, com
didmetros inferiores a 1,5 mm, delimitadas e com dois halos ao seu redor.
Essas caracteristicas se devem a capacidade do microrganismo em reduzir
telurito de potassio em telureto de potassio e produzir enzimas lipoliticas e
proteoliticas. Considerando esses aspectos associado ao fato de que o agar
BP possui fatores seletivos para essa espécie bacteriana, além de conter os
agentes diferenciais telurito de potassio e gema de ovo, a enumeracéo de S.
aureus isolados de leite, usando esse meio de cultura, é considerada uma
metodologia padrao (BAIRD-PARKER, 1962).

No presente trabalho, o nUmero de estirpes que apresentou as

caracteristicas acima descritas esta demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5 — Caracteristicas morfologicas apresentadas por diferentes estirpes
de Staphylococcus spp. em agar Baird-Parker

Caracteristicas coloniais

Cor Tamanho Brilho Presenca de

Dois Halos

Preta Cinza Verde <1,5mm >15mm Sim N&o Sim Nao

Numero de 169 60 8 205 32 233 04 39 198
estirpes

Dentre os 237 isolados estudados (95 S. aureus de LCR e 108 S. aureus,
24 SCN e 10 SCP de leite de vacas com mastite), quanto as caracteristicas
morfologicas, observou-se que 205 (86,5%) apresentaram colbnias com
medidas tipicas de S. aureus (< 1,5 mm). Desses, dez isolados (4,9%) eram
SCP e 14 (6,8%) SCN. Em relacdo ao aspecto brilhante, 98,3% (233/237)
apresentaram brilho tipico, incluindo-se oito (3,3%) SCP e 22 (9,3%) SCN.

A presenca de halos em BP indicadores da producéo de lecitinase e
atividade proteolitica ocorreu em apenas 16,4% (39/237) dos isolados. Embora
seja considerada tipica das colbnias de S. aureus, essa caracteristica foi
verificada para um isolado (0,42%) de SCN. A coloracédo preta das colonias

deve-se a reducdo do telurito de potdssio em telureto de potassio. Essa
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capacidade foi observada em 71,3% (169/237) dos isolados, sendo 96,4%
(163/169) S. aureus, 4,7% (8/169) SCP e 4,7% (8/169) SCN. Os resultados
referentes as caracteristicas das colonias em agar BP demonstraram que
embora bioquimicamente caracterizados como S. aureus (coloracao de Gram,
producdo de catalase, acetoina e coagulase, e confirmados pela presenca do
gene femA), 165 isolados (81,3%) apresentaram pelo menos uma caracteris-
tica ndo tipica, enquanto 18,7% (38/203) formaram colbnias tipicas. Resultados
semelhantes foram relatados por Santana et al. (2006), os quais verificaram
que 24,4% das estirpes de Staphylococcus isoladas de leite, aléem das
caracteristicas morfolégicas tipicas em agar BP apresentadas, produziram
também a enzima coagulase. Por outro lado, Silva et al. (2000), Gomano et al.
(2009) e Vigosa et al. (2010) observaram que S. aureus isolados de leite
formaram colbnias tipicas em 41, 53,8 e 59,3% dos casos, respectivamente.
Nenhum isolado de SCP apresentou formacgédo de colbnias tipicas em agar BP.
Este fato poderia ser em decorréncia do alimento de origem, uma vez que
Capita et al. (2001) verificaram uma maior correlacdo para SCP em vegetais e
carne de frango.

Considerando-se que todos os isolados haviam sido submetidos a
provas bioquimicas prévias e que dentre essas provas incluiu-se o teste de
producdo de coagulase, uma correlacdo entre morfologia tipica em agar BP e
producdo de coagulase foi realizada. Entre as 213 estirpes de Staphylococcus
produtoras de coagulase, observou-se que 38 (17,8%) eram tipicas em BP e
175 (82,1%) atipicas. Ja para Staphylococcus ndo produtores de coagulase,
apenas uma (4,1%) das 24 estirpes testadas apresentou caracteristicas tipicas
em agar BP.

Dentre as 38 estirpes coagulase positivas tipicas em BP, 25 (65,8%)
eram S. aureus isolados de leite de tanque e 13 (34,2 %) isolados de leite de
vacas com mastite, ndo sendo observada caracteristica tipica para nenhum
isolado SCP. Uma vez que a producdo de coagulase € oficialmente
considerada como parametro de seguranca microbiolégico de Staphylococcus
em alimentos, o fato de apenas 17,8% das estirpes produtoras de coagulase
apresentarem-se tipicas em agar BP sugere a necessidade de considerar
coloénias atipicas como estirpes potencialmente associadas a surtos de
intoxicacdo alimentar. Isso porque existe correlacdo entre a capacidade do
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microrganismo de produzir coagulase e sintetizar enterotoxina. Além disso, a
baixa porcentagem de isolados tipicos em BP implica no fato de que essa
caracteristica ndo € um indicador confiavel para a identificacdo de estirpes de
S. aureus isolados de leite.

Quanto a producdo de hemolisinas, 64,5% (153/237) dos isolados
produziram hemdlise em agar sangue. Destes, trés eram Staphylococcus
coagulase negativa (2,0%) e quatro Staphylococcus coagulase positiva (2,6%).
Os demais (n =146) foram produzidos por S. aureus (95,4%), sendo 78
(53,4%) isolados de leite de vacas com mastite e 68 (46,5%) de leite de tanque
refrigerado. Embora S. aureus seja caracterizado como microrganismo predo-
minantemente hemolitico e que segundo Boerlin et al. (2003), a producdo de
coagulase e hemolise represente um o6timo critério para a identificacdo de
S. aureus, nem todos os isolados identificados molecularmente pela presenca
de gene femA como S. aureus produziram hemolisina. Dentre as 203 estirpes
de S. aureus avaliadas, 146 (71,9%) foram hemoliticas em agar sangue. A alta
porcentagem de Staphylococcus hemolitico encontrado nesse trabalho asse-
melha-se a de outros estudos. Morandi et al. (2010) detectaram producéo de
hemolise em todos Staphylococcus isolados de leite, e observaram a producao
de B-hemdlise em 54% das amostras, a-hemdlise em 40% e a/B-hemdlise em
6% do isolados. Pereira et al. (2009) encontraram producédo de hemolise em
89% dos isolados de alimentos diversos, sendo observado resultados seme-
Ihantes por El Jakee et al. (2008). Por outro lado, Salasia et al. (2004) encon-
traram baixa porcentagem (28,5%) de S. aureus hemoliticos em isolados de

mastite bovina.

4.2 Andlise bioquimica pelo sistema ID 32 Staph ( bioMerieux")

Dentre as 32 estirpes avaliadas por meio do sistema ID 32 Staph
(bioMerieux”) ndo foi possivel identificar corretamente 15,6% (5/32) das amos-
tras (Tabela 6). Desses, dois foram confirmados por meio da detecgao do gene
femA como S. aureus, sendo classificado pelo sistema ID 32 Staph
(bioMerieux”) um como Staphylococcus crapae e o outro como Staphylococcus
chromogenes. Além disso, em outros dois isolados classificados como

S. aureus pelo sistema, ndo se observou a presencga do gene femA para
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Tabela 6 — Identificacdo dos isolados utilizando-se o sistema ID 32 Staph

(bioMerieux”)
Amostras femA SiSt(f)riT(])alt/IHeDriii ngph Probabilidade (%)
S. aureus (4712) + S. aureus 99,8
S. aureus (4752) + S. aureus 97,6
S. aureus (4927) + S. aureus 99,1
S. aureus (5229) + S. aureus 99,8
S. aureus (5278) + S. aureus 98,6
S. aureus (5279) + S. aureus 99,8
S. aureus (7730) + S. chromogenes 97,7
S. aureus (7734) + S. aureus 99,9
S. aureus (7736) + S. aureus 99,9
S. aureus (7914) + S. aureus 99,8
S. aureus (2014) + S. aureus 99,9
S. aureus (2242) + S. aureus 99,9
S. aureus (2332) + S. aureus 99,8
S. aureus (3006) + S. aureus 99,8
S. aureus (3007) + S. aureus 99,8
S. aureus (5481) + S. crapae 99,5
S. aureus (5482) + S. aureus 81,7
S. aureus (5560) + S. aureus -
S. aureus (5561) + S. aureus 99,5
S. aureus (5595) + S. aureus 99,5
S. aureus (5607) + S. aureus 99,5
S. aureus (4195) + S. aureus 99,7
SCN (2482) - S. chromogenes 36,2
SCN (2666) - S. chromogenes 99,3
SCN (2718) - S. chromogenes 99,1
SCN (2720) - S. chromogenes -
SCN (4478) - S. chromogenes 95,3
SCN (5471) - S. intermedius 99,7
SCP (5157) - S. hyicus 87,9
SCP (5590) - S. aureus -
SCP (5933) - S. aureus 98,7
SCP (6883) - S. chromogeness 95,6
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nenhum deles. Em outro isolado, obteve-se identificacéo diferente da obtida em
provas bioquimicas tradicionais. Nessas, 0 microrganismo foi produtor da
enzima coagulase, enquanto para o sistema o0 mesmo microrganismo foi
identificado como S. chromogenes, espécie nao produtora de coagulase.

Embora nem todos os isolados tenham obtido a mesma identificacao
recebida pelos métodos tradicionais e moleculares, verificou-se alta probabili-
dade de identificacdo (> 80%) para a maioria das amostras (87,5%), baixa
probabilidade (< 80%) para uma amostra (3,1%), ndo sendo observado o
calculo de probabilidade para trés amostras (9,4%). Tem se notado em alguns
estudos, uma alta correlacdo entre provas bioquimicas tradicionais e sistemas
rapidos tipo ID 32 Staph e API para a identificacdo de S. aureus, Staphylococcus
saprophyticus, S. chromogenes, S. caprae, S. epidermidis e S. xylosus
(MATTHEWS et al., 1990; SAMPIMON et al., 2009). No entanto, o fato de ndo
ter sido realizada, no presente trabalho, uma identificacdo para espécie em
SCN e SCP, por meio de provas bioquimicas tradicionais e, ou, moleculares,
sugere-se que a eficiéncia do sistema ID 32 Staph possa ser menor. Dessa
forma, alguns autores, tém sugerido o uso de técnicas moleculares para confir-
macao de resultados obtidos por meio de sistemas rapidos, principalmente
guando o resultado apresenta baixa probabilidade de identificacdo (RENNEBERG
et al., 1995; WIESER; BUSSE, 2000).

Quanto ao fato de duas amostras coagulase negativas apresentarem o
gene femA isto também ja foi verificado por Veras et al. (2008) e pode ser
justificado pelo teste de coagulase, embora especifico e sensivel, estar sujeito

a variacdes das amostras ou nao expressao génica.

4.3 Deteccédo de gene para a toxina da sindrome do ¢ hoque toxico ( tst-1)

O primeiro relato da producao da TSST-1 produzida por Staphylococcus
de origem animal foi feito por Jones e Wieneke (1986). Outros estudos mais
recentes, realizados com S. aureus, isolados de casos clinicos e subclinicos de
mastite bovina, demonstraram que entre 20% e 77% dos isolados produziram a
toxina (KENNY et al., 1993; MATSUNAGA et al., 1993; ICHIKAWA et al., 1996;
TAKEUCHI et al., 1998, WANG et al., 2009).
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Embora a presenca do gene ndo indique obrigatoriamente a producao
da toxina e consequentemente sua presenca no leite, este fato indica a possibi-
lidade da estirpe avaliada produzir a toxina. No presente trabalho foi avaliada a
presenca de tst-1. Constatou-se, a presenca desse gene isoladamente (6/7)
(Figura 5), ou em associacdo com um gene da enterotoxina (sei-tst-1) (1/7).
Dentre as estirpes avaliadas, o gene foi detectado respectivamente, em 0 e

2,27% (6/264) dos isolados de mastite e de leite cru refrigerado.

Figura 5 — Algumas estirpes de S. aureus portadoras do gene para a TSST-1
(tst-1).

Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores. Peles et al.
(2007) nédo constataram tst-1 em nenhum isolado de mastite e Sidhu et al. (2006)
constataram tst-1 em 0,01% dos isolados avaliados. Por outro lado, resultados
diferentes foram obsernados por Stephan et al. (2000), os quais verificaram que 64,7%
dos S. aureus isolados de mastite produziam TSST-1, por Takeuchi et al. (1998), os
guais quantificaram TSST-1 em 75,4% das amos-tras de S. aureus isoladas de leite
cru refrigerado e por Zschock et al. (2000), Salasia et al. (2004) e Srinivasan et al.
(2006), que embora tenham encontrado resultados semelhantes entre si (20,2, 31,4 e
25,6%, respectivamente) também difere dos encontrados nesse estudo.

Embora o gene tst-1 ndo esteja envolvido em casos de intoxicagbes
alimentares, o monitoramento de estirpes bacterianas potencialmente produ-
toras torna-se importante como forma de realizar um levantamento
epidemioldgico e o controle dos rebanhos brasileiros, uma vez que esse gene

esta associado com elementos genéticos méveis, o que implica uma possivel
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transferéncia horizontal desse gene para outras bactérias (CHIANG et al.,
2008). Alem disso, alguns autores constataram uma associacao de tst-1com os
genes que codificam as enterotoxinas (HO et al., 1989; KENNY et al., 1993;
ZSCHOCK et al., 2000; SALASIA et al., 2004).

Stephan et al. (2000) e Zschock et al. (2000) ao estudarem essa
associacao, verificaram a presenca simultanea do tst-1 e sec. No entanto, essa
associacdo nao foi encontrada nem por Karahan et al. (2009) e nem no
presente trabalho, no qual a presenca de sec foi detectada apenas em um
isolado, sendo o0 mesmo ausente para tst-1.

A associacdo do gene tst-1, com a presenca de genes para as
enterotoxinas estafilococicas, indica na possibilidade desse gene estar ligado a
patogénese da mastite, bem como com o aumento da patogenicidade dos
isolados bacterianos (MATSUNAGA et al., 1993; TAKEUCHI et al., 1996;
CARDOSO et al., 2000; ZSCHOCK et al., 2005; SIDHU et al., 2006; KARAHAN
et al., 2009).

4.4 Deteccédo de genes para as enterotoxinas estafil  ococicas

Dentre os 264 isolados de Staphylococcus spp., 60 (22,7%) apresenta-
ram um ou dois genes para as enterotoxinas estafilocdcicas. Genes para as
enterotoxinas classicas em combina¢do com outras enterotoxinas (33,3%) ou
isoladamente (66,7%) foram detectados em trés isolados (1,1%), sendo dois
S. aureus isolados de leite cru refrigerado (seb e sec) e um isolado de leite de
vacas com mastite (seb). Os demais genes encontrados foram aqueles
associados a codificacdo das novas enterotoxinas (seg-sell), sendo 23 isolados
de leite de vacas com mastite e 35 de leite de tanques (Tabela 7).

A andlise de deteccdo dos genes que codificam as enterotoxinas,
demonstrou predominancia daqueles associados as novas enterotoxinas
(95%). Essa predominancia também foi observada por outros autores em
isolados de leite e derivados (ROSEC; GIGAUD, 2002; LONCAREVIC et al.,
2005; BOEREMA et al., 2006; HUNEIDI et al., 2006; RALL et al., 2008;
ZOUHAROVA; RYSANEK, 2008).
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Tabela 7 — Distribuicdo dos genes para as enterotoxinas estafilococicas dentre
os isolados de Staphylococcus spp.

Origem e NUmero (%) de Isolados

Genes S.aureus de  S.aureus de

nM:atlitzeS n"gg; nS=C 53 nS=C 1PO nT=Ot2a2|4
sea - - - -
seb 1(0,8) 1(1,0) - - 2(0,7)
sec - 1(1,0) - - 1(0,4)
sed - -
see
seg 9(7,2) 16 (14,5) 4(12,1) - 29 (10,2)
seh 2(1,6) 19 (19,8) 1(3,0) - 22 (8,3)
sei 5 (4,0) 13 (13,5) 3(9,0) - 21 (7,9)
sel] 2(1,6) 1(1,0) - 1(10,0) 4(1,5)
sell 3(2,4) - - - 3(,1)

! eite cru refrigerado.

Gonano et al. (2009) também verificaram em isolados de animais
predominéncia de genes para as novas enterotoxinas, ndo sendo observado
sea e nem see. No entanto, em outros trabalhos é relatada a presenca de
genes para as enterotoxinas classicas em maior frequéncia (SIDHU et al.,
2006; BOYNUKARA et al., 2008; VERAS et al., 2008; BENDAHOU et al., 2009;
PROIETTI et al., 2010).

O fato de EEA e EED estarem mais associadas em casos de intoxica-
cOes alimentares (OMOE et al., 2002; CHAPAVAL et al., 2006), e nos resulta-
dos do presente estudo ndo serem encontrados nenhum gene para essas
toxinas, ndo exclui a possibilidade de intoxicacdes por estirpes carreadoras de
outros genes. Isso pode ser afirmado, uma vez que em alguns estudos tém
sido verificado o envolvimento de isolados que expressam seg, sei e selj em
surtos alimentares (McLAUCHLIN et al., 2000; GONANO et al., 2009).

Quatorze diferentes gendtipos para 0s genes das enterotoxinas foram
encontrados (Tabela 8). Para os isolados de leite de vacas com mastite obser-
varam-se oito genotipos diferentes seg, seh, sei, selj, sell, seb-seh, seg-sei,
seg-sel, enquanto para os isolados de leite refrigerado verificou-se a presenca
de nove genoétipos seb, sec, seg, seg-sei, seg-seh, seh, sei, selj e sei-tst-1.
Observou-se prevaléncia de seh, seguido do seg-sei.
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Tabela 8 — Perfis dos gendétipos observados para S. aureus, SCN e SCP
isolados de leite de vacas com mastite e de S. aureus isolados de
leite cru refrigerado (LCR)

Namero dos Isolados

Gendtipos
P (fe Mastit delﬂrcegs SCN ScP Total
Total dos isolados 125 96 33 10 264
Isolados positivos 17 37 5 1 60
seb - 1
sec - 1
seg 5 2 -
seh 1 14 - 16
sei 2 3 - - 5
selj 2 1 - 1
sell 2 -
sei-tst-1 - 1
seg-sei 3 9 3 - 15
seg-seh - 5
seb-seh 1 -
seg-sell 1 -

De acordo com o exposto na Tabela 8, pode-se verificar que
combinac¢des de genes foram encontradas para 23 (38,3%) das estirpes toxigé-
nicas, sendo que a combinacdo seg-sei (65,2%) foi predominante sobre as
demais associa¢les [seg-seh (21,7%), sei-tst-1 (4,3%), seb-seh (4,3%) e seg-
sell (4,3%)].

Combinacdes de genes foram encontrados por Huneidi et al. (2006), que
observaram um total de 39% de amostras de S. aureus com um ou mais genes
associados as novas enterotoxinas (seg, seh e sei), nenhuma amostra
apresentou selj, todos os isolados que continham sei apresentavam também
seg e em dois dos isolados que continham seh foram também positivos para
seg e sei. Estes autores constataram predominancia de seg (37%), seguido de
sei (24%) e seh (4%).

Coexisténcia para seg-sei foi verificada por Zhang et al. (1998), Rosec e
Gigaud (2002), Omoe et al. (2005) e Fernandez et al. (2006). Enquanto
diferentes combinacdes desses genes foram verificadas por Loncarevic et al.
(2005), Katsuda et al. (2005), Freitas et al. (2008) e Zouharova e Rysanek

(2008) e nenhuma correlagao observada por Jorgensen et al. (2005).
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A associacdo de seg-sei observada no presente trabalho e em outros
estudos, pode ser atribuida a sua localizacdo dentro do cluster egc na ilha de
patogenicidade Tipo Il vSap. Enquanto a ocorréncia de seg e sei isoladamente,
pode ser explicada pela existéncia de variagcdes no cluster egc, pela combina-
cdo de elementos moveis genéticos codificadores de genes para as enteroto-
xinas, como, por exemplo, plasmideos e ilhas de patogenicidade presentes na
mesma amostra (BLAIOTTA et al., 2004) ou ainda a existéncia de um elemento
genético movel diferente (OMOE et al., 2005; WANG et al., 2009) .

Observou-se predominancia para a presenca de estirpes toxigénicas
(n =37) e para a presenca de gendtipos (n = 9) para os isolados de leite cru
refrigerado (Tabelas 7 e 8). Os resultados para 0 niumero de estirpes toxigénias
em leite de tanque (38,5%) e de vacas com mastite (21,6%) sao semelhantes,
respectivamente, aos observados por Mork et al. (2003), que observaram a
producdo de pelo menos uma enterotoxina (EEA-EED) em 38% dos isolados e
Valle et al. (1990), que encontraram aproximadamente 19%.

Dentre as propriedades contempladas nesse estudo (n = 68), 29 (42,6%)
apresentaram um ou dois genes para as enterotoxinas (Tabela 9). Além disso,
verificou-se que o gene gue codifica a toxina da sindrome do choque téxico foi
mais encontrado em rebanhos localizados em municipios do Estado do Rio de
Janeiro.

Embora os trabalhos descrevam a deteccdo de genes para as entero-
toxinas de Staphylococcus isolados de mastite bovina e de leite cru refrigerado,
os resultados observados pelos diferentes autores apontam grande variacao.
Em estudo desenvolvido por Jorgensen et al. (2005) foi demonstrado que dife-
rentes regides apresentaram incidéncias diferentes quanto a presenca das EE
ou dos genes que as codificam. Essa variacdo pode ser em decorréncia da
distribuicdo geografica das estirpes enterotoxigénicas (LARSEN et al., 2000;
STEPHAN et al., 2001; SILVA et al., 2005).

Alguns autores sugeriram que a producdo de toxinas pode ser mais
frequente em isolados de maior patogenicidade do que naqueles com baixo
grau de viruléncia. Este fato implica que os isolados toxigénicos ndo s6 séo
potenciais microrganismos causadores de surtos de origem alimentar, como
também podem favorecer a persisténcia da bactéria no rebanho, o que contri-
bui para a cronicidade da doenca (MATSUNAGA et al.,1993).
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Tabela 9 — Distribuicéo

geografica dos isolados positivos para genes

exotoxinas
Origem das Amostras Gene Municipio

Fazenda 1 sei, tst-1 Matias Barbosa, MG
Fazenda 2 seq,sei Juiz de Fora, MG
Fazenda 3 seq,sei Na&o identificado
Fazenda 4 seg,sei Guarara, MG
Fazenda 5 seb Engenheiro Paulo de Frontin, RJ
Fazenda 6 tst-1 Itaperuna, RJ
Fazenda 7 tst-1 Conservatoria, RJ
Fazenda 8 tst-1 Itaperuna, RJ
Fazenda 9 selj, tst-1 Itaperuna, RJ
Fazenda 10 seg, sei Rio Preto, MG
Fazenda 11 tst-1 N&o identificado
Fazenda 12 seh, sei N&o identificado
Fazenda 13 sec N&o identificado
Fazenda 14 seg, seh, sei Vicosa, MG
Fazenda 15 seb, seg, seh, sei Coronel Pacheco, MG
Fazenda 16 seq, sel] N&o identificado
Fazenda 17 selj N&o identificado
Fazenda 18 seg N&o identificado
Fazenda 19 seq, sei Pequeri, MG
Fazenda 20 seq, sei Leopoldina, MG
Fazenda 21 seg N&o identificado
Fazenda 22 seq, seh Matosinhos, MG
Fazenda 23 sel, selj Matosinhos, MG
Fazenda 24 sei Ouro Branco, MG
Fazenda 25 seg, sell Na&o identificado
Fazenda 26 seb, seg, sei Juiz de Fora, MG
Fazenda 27 seq, sei Guarani, MG
Fazenda 28 seq, sei Patos de Minas, MG
Fazenda 29 seh Belmiro Braga, MG

4.5 Andlise da hidrofobicidade dos isolados

A capacidade de adesao dos microrganismos depende de varios fatores.

Entre eles, destacam-se as caracteristicas da superficie a ser aderida, as

caracteristicas do meio de crescimento, as condicbes ambientais e as
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caracteristicas da célula bacteriana (SHENG et al., 2010). Quanto aos fatores
ambientais, para Staphylococcus verifica-se influéncia da osmolaridade, com-
centracdo de glicose, condi¢cdes atmosféricas e temperatura (KOUIDHI et al.,
2010). Alem disso, propriedades microbiologicas, como carga superficial, apén-
dices celulares e hidrofobicidade podem aumentar a capacidade de adeséo
(BUSSCHER; WEERKAMP, 1987; HAMADI; LATRACHE, 2008; SHENG et al.,
2010).

O carater hidrofébico ou hidrofilico das superficies bacterianas pode ser
estimado a partir da energia livre global de interacao e do angulo de contato da
superficie bacteriana com a 4gua. Dessa maneira, a partir de analise qualita-
tiva, ou seja, conforme a medida do angulo de contato da superficie bacteriana
com a agua (By), todos os isolados toxigénicos avaliados foram considerados
hidrofilicos (Tabela 10). Isto porque, segundo critérios adotados por Azeredo
(1998), pode-se avaliar o carater hidrofébico ou hidrofilico de uma superficie
pelo valor do angulo de contato da superficie com a agua (Bw). Assim, para
angulos superiores a 50° a superficie é considerada hidrofobica, caso contrario,
a superficie devera ser considerada hidrofilica.

Quantitativamente também todas as estirpes de Staphylococcus spp.
avaliadas foram confirmadas como sendo hidrofilicas, uma vez que todos os
isolados apresentaram energia livie global de interacdo AGsgas' ©' >0
(Tabela 11). Esses valores permitem quantificar a hidrofobicidade e foram
calculados de acordo com as equacdes apresentadas no item 3.5.

Dessa forma, o que se nota nesse trabalho é a presenca de uma corre-
lacdo entre o critério quantitativo e qualitativo de avaliagcdo da hidrofobicidade
para todos os isolados, verificada também por Hamadi et al. (2005), Hamadi e
Latrache (2008) e Kouidhi et al. (2010).

Vale ressaltar, no entanto, que apenas o carater de hidrofobicidade néo
pode ser levado em consideracao para avaliar o potencial de adesdo de uma
bactéria. Primeiro, porque a medicédo do angulo de contato com a agua € uma
técnica que indica qualitativamente apenas a natureza hidrofébica ou ndo da
superficie celular e que, além disso, tem gerado discussdo entre diferentes
autores, pelo fato de tratar-se de uma metodologia, que, em geral, ndo tem boa
correlagcdo com outros testes (HAMADI; LATRACHE, 2008)
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Tabela 10 — Angulo de contato da superficie de isolados de Staphylococcus
spp. com agua (©,), formamida (Og) e a-bromonaftaleno (Og)

Amostras O, Oc (0N
5834 20,55 24,95 67,10
7914 20,10 22,18 47,70
7920 20,95 18,25 74,60
5561 16,75 18,45 67,80
7735 16,85 18,30 85,00
5161 14,85 17,25 71,40
7734 17,50 18,70 53,50
5931 30,30 27,25 63,20
4478 19,45 16,70 73,40
5475 18,30 20,25 57,00
5175 18,45 18,75 54,70
7864 18,85 17,70 49,50
2221 20,00 24,35 70,00
5607 18,45 23,35 73,20
4606 16,60 19,05 79,10
2482 18,7 18,35 74,40
4779 13,75 17,10 68,60
4712 15,85 17,20 79,80
7157 21,10 19,60 61,70
7922 18,15 18,10 74,90
4427 24,20 21,20 68,10
7917 19,20 14,90 54,90
7736 15,30 16,55 53,10
7915 17,90 20,85 47,70
5037 10,65 16,45 60,30
4687 13,95 14,10 61,90
3007 15,65 17,50 66,10
4799 15,80 16,25 53,20
4725 15,95 15,70 72,90
5995 17,80 19,15 61,60

Dessa forma, para estudar os aspectos que facilitam a formacdo do
biofilme € necessario conhecer também outras caracteristicas fisico-quimicas
da superficie bacteriana, como a presenca de lipopolissacarideos, proteinas e
exopolimeros que variam em quantidade com as condi¢cdes de crescimento e
de estirpe para estirpe (STREVETT; CHEN, 2003). Assim, torna-se interes-
sante um estudo mais aprofundado desses fatores, para uma possivel correla-
cdo entre formacédo de biofilmes e patogénese da mastite, jA que, segundo
Vasudevan et al. (2003), a formacao de biofilmes por S. aureus favorece a

viruléncia do microrganismo.
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Tabela 11 — Valores das componentes apolar (AGeus™"') e polar (AGsws™®) da
energia livre global de interacdo (AGsws' ') das superficies de S.
aureus toxigénico

Energia livre global de interacdo (mJ/m 2)

Amostras AGSWSLW AGSWSAB AGSWSTOT
5834 -0,004 22,592 22,588
7914 -1,638 29,926 28,288
7920 -0,410 14,197 13,787
5561 -0,013 19,933 19,919
7735 -2,192 11,035 8,842
5161 -0,154 18,334 18,180
7734 -0,830 26,633 25,803
5931 -0,053 17,680 17,627
4478 -0,297 14,821 14,523
5475 -0,455 25,545 25,090
5175 -0,691 25,426 24,735
7864 -1,358 26,663 25,304
2221 -0,078 20,978 20,900
5607 -0,280 19,457 19,177
4606 -1,001 14,528 13,527
2482 -0,395 15,529 15,134
4779 -0,031 20,219 20,188
4712 -1,126 13,526 12,400
7157 -0,117 20,824 20,707
7922 -0,446 15,430 14,984
4427 -0,018 16,666 16,648
7917 -0,669 22,439 21,770
7736 -0,879 26,851 25,971
7915 -1,638 30,636 28,998
5037 -0,193 20,567 25,374
4687 -0,108 22,007 21,900
3007 -0,000 20,852 20,852
4799 -0,867 26,300 25,433
4725 -0,260 16,295 16,035
5995 -0,122 22,877 22,755
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5 CONCLUSOES

- Staphylococcus aureus nem sempre apresentam caracteristicas tipicas
em Agar Baird-Parker.

- H4 uma predominancia de Staphylococcus spp. hemoliticos isolados de
leite.

- Sugere-se que o gene para TSST-1 ndo esteja envolvido com a pato-
génese da mastite.

- Houve uma maior frequéncia na identificacdo de genes que codificam
as novas enterotoxinas (seg — sell).

- As superficies de estirpes toxigénicas e nao toxigénicas apresentaram
carater hidrofilico, indicando que em contato com superficies hidrofobicas
possuem maior capacidade de adesdo do que em contato com superficieis

hidrofilicas

50



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AARESTRUP, F. M.; ANDERSEN, J. K.; JENSEN, N. E. Lack of staphylococcal
enterotoxin production among strains of Staphylococcus aureus from bovine
mastitis in Denmark. Acta Veterinary Scandinavian , v. 36, p. 273-275, 1995.

AARESTRUP, F. M.; LARSEN, H. D.; ERIKSEN, N. H. R.; ELSBERG, C. S,
JENSEN, N. E. Frequency of a- and B-hemolysin in Staphylococcus aureus of
bovine and human origin. APMIS, v. 107, p. 425-430, 1999.

AKINEDEN, O.; ANNEMULLER, C.; HASSAN, A. A.; LAMMLER, C.; WOLTER,
W.; ZSCHOCK, M. Toxin genes and other characteristics of Staphylococcus
aureus isolates from milk of cows with mastitis. Clinical and Diagnostic
Laboratory Immunology , v. 8, p. 959-964, 2001.

ALOUF, J. E.; MULLER-ALOUF, H. Staphylococcal and Streptococcal
superantigens: molecular, biological and clinical aspects. International Journal
of Medical Microbiology , v. 292, p. 429-440, 2003.

ARCURI, E. F.; PAULA, G. B.; BORGES, M. F.; LANGE, C. C,; BRITO, J.R. F.
PCR multiplex para identificacdo de Staphylococcus aureus enterotoxigénicos.
In: CONGRESSO BRASILEIRO DE QUALIDADE DO LEITE, 2., 2006. Goiania-
GO. Anais... Goiania-|GO: SBQL, 2006. 3 p. CD.

ARGUDIN, M. A.; MENDOZA, M. C.; RODICIO, M. R. Food Poisoning and
Staphylococcus aureus Enterotoxins. Toxins , v. 2, p. 1751-1773, 2010.

AZEVEDO, J.; OLIVEIRA, R. The role of exopolymers in the attachment of
Sphingomonas paucimobilis. Biofouling , v. 16, p. 59-67, 2000.

51



BACHERT, C.; GEVAERT, P.; CAUWENBERGE, van P. Staphylococcus
aureus superantigens and airway disease. Current Allergy and Asthma
Reports , v. 2, n. 2, p. 252-258, 2002.

BAIRD-PARKER, A. C. An improved diagnostic and selective medium for
isolating coagulase positive staphylococci. Journal of Applied Bacteriology
v. 25, p. 12-19, 1962.

BAIRD, R. M.; LEE, W. H. Media used in the detection and enumeration of
Staphylococcus aureus. International Journal of Food Microbiology , v. 26,
p. 15-24, 1995.

BALABAN, N.; RASOOLY, A. Staphylococcal enterotoxins. International
Journal of Food Microbiology , v. 61, p. 1-10, 2000.

BANIA, J.; DABROWSKA, A.; BYSTRON, J.; KORZEKWA, K.; CHRZANOWSKA,
J.; MOLENDA, J. Distribution of newly described enterotoxin-like genes in
Staphylococcus aureus from food. International Journal of Food
Microbiology , v. 108, p. 36-41, 2006.

BANKS, M. C.; KAMEL, N. S.; ZABRISKIE, J. B.; LARONE, D. H.; URSEA, D.;
POSNETT, D. N. Staphylococcus aureus express unique superantigens
depending on the tissue source. The Journal of Infectious Diseases , v. 187,
p. 77-86, 2003.

BECKER, R.; ROTH, R.; PETERS, G. Rapid and specific detection of toxigenic
Staphylococcus aureus: use of two multiplex PCR enzyme imunoassays for
amplification and hybridization of staphylococcal enterotoxin genes, exfoliative
toxin genes, and toxic shock syndrome toxin gene. Journal of Clinical
Microbiology , v. 36, p. 2548-2533, 1998.

BENDAHOU, A.; ABID, M.; BOUTELDOUN, N.; CATELEJINE, D.; LEBBADI, M.
Enterotoxigenic coagulase positive Staphylococcus in milk and milk products,
Iben and jben, in northern Morocco. Journal of Infection. Developing
Countries , v. 3, n. 3, p. 169-176, 2009.

BERGDOLL, M.S.; WEISS, K.F.;, MUSTER, M.J. The production of
staphylococcal enterotoxina by a coagulase-negative microorganism.
Bacteriology Procedures ,v. 12, 1967.

BERNAL, A.; PROFT, T.; FRASER, J. D.; POSNETT, D. N. Superantigens in
Human Disease. Journal of Clinical Immunology , v. 19, n. 3, 1999.

BLAIOTTA, G.; ERCOLINE, D.; PENNACCHIA, C.; FUSCO, V.; CASABURI, A
PEPE, O.; VILLANI, F. PCR detection of Staphylococcal enterotoxin genes in
Staphylococcus spp. strains isolated from meat and dairy products. Evidence

52



for new variants of seg and sel in S. aureus AB-08802. Journal of Applied
Microbiology , v.97, p.719-730, 2004.

BOEREMA, J. A.; CLEMENS, R.; BRIGHTWELL, G. Evaluation of molecular
methods to determine enterotoxigenic status and molecular genotype of bovine,
ovine, human and food isolates of Staphylococcus aureus. International

Journal of Food Microbiology , v. 107, p. 192-201, 2006.

BOERLIN, P.; KUHNERT, P.; HUSSY, D.; SCHAELLIBAUM, M. Methods for
identification of Staphylococcus aureus isolates in cases of bovine mastitis.
Journal of Clinical Microbiology ,v.41,n.2, p. 767-771, 2003.

BRAMLEY, A. J.; CULLOR, J. S.; ERSKINE, R. J.; FOX, L. K.; HARMON, R. J,;
HOGAN, J. S.; NICKERSON, S. C.; OLIVER, S. P.; SMITH, K. L.; SORDILLO,
L. M. Current concepts of bovine mastitis . 4. ed. Madison: National Mastitis
Council, 1996. 64 p.

BRASIL. Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento. Métodos de
analises microbiologicas para alimentos . Brasilia-DF: Ministério da
Agricultura Pecuaria e Desenvolvimento; 2000. (cap. 4 — Materiais de
Referéncia). Disponivel em: <http://www.extranet. agricultura.gov.br/sislegis
consulta/servlet/ /VisualizarAnexo?id=6078>. Acesso em: 4 mar. 2009.

BRITO, M. A. V. P,; BRITO, J. R. F.; RIBEIRO, M. T.; VEIGA, V. M. O. Padrado
de infeccdo intramamaria em rebanhos leiteiros: exame de todos os quartos
mamarios das vacas em lactacdo. Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia , v. 51, n. 2, 1999.

BURROWS, T. W. Text of book microbiology . 2. ed. WD Saunders Company:
Washington. 1973. 1035 p.

BUSSCHER, H. J.; WEERKAMP, A. H.; VAN DER MEI, H. C.; VAN PELT, A.
W.; DE JONG, H. P.; ARENDS, J. Measurement of the surface free energy of
bacterial cell surface and its relevance for adhesion. Applied and
Environmental Microbiology , v. 48, n. 5, p. 980-983, 1984.

BUSSCHER, H. J.; WEERKAMP, A. H. Specific and non-specific interactions in
bacterial adhesion to solid substrata. FEMS Microbiology Reviews , v. 46,
p. 165-173, 1987.

BOYNUKARA, B.; GULHAN, T.; ALISARLI, M.; GURTURK, K.; SOLMAZ, H.
Classical enterotoxigenic characteristics os Staphylococcus aureus strains
isolated from bovine subclinical mastitis in Van, Turkey. International Journal
of Food Microbiology , v. 125, n. 2, p. 209-211, 2008.

53



BRONNER, S.; MONTEIL, H.; PREVOST, G. Regulation of virulence
determinants in Staphylococcus aureus: complexity and applications. FEMS
Microbiology Reviews , v. 28, p. 183-200, 2004.

BROUILLETTE, E.; MALOUIN, F. The pathogenesis and control of
Staphylococcus aureus-induced mastitis: study models in the mouse. Microbes
and Infection , v. 7, p. 560-568, 2005.

BUONPANE, R. A.; MOZA, B.; SUNDBERG, E. J,; KRANZ, D. M.
Characterization of T cell receptors engineered for high affinity against toxic
shock syndrome toxin-1. Journal Molecular Biology , v. 353, p. 308-321, 2005.

CAPITA, R.; ALONSO-CALLEJA, K. C.; MORENO, B.; GARCIA-FERNANDEZ,
M. C. Assessment of baird-Parker agar as screening test for determination of
Staphylococcus aureus in poultry meat. Journal of Microbiology v. 39, p. 321-
325, 2001.

CARDOSO, H. F. T.; CARMO, L. S.; SILVA, N. Detec¢cao da toxina-1 da
sindrome do choque toxico em amostras de Staphylococcus aureus isoladas de
mastite bovina. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootec  nia,
v.52,n. 1, p. 7-10, 2000.

CARMO, L. S.; DIAS, R. S.; LINARDI, V. R.; SENA, M. J.; SANTOS, D. A,
FARIA, M. E.; PENA, E. C.; JETT, M.; HENEINE, L. G. Food poisoning due to
enterotoxigenic strains of Staphylococcus present in Minas cheese and raw milk
in Brazillian. Food Microbiology , v.19, p. 9-14, 2002.

CARMO, L. S.; CUMMINGS, C.; LINARDI, V. R.; DIAS, R. S.; SOUZA, J. M,;
SENA, M. J.; SANTOS, D. A.; SHUPP, J. W.; PEREIRA, R. K. P.; JETT, M. A
case of a massive staphylococcal food poisoning incident. Foodborne
Pathogens and Disease , v. 1, n. 4, 241-246, 2004.

CARMO, G. M. I.; ALVES, M. R. S.; ALMEIDA, M. G.; DIMECH, C. P. N,
OLIVEIRA, A. A.; CARMO, E. H. Perfil epidemiolégico dos surtos de
doencas transmitidas por alimentos no Brasil, 1999-  2004. Brasilia-DF:
Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério da Saude, 2005. 2 p.

CIFRIAN, E.; GUIDRY, A. J.; BRAMLEY, A. J.; NORCROSS, N. L.; BASTITA-
CORCUERA, F. D.; MARQUARDT, W. W. Effect os staphylococcal  toxin on
the cytotoxicity, proleferation and adherence os Staphylococcus aureus to
bovine mammary epithelial cells. Veterinary Microbiology , v. 48, p. 187-198,
1996.

CHAPAVAL, L.; MONN, D. H.; GOMES, J. E.; DUARTE, F. R.; TSAI, S. M. Use
of PCR to detect classical enterotoxins genes (ENT) and toxic shock syndrome
toxin-1 gene (TST) in Staphylococcus aureus isolated from crude milk and
determination of toxin productivities of S. aureus isolates harboring these
genes. Revista Arquivos do Instituto Bioldgico , V. 73,n. 2, p. 165-169, 2006.

54



CHAVES, L. C. D. Estudo da cinética da formacdo de biofilmes em
superficies em contato com agua potavel . 2004. 156 f. Dissertacédo
(Mestrado em Tecnologia do Ambiente) — Universidade do Minho, Minho-
Braga, 2004.

CHEN, T. R.; CHIOU, C. S.; TSEN, H. Y. Use of novel PCR primers specific to
the genes os staphylococcal enterotoxina G, H, | for the survey of
Staphylococcus aureus strains isolated from food-poisoning cases and food
samples in Taiwan. International Journal of Food Microbiology , v. 92, 189-
197 p., 2004.

CHEN, T. R. et al. Development and use of PCR primers for the investigation of
C1, C2 and C3 enterotoxin types of Staphylococcus aureus strains isolated
from food-borne outbreaks. International Journal of Food Microbiology
v. 71, p. 63-70, 2001.

CHIANG, Y. C.; LIAO, W. W.; FAN, C. M.; PAI, W. Y.; CHIOU, C. S.; TSEN, H.
Y. PCR detection of Staphylococcal enterotoxins (SEs) N, O, P, Q, R, U e
survey of SE types in Staphylococcus aureus isolates from food-poisoning
cases in Taiwan. International Journal of Food Microbiology , v. 121, 66-73
p., 2008.

CHYE, F. Y.; ABDULLAH, A.; AYOB, M. K. Bacteriological quality and safety
of raw milk in Malaysia. Food Microbiology , v. 21, p. 535-541, 2004.

CREMONESI, P.; LUZZANA, M.; BRASCA, M.; MORANDI, S.; LODI, R,
VIMERCATI, C.; AGNELLINI, D.; CARAMENTI, G.; MORONI, P,
CASTIGLIONI, B. Development of a multiplex PCR assay for the identification
of Staphylococcus aureus enterotoxigenic strains isolated from milk and dairy
products. Molecular and Cellular Probes , v. 19, p. 299-305, 2005.

DAUWALDER, O.; PACHOT, A.; CAZALIS, M. A.; PAYE, M.; FAUDOT, C.;
BADIOU, C.; MOUGIN, B.; VANDENESCH, F.; ETIENNE, J.; LINA, G
MONNERET, G. Early kinetics of the transcriptional response of human
leukocytes to staphylococcal superantigenic enterotoxins A and G.
Microbiology Pathogenesis , 2 Jul., 2009.

DEURENBERG, R. H.; NIEUWENHUIS, R. F.; DRIESSES, C.; LONDON, N.;
STASSEN, F. R.; van TIEL, F. H.; STOBBERINGH, E. E.; VINK, C. The
prevalence of the Staphylococcus aureus tst gene among community and
hospital acquired strains and isolates from Wegener's Granulomatosis patients.
FEMS Microbiology Letters , v. 245, p. 185-189, 2005.

DINGES, M. M.; ORWIN, P. M.; SCHLIEVERT, P. M. Exotoxins of
Staphylococcus aureus. Clinical Microbiology Reviews , v. 13, n. 1, p. 16-34,
2000.

55



D'SOUZA, S.; McGRATH, H.; RAFICK, P. SEKALY. Early activation events
differentiate the reactivity of two T-cell families to Staphylococcus enterotoxin A.
Cellular Immunology , v. 223, p.113-119, 2003.

EL-HUNEIDI, W.; BDOUR, S.; MAHASNEH, A. Detection of enterotoxin genes
seg, seh, sei, and sej and of a novel genotype in Jordanian clinical isolates of
Staphylococcus aureus. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease ,
2006 [In press].

EL-JAKEE, J.; NAGWA, A. S.; BAKRY, M.; ZOUELFAKAR, S. A.; ELGABRY,
E.; EL-SAID,W. A. G. Characteristics of Staphylococcus aureus strains isolated
from human and animal sources. American-Eurasian Journal of Agricultura

& Environmental Sciences , v. 4, p. 221-229, 2008.

ERTAS, N.; GONULALAN, Z.; YILDIRIM, Y.; KUM, E. Detection of
Staphylococcus aureus enterotoxins in sheep cheese and dairy desserts by
multiplex PCR technique. International Journal of Food Microbiology  , v. 142,
p. 74-77, 2010.

EUZEBY, J. P. List of bacterial names with standing in nomenclature: a folder
available on the Internet. International Journal of Systematic Bacteriology ,
v. 47, p. 590-592, 1997.

FERENS, W. A.; DAVIS, W. C.; HAMILTON, M. J.; PARK, Y. H.; DEOBALD, C.
F.; FOX, L.; BOHACH, G. Activation of bovine lymphocyte subpopulations by
staphylococcal enterotoxina C. Infection and immunity , v. 66, n. 3, p. 573-580,
1998.

FERNANDEZ, M. M.; MARZI, M. C.; BERGUER, P.; BURZYN, D.; LANGLEY,
R. J.; PIAZZON, |.; MARIUZZA, R. A.; MALCHIODI, E. L. Binding of natural
variants of staphylococcal superantigens SEG and SEI to TCR and MHC classe
Il molecule. Molecular Immunology , v. 43, p. 927-938, 2006.

FERRY, T.; PERPOINT, T.; VANDENESCH, F.; ETIENNE, J. Virulence
Determinants in Staphylococcus aureus and Their Involvement in Clinical
Syndromes. Current Infectious Disease Reports, v. 7, p. 420-428, 2005.

FITZGERALD, J. R.; MEANEY, W. J.; HARTIGAN, P. J.; SMYTH, C. J,;
KAPUR, V. Fine structure molecular epidemiological analysis of Staphylococcus
aureus recovered from cows. Epidemiology Infection , v. 119, p. 261-269,
1997.

FOX, L. K. Prevalence, incidence and risk factors of heifer mastitis. Veterinary
Microbiology , v. 134, p. 82-88, 2009.

FRANCO, B.D.G.M.; LANDGRAF, M. Microbiologia dos alimentos . S&o
Paulo-SP: Atheneu, 2003.

56



FRASER, J.; ARCUS, V.; KONG, P.; BAKER, E.; PROFT, T. Superantigens:
powerful modifiers of the immune system. Molecular Medicine Today , v. 6,
p. 125-132, 2000.

FREITAS, M.F.L.; LUZ, I.S.; SILVEIRA-FILHO, V. M.; JUNIOR, J.W.P.;
STAMFORD, T.L.M.; MOTA, R.A.; SENA, M.J.; ALMEIDA, A .M.P;
BALBINI, V. Q.; LEAL-BALBINO, T. C. Staphylococcal toxin genes in strains
isolated from cows with subclinical mastitis. Pesquisa Veterinaria Brasileira
v. 28, p. 617-621, 2008.

FUJIKAWA, H.; MOROZUMI, S. Modeling Staphylococcus aureus growth and
enterotoxina production in milk. Food Microbiology , v. 23, p. 260-267, 2006.

GLINN, B.; LAHIFF, S.; WERNWCKE, M.; BARRY, T.; SMITH, T. J.; MAHER,
M. Current and emerging molecular diagnostic technologies applicable to
bacterial food safety. Intrenational Journal of Dairy Technology , v. 59, n. 2,
p. 126-139, 2006.

GONANO, M.; HEIN, I.; ZANGERL, P.; RAMMELMAYR, A.; WAGNER, M.
Phenotypic and molecular characterization of Staphylococcus aureus strains of
veterinary, dairy and human origin. Epidemiology and Infection , v. 137,
p. 688-699, 2009.

GOMEZ, C.; PINAL, L.; FRANCO, J.; CARRILO, J. M.; RAMIREZ, J.
Identification of Staphylococcus aureus strains negative for enterotoxins A, B
and C isolated from bovine mastitis in Mexico. Veterinary Immunology and
Immunopathology , v. 117, p. 249-253, 2007.

HAEGHEBAERT, S.; Le QUERREC, F.; VAILLANT, V.; ASTAGNEAU, E.D;
BOUVET, P. Les toxiinfections alimentaires en France en 1997. Bull.
Epidemiol. Hebd ., v. 41, p. 177-183, 1998.

HALE, M. L.; SWIETNICKI, W. Model systems to study a superantigen-induced
disease: Toxic shock syndrome. Infections Diseases , v. 3, n. 1, p. 121-126,
2006.

HAMADI, F.; LATRACHE, H.; MABRROUKI, M.; EL GHMARI, A
OUTZOURHIT, A.; ELLOUALI, M. Effect of pH on distribution and adhesion of
Staphylococcus aureus to glass. Journal of Adhesion Science Technology
v. 19, p. 73-85, 2005.

HAMADI, F.; LATRACHE, H. Comparison of contact angle measurement and
microbial adhesion to solvents for assaying electron donor-electron acceptor
(acid-base) properties of bacterial surface. Colloids and Surfaces B , v. 65,
p. 134-139, 2008.

57



HAYAKAWA, Y.; HAYASHI, M.; SHIMANO, T.; KOMAE, H.;TAKEUCHI,
K.;ENDOU, M.; IGARASHI, H.; HASHIMOTO, N.; TAKEUCHI, S. Production of
exfoliative toxin A by Staphylococcus aureus isolated from mastitic cow’s milk
and farm bulk milk. The Journal of Veterinary Medical Science , v. 60, n. 11,
p. 1281-1283, 1998.

HAYAKAWA, Y.; AKAGI, M.; HAYASHI, M.; SHIMANO, T.; KOMAE, H.;
FUNAKI, O.; KAIDOH, T.; TAKEUCHI, S. Antibory response to toxic shock
syndrome toxin-1 of Staphylococcus aureus in dairy cows. Veterinary
Microbiology , v. 72, p. 321-327, 2000.

HERRERA, J. J. R.; CABO, M. L.; GONZALEZ, A.; PAZQOS, |.; PASTORIZA, L.
Adhesion and detachment kinetics of several strains of Staphylococcus aureus
subsp. aureus under three different experimental conditions. Food
Microbiology , v. 24, p. 585-591, 2007.

HO, G.; CAMPBELL, W. H.; BERGDOLL, M. S.; CARLSON, E. Production of a
toxic shock syndrome toxin variant by Staphylococcus aureus strains
associated with sheep, goats and cows. Journal of Clinical Microbiology
v. 27, p. 1946-1948, 19809.

HUI, J.; CAO, Y.; XIAO, F.; ZHANG, J.; LI, H.; HU, F. Staphylococcus aureus
enterotoxin C2 mutants: biological activity assay in vitro. Industrial
Microbiology and Biotechnology , v. 35, p. 975-980, 2008.

ICHIKAWA, M., ICHIKAWA, T., MIZOMOTO, T. Productivity of enterotoxins and
toxic shock syndome toxin-1, and coagulase type of Staphylococcus aureus
strains isolated from bovines and humans in the same district. Animal Science
Technology , v. 67, p. 780-786, 1996.

ISMAIL, Z. A. B.; DICKINSON, C. Alterations in coagulation parameters in dairy
cows affected with acute mastitis caused by E. coli and S. aureus pathogens.
Veterinary Research Communication , v. 34, p. 533-539, 2010.

JABLOSNKI, L. M.; BOHACH, G. A. Staphylococcus aureus. In: Doyle, M.P.;
Beuchat, L.R.; Montville, T.J. (Ed.). Food microbiology fundamentals and
frontiers . 1997, p. 353-375.

JARRAUD, S.; PEYRAT, M. A.; LIM, A.; TRISTAN, A.; BES, M.; MOUGEL, C;
ETIENNE, J.; VANDENESCH, F.; BONNEVILLE, M.; LINA, G. egc, a highly
prevalent operon of  enterotoxin gene, forms a putative nursery of
superantigens in Staphylococcus aureus. Journal of Immunology , v. 166,
p. 669-677, 2001.

JONES, T. O.; WIENEKE, A. A. Staphylococcal toxic shock syndrome. The
Veterinary Record ., v. 119, p. 435-436, 1986.

58



JOO, Y. S,; FOX, L. K.; DAVIS, W. C.; BIHACH, G. A.; PARK, Y. H. S. aureus
associated with mammary glands of cow: genotyping to distinguish different
strains among herds. Veterinary Microbiology , v. 80, p. 131-138, 2001.

JOHNSON, H. M.; MAGAZINE, H. |. Potent mitogenic activity of staphylococcal
enterotoxin A requires induction of interleukin 2. International Archives of
Allergy and Applied Immunology , v. 87, p. 87-90, 1988.

JORGENSEN, H. J.; MORK, T.; HOGASEN, H.R.; RORVIK, L. M. Journal
Applied of Microbiology , v. 99, p. 158-166, 2005.

KAEMPFER, R. Peptide antagonists of superantigen toxins. Molecular
Diversity , v. 8, p. 113-120, 2004.

KARAHAN, M.; ACIK, M. N.; CETINKAYA, B. Investigation of Toxin Genes by
Polymerase Chain Reaction in Staphylococcus aureus Strains Isolated from
Bovine Mastitis in Turkey. Foodborne Pathogens and Disease , v. 6, n. 8,
p. 1029-1035, 2009

KATSUDA, K.; HATA, E.; KOBAYASHI, H.; KOHMOTO, M.; KAWASHIMA, K.;
TSUNEMITSU, H.; EGUCHI, M. Molecular typing of Staphylococcus aureus
isolated from bovine mastitic milk on the basis of toxin genes and coagulase
gene polymorphisms. Veterinary Microbiology , v. 105, p. 301-305, 2005.

KENNY, K., REISER, R.F., BASTIDA-CORCUERA, F.D. et al. Production of
enterotoxins and toxic shock syndrome toxin by bovine mammary isolates of
Staphylococcus aureus. Journal Clinical of Microbiology , v. 31, p. 706-707,
1993

KERRO DEGO, O.; DIJK, J. E.; NEDERBRAGT, H. Factors involved in the
early pathogenesis of bovine Staphylococcus aureus mastitis with emphasis on
bacterial adhesion and invasion. A review. Veterinary Quarterly , v. 24, n. 4,
p. 181-198, 2002.

KHAN, M. A.; KIM, C. H.; KAKOMA, |.; MORIN, E.; HANSEN, R. D.; HURLEY,
W. L. Detection of Staphylococcus aureus in milk by use of polymerase chain
reaction analysis. American Journal of Veterinary Research , v. 59, p. 807-
813, 1998.

KLOSS, W. E. Systematics and natural history of staphylococci. Journal of
Applied Bacteriology Symposium Supplement , v.69, n. 19, p.25S-37S,
1990.

KRAKAUER, T. Immune Response to Staphylococcal Superantigens.
Immunologic Research , v. 20, n. 2, p. 163-173, 1999.

59



KOUIDHI B, et al. Cell surface hydrophobicity, biofilm formation, adhesives
properties and molecular. Microbial Pathogenesis , 2010 [in press].

KWOK, A.Y.C.; CHOW, A. C. Phylogenetic study of Staphylococcus and
Macrococcus species based on partial hsp60 gene sequences. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology , V. 53, p. 87-92, 2003.

LANCETTE, G.A.; BENNETT, R.W. Staphylococcus aureus and
Staphylococcal enterotoxins. Compendium of methods for the
microbiological examination of foods . 4.ed. American Public Health
Association (APHA), 2001. p. 387-400.

LANGE, C.; CARDOSO, M.; SENCEK, D.; SCHWARZ, S. Molecular subtyping
of Staphylococcus aureus from cases of bovine mastitis in Brazil. Veterinary
Microbiology , v. 67, 127-141, 1999.

LARSEN, H. D.; HUDA, A.; ERIKSEN, N. H. R.; JENSEN, N. E. Differences
between Danish bovine and human Staphylococcus aureus isolates in
possession of superantigens. Veterinary Microbiology , v. 76, p. 153-162,
2000.

LARSEN, H. D.; AARESTRUOE, F. M.; JENSEN, N. E. Geographical variation
in the presence of genes encoding superantigenic exotoxins and (3-hemolysin
among Staphylococcus aureus isolated from bovine mastitis in Europe and
USA. Veterinary Microbiology , v. 85, p. 61-67, 2002.

LARSEN, H. D.; HUDAB, A.; ERIKSENC, N. H. R.; JENSEN, N. E..
Differences between Danish bovine and human Staphylococcus aureus isolates
in possession of superantigens. Veterinary Microbiology , v. 76, p. 153-162,
2002.

LETERTRE, C.; PERELLE, S.; DILASSER, F.; FACH, P. Identification of a new
putative enterotoxin SEU encoded by the egc cluster of Staphylococcus aureus.
Journal of Applied Microbiology , v. 95, p. 38-43, 2003.

LIM, Y. S.; JEGATHESAN, M.; PATH, M. R. C.; KOAY AIMHLT, A. S.; KANG,
S. H. A comparison of six selective media for the enumeration of
Staphylococcus aureus in foods. The Malaysian Journal of Pathology , v. 6,
p. 35-38, 1983.

LINA, G.; BOHACH, G. A.; NAIR, S. P.; HIRAMATSU, K.; MARCHE, E. J,;
MARIUZZA, R. Standard nomenclature for the superantigens expressed by
Staphylococcus. The Journal of Infections Diseases , v. 184, p. 2334-2336,
2004.

LE LOIR, Y. L.; BARON, F.; GAUTIER, M. Staphylococcus aureus and food
poisoning. Genetics and Molecular Research ,v. 2, n. 1, p. 63-76, 2003.

60



LOPES, C A.M.; MORENO, G.; CURI, P.R.; GOTTSCHALK, A.F.; MONDOLO,
J.R.; HORACIO, A., CORREA, A. PAVAN, C. Characteristics of
Staphylococcus aureus from subclinical bovine mastitis in Brazil. British
Veterinary Journal , v. 146, p. 443-446, 1990.

LONCAREVIC, S.; JORGENSEN, H.J.; LOVSETH, A.; MATHISEN, T
RORVIK, L.M. Diversity of Staphylococcus aureus enterotoxin types within
single samples of raw milk and raw milk products. Journal of Apllied
Microbiology , v. 98, p. 340-350, 2005.

LUES, J. F. R.; VENTER, P.; WESTHUIZEN, H. V. D. Enumeration of potencial
microbiological hazards in milk from a marginal urban settlement in central
south Africa. Food Microbiology , v. 20, p. 321-326, 2003.

MARSHALL, R.T. (Ed.) Standard methods for the examination of dairy
products . 16. ed. Washington, DC: American Public Health Association, 1992,
546 p.

MARTIN, M. C.; FUEYO, J. M.; GONZALES-HEVIA, M. A.; MENDOZA, M. C;
Genetic procedures for identification of enterotoxigenic strains of
Staphylococcus aureus from three food poisoning outbreaks. International

Journal of Food Microbiology , v. 94, p. 279-286, 2004.

MARTINS, R. P.; SILVA, J. A. G.; NAKASATO, L.; DUTRA, V.; FILHO, E. S. S.
Prevaléncia e etiologia da mastite bovina na microrregido de Cuiaba, MT.
Ciéncia Animal Brasileira ,v. 11, n. 1, 181-187 p, 2010.

MATSUNAGA, T.; KAMATA, S.; KAKIICHI, N.; UCHIDA, K. Characteristics of
Staphylococcus aureus isolated from peracute, acute and chronic bovine
mastitis. The Journal of Veterinary Medical Science , v. 55, p. 297-300, 1993.

MATTHEWS, K. R.; OLIVER, S. P.; KING, S. H. Comparison of Vitek Gram-
Positive Identification system with APl Staph-Trac system for species
identification of staphylococci of bovine origin. Journal of Clinical
Microbiology , v. 28, p. 1649-1651, 1990.

MCLAUCHLIN J. et al. The detection of enterotoxins and toxic shock syndrome
toxin genes in Staphylococcus aureus by polymerase chain reaction. Journal
of Food Protection , v. 63, p. 470-488, 2000.

MEAD, P.S.; SLUTSKER, L.; DIETZ, V.. McCAIG, L.F.; BRESEE, J.S.
SHAPIRO, C.; GRIFFIN, P.M.; TAUXE, R.V. Food-related illness and death in
United States. Emerging Infectious Disease , v.5, p. 607-625, 1999.

MEHROTRA, M.; WANG, G.; JOHNSON, W.M. Multiplex PCR for detection of
genes for Staphylococcus aureus enterotoxins, exfoliative toxins, toxic shock

61



syndrome toxin 1, and methicillin resistance. Journal of Clinical Microbiology
v. 38, n. 3, p.1032-1035, 2000.

MICCORMICK, J. K.; YARWOOD, J. M.; SCHLIEVERT, P. M. Toxic shock
syndrome and bacterials. Annual Review Microbiology , v. 55, p. 77-104,
2001.

MIDDLETON, J. R.; FOX, L. K.; GAY, J. M.; TYLER, J. W.; BESSER, T. E. Use
of pulsed-field gel electrophoresis for detecting differences in Staphylococcus
aureus strain populations between dairy herds with different cattle importation
practices. Epidemiology and Infection , v. 129, p. 387-395, 2002.

MITCHELL, D. T.; LEVITT, D. G.; SCHLIEVERT, P. M.; OHLENDORF.
Structural evidence for the evolution of pyrogenic toxin superantigens. Journal
of Molecular Evolution , v. 51, p. 520-531, 2000.

MORANDI, S.; BRASCA, M.; LODI, R.; CREMONESI, P.; CASTIGLIONI, B.
Detection of classical enterotoxins and identification of enterotoxin genes in
Staphylococcus aureus from milk and dairy products. Veterinary Microbiology
v. 124, p. 66-72, 2007.

MORANDI, S.; BRASCA, M.; ANDRIGHETTO, C.; LOMBARDI, A.; LODI, R.
Phenotypic and genotypic characterization of Staphylococcus aureus strains
from Italian dairy products. International of. Journal Microbiology , v. 2009,
p. 1-7, 2010.

MUNGUBE, E. O.; TENHAGEN, B. A.; REGASSA, F.; KYULE, M. N
SHIFERAW, Y.; KASSA, T.; BAUMANN, M. P.O. Reduced milk produced in
udders quarters with subclinical mastitis and associated economic losses in
crossbred dairy cows in Ethiopia. Tropical Animal Health and Production ,
v. 37, p. 503-512, 2005.

MURPHY, B. P.; MAHONY, E. O.; BUCKLEY, J. F.; O'BRIEN, S.; FANNING, S.
Characterization of Staphylococcus aureus lIsolated from Dairy Animals in
Ireland. Zoonoses Public Health , v. 57, p. 249-257, 2010.

NADER FILHO, A.; FERREIRA, L. M.; AMARAL, L. A.; ROSSI JUNIOR, O. D;
OLIVEIRA, R. P. Producdo de enterotoxinas e da toxina da sindrome do
choque toxico por cepas de Staphylococcus aureus isoladas na mastite bovina.
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootec  nia, v. 59, n. 5, p. 1316-
1318, 2007.

NORMANNO, G.; FIRINU, A.; VIRGILIO,S.; MULA, G.; DAMBROSIO, A,
POGGIU, A.; DECASTELLI, L.; MIONI, R.; SCUOTA, S.; BOLZONI, G.; DI
GIANNATALE, E.; SALINETTI, A. P.; LA SALANDRA, G.; BARTOLI, M.;
ZUCCON, F.; PIRINO, T.; SIAS, S.; PARISII,A.; QUAGLIA, N. C.; CELANO, G.
V. Coagulase-positive Staphylococci and Staphylococcus aureus in food

62



products marketed in Italy. International Journal of Food Microbiology , v. 98,
p. 73-79, 2005.

NOVAIS, C. M.; PIRES-ALVES, M. PCR em tempo Real: Uma nova Tecnologia
da Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR). Revista Biotecnologia Ciéncia e
Desenvolvimento , v, 33, p. 10-13, 2004.

NOVICK, R.P.; SCHLIEVERT, P.; RUZIN, A. Pathogenicity and resistance
islands of staphylococci. Microbiology Infections , v.3, p. 585-594, 2001.

OLIVEIRA, M.; BEXIGA, R.; NUNES, S.F.; CARNEIRO, C.; CAVACO, L.M,;
BERNARDO, F.; VILELA, C.L. Biofilm-forming ability profiling of Staphylococcus
aureus. Veterinary Microbiology , v. 118, p. 133-140, 2006.

OLIVEIRA, M.; NUNES, S.; CARNEIRO, C.; BEXIGA, R.; BERNARDO, R. F;
VILELA, C. L. Time course of biofilm formation by Staphylococcus aureus and
Staphylococcus epidermidis mastitis isolates. Veterinary Microbiology , v. 124,
p. 187-191, 2007.

OLIVEIRA, A. A.; MELO, C. B.; AZEVEDO, H. C. Diagnostico e determinacéo
microbiolégica da mastite em rebanhos bovinos leiteiros nos tabuleiros
costeiros de Sergipe. Ciéncia Animal Brasileira , v. 10, n. 1, p. 226-230, jan./
mar., 2009.

OMOE, K.; ISHIKAWA, M.; YU, S.; HU, D.L.; UEDA, S.; SHINAGAWA, K.
Detection of seqg, seh, and sei genes in Staphylococcus aureus isolates and
determination of the enterotoxin productivities of S. aureus isolates Harboring
seg, seh, or sei Genes. Journal of Clinical Microbiology , v. 40, n. 3, p. 857-
862, 2002.

OMOE, K.; HU, D.L.; TAKANASHI-OMOE, H.; NAKANE, A.; SHINAGAWA, K.
Identification and characterization of a new staphylococcal enterotoxin-related
putative toxin encoded by to kinds of plasmids. Infection and Immunity , v. 71,
p. 6088-6094, 2003.

OMOE, K.; HU, D. L.; TAKAHASHI-OME, H.; NAKANE, A.; SHINAGAWA, K.
Comprehensive analysis of classical and newly described staphylococcal
superantigenic toxin genes in Staphylococcus aureus isolates. FEMS
Microbiol. Lett. , v. 246, p. 191-198, 2005.

OULAHAL, N.; BRICE, W.; MARTIAL, A.; DEGRAEVE, P. Quantitatve analysis
of survival of Staphylococcus aureus or Listeria innocua on two types of
surfaces: polypropylene and stainless steel in contact with three different dairy
products. Food Control , v. 19, p. 178-185, 2008.

63



PARK, Y. H.; FOX, L. K.; HAMILTON, M. J.; DAVIS, W. C. Suppression of
proliferative response of BoCD4+ T lymphocytes by activated BoCD8+ T
lymphocytes in the mammary gland of cows with Staphylococcus aureus
mastitis. Veterinary Immunology and Immunopathology , v. 36, p. 137-151,
1993.

PARK, J. Y.; FOX, L. K.; SEO, K. S.; MCGUIRE, M. A.; PARK, Y. H.;
RURANGIRWA, F. R.; SISCHO, W. M.; BOHACH, G. A. Comparison of
phenotypic and genotypic methods for the species identification of coagulase-
negative staphylococcal isolates from bovine intramammary infections.
Veterinary Microbiology , 2010 [in press].

PRATTEN, J.; FOSTER, S. J.; CHAN, P. F.; WILSON, M.; NAIR, S. P.
Staphylococcus aureus accessory regulators: expression within biofilms and
effect on adhesion. Microbes and Infection , v. 3, p. 633-637, 2001.

PELES, F.; WAGNER, M.; VARGA, L.; HEIN, I.; RIECK, P.; GUTSER, K.
KERESZTURI, P.; KARDOS, G.; TURCSANYI, I.; BERI, B.; SZABO, A.
Characterization of Staphylococcus aureus strains isolated from bovine milk in
Hungary. International Journal of Food Microbiology , v. 118, p. 186-193,
2007.

PEREIRA, V.; LOPES, C.; CASTRO, A.; SILVA, J.; GIBBS, P.; TEIXEIRA, P.
Characterization for enterotoxin production, virulence factors, and antibiotic
susceptibility of Staphylococcus aureus isolates from various foods in Portugal.
Food Microbiology , v. 26, p. 278-282, 20009.

PETERSON, K.; FORSBERG, G.; WALSE, B. Intreplay between superantigens
and immunoreceptors. Scandinavian Journal of Immunology , v. 59, p. 345-
355, 2004.

PICCININI, R.; BRONZO, V.; MORONI, P.; LUZZAGO, C.; ZECCONI, A. Study
on the relationship between milk immune factors and Staphylococcus aureus
intramammary infections in dairy cows. Journal of Dairy Research , v. 66,
p. 501-510, 1999.

POMPERMAYER, D.M. C. e GAYLARDE, C.C. The infuence of temperature
on the adhesion ofmixed cultures of Staphylococcus aureus and Escherichia
coli to polypropylene. Food Microbiology , v. 17, p. 361-365, 2000.

PROIETTI, P. C.; COPPOLA, G.; BIETTA, A.; MARENZONI, M. L.; HYATT, D.
R.; COLETTI, M.; PASSAMONTI, F. Characterization of genes encoding
virulence determinants and toxins in Staphylococcus aureus from bovine milk in
Central Italy. The Journal of Veterinary Medical Science , 2010 [in press].

RADOSTITS, O. M.; GAY, C. C.; HINCHCLIFF, K. W.; CONSTABLE, P. D. A
textbook of the diseases of cattle, horses, sheep, pigs, and goats
veterinary medicine . 10. ed. Saunders Ltd., Phyladelphia, PA, USA. 2007.

64



RALL, V. L. M.; VIEIRA F. P.; RALL, R.; VIEITIS, R. L.; FERNANDES JR., A,
CANDEIAS, J. M. G.; CARDOSO, K. F. G.; ARAUJO JR J. P. PCR detection of
staphylococcal enterotoxin genes in Staphylococcus aureus strains isolated
from raw and pasteurized milk. Veterinary Microbiology , v. 132, p. 408-413,
2008.

RALL, V. L. M.; SFORCIN, J. M.; DE DEUS, M. F. R.; SOUSA, D. C.; CAMARGO,
C. H.; GODINHO,N. C.; GALINDO,L. A.; SOARES,T. C. S.; ARAUJO, J. P.
Polymerase chain reaction detection of enterotoxins genes in coagulase-
negative Staphylococci Isolated from Brazilian Minas cheese. Foodborne
Pathogens and Disease ,v.7,n.9, 2010

REISS, A. A. Toxic shock syndrome. Infectious Diseases Update , v. 7, n. 3,
p. 85-90, 2000.

RENNEBERG, J.; RIENECK, K.; GUTSCHIK, E. Evaluation of Staph ID 32
system and Staph-Zym system for Identification of coagulase-negative
staphylococci. Journal of Clinical Microbiology , v. 33, n. 5, p. 1150-1153,
1995.

ROBERSON, J. R.; FOX, L. K.; HANCOCK, D. D.; BESSER, T. E. Evaluation
of methods for differentiation of coagulase-positive staphylococci. Journal of
Clinical Microbiology, v. 30, p. 3217-3219, 1992.

ROBERSON, J. R.; FOX, L. K.; HANCOCK, D. D.; GAY, J. M.; BESSER, T. E.
Souces o0s intramammary infections from Staphylococcus aureus in dairy
heifers at first parturition. Journal of Dairy Science , v. 81, p. 687-693, 1998.

RODE, T. M.; LANGSRUD, S.; HOLCK, A.; MORETRO, T. Different patterns of
biofilm formation in Staphylococcus aureus under food-related stress
conditions. International Journal of Food Microbiology , v. 116, p. 372-383,
2007.

ROSEC, J.P.; GUIGAUD, J.P.; DALET, C.; RICHARD, N. Enterotoxin
production by staphylococci isolated from foods in France. International
Journal of Food Microbiology , v. 35, p. 213-221, 1997.

ROSEC, J.P.; GUIGAUD, O. Staphylococcal enterotoxin genes of classical and
new types detected by PCR in France. International Journal of Food
Microbiology , v. 77, p. 61-70, 2002.

SA, M. E. P.; CUNHA, M. L. R. S.; ELIAS, A. O.; LANGONI, C. V. H.
Importancia do Staphylococcus aureus nas mastites subclinicas: pesquisa de
enterotoxinas e toxina do choque téxico, e a relacdo com a contagem de
células somaticas. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal
Science, v. 41, p. 320-326, 2004.

65



SABIONE, J. G.; NASCIMENTO, D.; PEREIRA, J. L. Intoxicacao estafilococica
causada por queijo tipo “Minas” em Ouro Preto, Minas Gerais, 1992. Revista
Higiene Alimentar , v. 8, p. 22-23, 1994.

SALASIA, S. |, O.; KHUSNAN, Z.; LAMMLER, C.; ZSCHOCK, M. Comparative
studies on pheno- and genotypic properties of Staphylococcus aureus isolated
from bovine subclinical mastitis in central Java in Indonesia and Hesse in
Germany. Journal of Veterinary Science ,v.5,n. 2, p. 103-109, 2004.

SAMPIMON, O. C.; ZADOKS, R. N.; DE VLIEGHER, S.; SUPRE, K,
HAESEBROUCK, F.; BARKEMA, H. W.; SOL, J.; LAM, T. J. G.M Performance
of API Staph ID 32 and Staph-Zym for identification of coagulase-negative
staphylococci isolated from bovine milk samples. Veterinary Microbiology ,
v. 136, p. 300-305, 20009.

SANDEL, M. K.; MCKILLIP, J. L. Virulence and recovery of Staphylococcus
aureus relevant to the food industry using improvements on traditional
approaches. Food Control , v. 15, p. 5-10, 2004.

SANTANA, E. H. W.; BELOTI, V.; OLIVEIRA, T. C. R. M.; MORAES, L. B,
TAMANINI, R.; SILVA, W. P. Estafilococos: morfologia das col6nias, producéo
de coagulase e enterotoxina a, em amostras isoladas de leite cru refrigerado.
Semina: Ciéncias Agrarias , Londrina-PR, v. 27, n. 4, p. 639-646, out./dez.
2006.

SCHERRER, D.; CORTI, S.; MUEHLHERR, J. E.; ZWEIFEL, C.; STEPHAN, R.
Phenotypic and genotypic characteristics of Staphylococcus aureus isolates
from raw bulk-tank milk samples of goats and sheep. Veterinary Microbiology
v. 101, p. 101-107, 2004.

SCHMITZ, F. J.; STEIERT, M.; HOFMANN, B.; VERHOEF, . HADDIING, U.;
HEINZ, H. P.; KOHRER, K. Development of a multiplex PCR for direct detection
of the genes for enterotoxin B and C, and toxic shock syndrome toxin-1 in
Staphylococcus aureus isolates. Journal of Medical Microbiology , v. 47,
p. 335-340, 1998.

SIDHU, M.; GURJAR, A.; HEGDE, N.; LOVE, B.; JAYARAO, B. Detection of
enterotoxigens strainsof Staphylococcus aureus using multiplex PCR. NMC
Annual Meeting of Procedures , p. 248-249, 2006.

SILVA, W. P.; DESTRO, M. T.; LANDGRAF, M.; FRANCO, B. G. M.
Biochemical characteristics of typical and atypical Staphylococcus aureus in
mastitic milk and environmental samples of Brazilian dairy farms. Brazilian
Journal of Microbiology , v. 31, n. 2, 2000.

SILVA, E.R.; CARMO, L.S.; SILVA, S. Detection of the enterotoxins A, B, and C
genes in Staphylococcus aureus from goat and bovine mastitis in Brazilian dairy
herds. Veterinary Microbiology , v. 106, p. 103-107, 2005.

66



SCHUBERTH, H. J.; KRUEGER, C.; ZERBE, H.; BLECKMANN, E.; LEIBOLD,
W. Characterization of leukocytotoxic and superantigen-llike factors produced
by Staphylococcus aureus isolates from milk of cows with mastitis. Veterinary
Microbiology , v. 82, p. 187-199, 2001.

SHENG, G. P.; YU, H. Q.; LI, X. Y. Extracellular polymeric substances (EPS) of
microbial aggregates in biological 3 wastewater treatment systems: A review.
Biotechnology Advances , 2010 [in press].

SKOV, L.; BAADSGAARD, O. The potential role of Staphylococcus aureus
superantigens in atopic eczema. Journal of the European Academy of
Dermatology and Venereology ,v. 7, p. S8-S11, 1996 (Suppl. 1).

SLAMA, P.; SLADEK, Z.; RYSANEK, D.; LANGROVA, T. Effect of Staphylococcus
aureus and Streptococcus uberis on apoptosis of bovine mammary gland
lymphocytes. Research in Veterinary Science ,v. 87, n. 2, p. 233-238, 2009.

STEPHAN, R.; ANNEMULLER, C.; HASSAN, A. A LAMMLERB, C. H.
Characterization of enterotoxigenic Staphylococcus aureus strains isolated from
bovine mastitis in north-east Switzerland. Veterinary Microbiology , v. 78,
p. 373-382, 2001.

STILES, B.G.; KRAKAUER, T. Staphylococcal enterotoxins: a purging
experience in Review, Part 1. Clinical Microbiology Newsletter , v. 27, n. 23,
p. 179-186, 2005a.

STILES, B.G.; KRAKAUER, T. Staphylococcal enterotoxins: a purging
experience in Review, Part 2. Clinical Microbiology Newsletter , v. 27, n. 24,
p. 187-193, 2005b.

STREVETT, K.A.; CHEN, G. Microbial surface thermodynamics and
applications. Research in Microbiology , v. 154, p. 329-335, 2003.

SOARES, M.J.S.; TOKUMARU-MIYZAKI, N.H.; NOLETO, A.L.S,
FIGUEIREDO, A.M. S. Enterotoxin production by Staphylococcus aureus
clones and detection of Brazilian epidemic MRSA clone (lll:B:A) among isolates
from food handlers. Journal of Medical Microbiology , v. 46, p. 214-221, 1997.

SRINIVASAN, V., SAWART, A.A.; GILLERPIE, B.E.; HEADRICK, S.I,;
CEASARIS, L.; OLIVER, S.P. Characterization of enterotoxin and toxic shock
syndrome genes in Staphylococcus aureus isolated from milk of cows with
mastitis. NMC Annual Meeting Proceedings , 2006.

STAMFORD, T.L.M.; SILVA, C.G.M.; MOTA, R.P.; NETO, A.C.
Enterotoxigenicidade de Staphylococcus spp. isolados de leite in natura.
Ciéncia e Tecnologa de Alimentos , v. 26, n. 1, p. 41-45, 2006.

67



SU, Y.C.; WONG, A. C. L.; Identification and purification of a new
Staphylococcal enterotoxina H. Applied and Environmental Microbiology
v. 61, n. 4, p. 1438-1443, 1995.

TAKEUCHI, S.; ISHIGURO, K.; IKEGAMI, M. et al. Production of toxic shock
syndrome toxin by Staphylococcus aureus isolated from mastitic cow’s milk and
farm bulk milk. Veterinary Microbiology , v. 59, p. 251-258, 1998.

TAPONEN, S.; PYORALA, S. Coagulase-negative staphylococci as cause of
bovine mastitis — Not so different from Staphylococcus aureus? Veterinary
Microbiology , v. 134, p. 29-36, 2009.

THOMAS, D.; CHOU, S.; DAUWALDER, O.; LINA, G. Diversity in
Staphylococcus aureus Enterotoxins. Chemical Immunology and Allergy
v. 93, p. 24-41, 2007.

THORBERG, B. M.; BRANDSTROM, B. Evaluation of two commercial systems
and a new identification scheme based on solid substrates for identifying
coagulase-negative Staphylococci from bovine mastitis. Journal Veterinay
Medical , v. 47, p. 683-691, 2000.

TIRADO, C.; SCHIMDT, K. WHO surveillance programme for control of food-
borne infections and intoxications: preliminary results and trends across greater
Europe. Journal of Infection , v. 43, p. 80-84, 2001.

TODD, J. M.; FISHAUT, M.; KAPRAL, F.; WELCH, T. Toxic-shock syndrome
associated with phage-group-1 Staphylococci. Lancet ii: p. 1116-1118, 1978.

TSE, H. Y.; YU, G. K.; WANG, K. C.; WANG, S. J.; CHANG, M. Y.; LIN, L. Y.
Comparison of the enterotoxigenic types, toxic shock syndrome toxin 1 (TST-1)
strains and antibiotic susceptibilities for enterotoxigenic Staphylococcus aureus
strains isolated from food and clinical samples. Food Microbiology , v. 15,
p. 33-41, 1998.

ULRICH, R. G. Evolving superantigens of Staphylococcus aureus. FEMS
Immunology and Medical Microbiology , v. 27, p. 1-7, 2000.

UNNERSSTAD, E. H.; LINDBERG, A.; WALLER, K.P.; EKMAN, T,
ARTURSSON, K.; NILSSON-OST, M.; BENGTSSON, B. Microbial aetiology of
acute clinical mastitis and agent-specific risk factors. Veterinary Microbiology
v. 12, p. 1-21, 20009.

VALLE, J.; GOMEZ-LUCIA, E.; PIRIZ, S.. Enterotoxin production by
staphylococci isolated from healthy goats. Applied and Environmental
Microbiology , v. 56, n. 5, p. 1323-1326, 1990.

68



VANCRAEYNEST, D.; HERMANS, K.; HAESEBROUCK, F. Prevalence of
genes encoding exfoliative toxins, leucotoxins and superantigens among high
and low virulence rabbit strains. Veterinary Microbiology , v. 117, p. 211-218,
2006.

VAN LOOSDRECHT, M.C.M.; LYKLEMA, J.; NORDE, W.; SCHRAA, G,
ZEHNDER, A.J.B. The role of bacterial cell wall hydrophobicity in adhesion.
Applied and Environmental Microbiology , v. 53, n. 8, p. 1893-1897, 1987.

van OSS, C.J.; GIESE, R. F. The hidrophilicity and hidrophobicity of clay
minerals. Clays and Clay Minerals , v. 43, p. 474-477, 1995.

VASUDEVAN, P.; NAIR, M. K. M.; ANNAMALAI, A.; VENKITANARAYANAN, K.
S. Phenotypic and genotypic characterization of bovine mastitis isolates of
Staphylococcus aureus for biofilm formation. Veterinary Microbiology , v. 92,
p. 179-185, 2003.

VAUTOR, E.; MAGNONE, V.; RIOS, G.; LE BRIGAND, K.; BERGONIER, D.;
Lina, G.; MEUGNIER, H.; BARBRY, P.; THIERY, R.; PEPIN, M. Genetic
differences among Staphylococcus aureus isolates from dairy ruminant species:
A single-dye DNA microarray approach. Veterinary Microbiology , v. 133,
p. 105-114, 20009.

VERAS, J. F.; CARMO, L. S.; TONG, L. C.; SHUPP, J. W.; CUMMINGS, C;
SANTOS, D. A.; CERQUEIRA, M. M. O. P.; CANTINI, A.; NICOLI, J. R.; JETT,
M. A study of the enterotoxigenicity of coagulase negative and coagulase-
positive staphylococcal isolates from food poisoning outbreaks in Minas Gerais,
Brazil. International Journal of Infectious Diseases , v. 12, p. 410-415, 2008.

VICOSA, G. N.; MORAES, P. M.; YAMAZI, A. K.; NERO, L. A. Enumeration of
coagulase and thermonuclease-positive Staphylococcus spp. in raw milk and
fresh soft cheese: An evaluation of baird-Parker agar, rabbit plasma fibrinogen
agar and the Petriflm™ staph express count system. Food Microbiology
v. 27, p. 447-452, 2010.

ZHANG, S.; JANDOLO, J. J.; STEWART, G.C. The enterotoxin D plasmid of
Staphylococcus aureus encodes a second enterotoxin determinant (sej). FEMS
Microbiology Letters , v. 168, p. 227-233, 1998.

ZECCONI, A.; CESARIS, L.; LIANDRIS, E.; DAPRA, V.; PICCINI, R. Role of
several Staphylococcus aureus virulence factors on the inflammatory response
in bovine mammary gland. Microbial Pathogenesis , v. 40, p. 177-183, 2006

ZELL, C.; RESCH, M.; ROSENSTEIN. R.; ALBRECHT, T.; HERTEL, C.; GOTZ,
F. Characterization of toxin production of coagulase-negative staphylococci
isolated from food and starter cultures. International Journal of Food
Microbiology , v. 127, p. 246-251, 2008.

69



ZOUHAROVA, M.; RYSANEK, D. Multiplex PCR and RPLA identification of
Staphylococcus aureus enterotoxigenic strains from bulk tank milk. Zoonoses
Public Health , v. 55, p. 313-319, 2008.

ZSCHOK, M.; BOTZLER, D.; BLOCHER, S.; SOMMERHAUSER, J.; HAMANN,
H. P. Detection of genes for enterotoxins (ent) and toxic shock syndrome toxin-
1 (tst) in mammary isolates of Staphylococcus aureus by polymerase-chain-
reaction. International Dairy Journal , v. 10, p. 569-574, 2000.

ZSCHOCK, M.; KLOPPERT, B.; WOLTER, W.; HAMANN, H. P.; LAMMLER, C.
Pattern of enterotoxin genes seg, seh, sei and sej positive Staphylococcus
aureus isolated from bovine mastitis. Veterinary Microbiology , v. 108, p. 243-
249, 2005.

WANG, S. C.; WU, C. M.; XIA, S. C.; HUA, Y.; XIA, L. N.; SHEN, J. Z
Distribution of superantigenic toxin genes in Staphylococcus aureus isolates
from milk samples of bovine subclinical mastitis cases in two major diary
production regions of China. Veterinary Microbiology , v. 137, p. 276281,
2009.

WELLENBERG, G. J.; VAN DER POEL, W. H. M.; VAN OIRSCHOT, J. T. Viral
infections and bovine mastitis: a review. Veterinary Microbiology , v. 88, p. 27-
45, 2002.

WIESER, M.; BUSSE, H. J. Rapid identification of Staphylococcus Epidermidis.
International Journal of Systematic and Evolutionar y Microbiology , v. 50.
p. 1087-1093, 2000.

YAMAGUCHI, T.; NISHIFUJI, K.; SASAKI, M.; FUDABA, Y.; AEPFELBACHER,
M.; TAKATA, T.; OHARA, M.; KOMATSUZAWA, H.; AMAGAI, M.; SUGAI, M.
Identification of the Staphylococcus aureus etd pathogenicity island which
encodes a novel exfoliative toxin, ETD, and EDIN-B. Infect. Immun ., v. 70,
p. 5835-5845, 2002.

YAMASAKI, O., TRISTAN, A., YAMAGUCHI, T., SUGAI, M., LINA, G., BES, M.,
VANDENESCH, F.; ETIENNE, J. Distribution of the exfoliative toxin D in clinical
Staphylococcus aureus isolates in France. Clin. Microbial. Infect. , v. 12,
p. 585-588, 2006.

70



