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RESUMO 

 

 
 
 
ÂNGELO, Fabíola Fonseca, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, setembro 

de 2010. Detecção 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: Antônio 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 identificação 

laboratorial dessas espécies, bem como dos genes que codificam as 

enterotoxinas é um fator importante na elucidação de surtos de intoxicação 

estafilocócica. Dentre os alimentos envolvidos nessas intoxicações estão o leite 

e seus derivados, principalmente em decorrência da contaminação por 

patógenos causadores da mastite bovina, em especial Staphylococcus aureus. 

Assim, para avaliar o potencial toxigênico 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 às suas características morfológicas e à produção de 

hemolisina, 32 identificadas bioquimicamente por meio do sistema ID 32 Staph 

(bioMérieux®) e 30 avaliadas quanto ao seu caráter de hidrofobicidade. Todas 

as estirpes foram analisadas pela técnica de Reação em Cadeia de Polimerase 

(PCR) para a pesquisa do gene femA, específico de Staphylococcus aureus, 



xv 
 

para dez genes que codificam enterotoxinas estafilococicas (sea – sell) e para 

o gene tst-1 que codifica a Toxina da Síndrome do Choque Tóxico. A análise 

morfológica foi realizada em ágar Baird-Parker (BP) e observando-se os 

aspectos das colônias quanto à sua cor, ao tamanho, ao brilho e à formação de 

halo devido à produção de lecitinase. A produção de hemolisinas foi verificada 

em ágar sangue. A detecção de genes para exotoxinas, incluindo enterotoxinas 

e toxina da síndrome do choque tóxico foi realizada utilizando-se primers 

descritos na literatura, após extração do DNA bacteriano e sua quantificação 

em espectrofotômetro (GeneQuant Pro, Amersham Biosciences). A amplifica-

ção do DNA foi feita utilizando-se sete reações, sendo cinco com primers para 

dois genes (seg/femA, seh/sei, seb/sell, sea/sed e sec/see) e duas reações 

com primers para apenas um gene-alvo (selj e tst-1). As amplificações foram 

feitas em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). O 

cálculo de hidrofobicidade foi realizado pela medição do ângulo de contato 

entre a superfície bacteriana e três líquidos com diferentes polaridades, 

incluindo água, formamida e  α-bromonaftaleno, sobre uma camada de células 

vegetativas usando-se o aparelho Goniômtero (Kruss, Germany) e pelo 

resultado da energia livre global de interação (∆Gsws
TOT). A detecçao 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 bioquímica e 

molecularmente como S. aureus, apenas 18,7% (38/203) apresentaram 

colônias típicas. Observou-se que 64,5% (153/237) produziram hemolisina. 

Quanto às análises realizadas por meio do sistema ID 32 Staph (bioMérieux®), 

15,6% (5/32) apresentaram identificação diferente daquela realizada por provas 

bioquímicas 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 produção de enterotoxinas estafilo-

cócicas, foram verificados em isolados de leite armazenados em tanque de 

refrigeração e leite de vacas com mastite, ressaltando-se a presença dos 

genes que codificam a produção 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 hidrofílicos, tanto em 
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relação à analise quantitativa (∆Gadesão> 0), quanto para a análise qualitativa 

(< 50º). A presença de genes codificadores das enterotoxinas estafilocócicas 

demonstra a possibilidade de intoxicações e ressalta a importância no controle 

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

 

 

 

ÂNGELO, Fabíola Fonseca, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
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: Antônio 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 α-bromonafthalene, on a layer of vegetative 

cells, using the Goniometer apparatus (Kruss, Germany) and by the result of the 

global free interaction energy (∆Gsws
TOT). 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 

(∆Gadhesion> 0), and qualitative (< 50º) 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 INTRODUÇÃO 
 

 

 

 
Staphylococcus inclui, aproximadamente, 40 espécies e subespécies 

pertencentes à família Micrococcaceae. Apresentam-se na forma de cocos, 

Gram-positivos, não esporulados, produtores de catalase, produtores ou não 

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 água. Dependendo da espécie e das condições de cultivo, as 

colônias atingem entre 0,5 e 1,5 µm de diâmetro (BURROWS, 1973; EUSEBY, 

1997; KWOK; CHOW, 2003).  

Dentre as espécies pertencentes a esse gênero, Staphylococcus aureus 

é considerado o principal patógeno da mastite bovina, podendo ser transmitido 

facilmente de um animal para outro dentro de um rebanho. Além disso, é o 

patógeno mais envolvido em casos de intoxicações estafilocócicas por produzir 

diversas exotoxinas, entre elas as enterotoxinas estafilocócicas (BRAMLEY et 

al., 1996; BOEREMA et al., 2006; SRINIVASAN et al., 2006). 

A produção de enterotoxinas estafilocócicas (EE) por S. aureus está 

associada a quadros clínicos de intoxicações estafilocócicas. Essas intoxica-

ções têm sido reportadas como uma das principais doenças causadas pela 

ingestão de alimentos contaminados, sendo o leite e seus derivados os mais 

envolvidos.  
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A contaminação do leite por S. aureus, pode ocorrer diretamente quando 

há casos de mastite clínica ou subclínica, ou indiretamente através da contami-

nação 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 detecção dos genes 

responsáveis pela produção das EE torna-se de fundamental relevância para 

que surtos envolvendo os alimentos sejam detectados com mais eficiência.  

A identificação 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 rápidos como o ID 32 Stpah ou ainda pela identificação 

molecular do gene femA, que é específico para essa espécie. Para a detecção 

do gene femA e dos genes produtores das EE, técnicas moleculares 

desenvolvidas na década de 1990, como a reação em cadeia de polimerase 

(PCR), têm sido amplamente utilizadas. Essa técnica baseia-se na obtenção de 

altas concentrações de cópias de um segmento de DNA específico 

(LONCAREVIC et al., 2005; BOEREMA et al., 2006). 

A presença de um segmento de DNA responsável pela produção de uma 

EE não indica necessariamente que haverá a produção da toxina pelo micror-

ganismo avaliado. No entanto, tem se verificado a associação da produção 

dessas enterotoxinas com a produção de outros fatores de virulência como as 

enzimas coagulase e hemolisina, além da capacidade da estirpe enterotoxi-

gênica em aderir a superfícies e formar biofilmes.  

A produção desses fatores de virulência está envolvida com a patogeni-

cidade do microrganismo, uma vez que contribui para a invasão tecidual e para 

a resistência a determinados antibióticos (PEREIRA et al., 2009). Dessa forma, 

identificar o perfil molecular dos isolados causadores da mastite, sua distri-

buição e as principais fontes de contaminação assume papel fundamental não 

apenas para o controle da mastite bovina, como também para a prevenção da 

ocorrência de casos de intoxicações estafilocócicas. 

Os objetivos desse trabalho foram: 

a) Caracterizar fenotipicamente estirpes de Staphylococcus spp. quanto 

a características morfológicas em Ágar Baird Parker e a produção de hemoli-

sina em Ágar sangue. 
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b) Detectar, pela técnica de PCR, os genes que codificam as 

enterotoxinas clássicas (sea-see), as novas enterotoxinas (seg, seh, sei, selj e 

sell), a toxina da síndrome do choque tóxico (tst-1) e o gene femA. 

c) Observar a presença de genes para a produção 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 característica de hidrofobicidade de isolados toxigênicos e 

não toxigênicos de Staphylococcus spp. 

e) Fornecer subsídios para a legislação brasileira e para a indústria de 

alimentos, para o controle de surtos de origem alimentar e para a garantia de 

qualidade do leite e derivados. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 

 
 

2.1 Staphylococcus spp . 

 

Bactérias do gênero Staphylococcus pertencem à família Micrococcaceae 

e apresentam-se na forma de cocos Gram-positivos, com diâmetro entre 0,5 e 

1,5 µm. Quando visualizados ao microscópio apresentam-se isolados ou 

agrupados aos pares ou tétrades, ou em cadeias curtas com três ou quatro 

células ou em agrupamento semelhante a um cacho de uva. As espécies são 

anaeróbias facultativas, exceto S. saccharolyticus e S. aureus subsp. 

anaerobius. Possuem necessidades nutricionais e ambientais bem específicos, 

podendo crescer em ambiente com Aw de até 0,86, pH de 4,8 e temperatura 

mínima de 8 ºC, além de possuírem tolerância ao nitrito. São ubiquitários, 

presentes na pele do homem e de animais, e são isolados do ambiente 

(EUZEBY, 1997; KWOK; CHOW, 2003; NORMANNO et al., 2005). 

 O gênero inclui 38 espécies e 24 subespécies, sendo algumas 

associadas a casos infecções no homem e em animais (EUZEBY, 1997; 

KWOK; CHOW, 2003). 

Embora, Staphylococcus aureus seja o microrganismo mais envolvido 

em doenças no homem, outras espécies como S. intermedius e S. hyicus 

também são associados a diversos tipos de infecções. Nos animais, S. aureus 

tem se destacado como principal patógeno da mastite bovina (EUZEBY, 1997; 

KWOK; CHOW, 2003). 
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2.2 Características morfológicas de Staphylococcus spp. em ágar BP 
  

O método de escolha para enumeração de estafilococos em leite é o 

método 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 composição agentes seletivos e diferenciais, que 

auxiliam na distinção das colônias típicas e atípicas de Staphylococcus aureus. 

Os componentes telurito de potássio (0,01%), glicina (1,2%) e cloreto de lítio 

(0,5%) são agentes seletivos, enquanto as reações de redução do telurito de 

potássio e hidrólise da gema de ovo são agentes diferenciais (BAIRD; LEE, 

1995; SILVA et al., 2000; SANTANA et al., 2006; SILVA et al., 2007). 

Colônias típicas de S. aureus são pretas, brilhantes, delimitadas com 

diâmetro aproximado de 1 a 1,5 mm, halo opaco e área clarificada ao redor de 

cada colônia. A área opaca refere-se à atividade da lipase, enquanto a zona 

clara à ação proteolítica (LIM et al., 1983; SILVA et al., 2000; SANTANA et al., 

2006; MURPHY et al., 2010; VIÇOSA et al., 2010). Apesar de ser amplamente 

utilizada, a contagem em BP possui algumas limitações: resultados imprecisos 

e análise demorada. A seletividade do meio é limitada, uma vez que apenas 

Staphylococcus aureus lipolítico e proteolítico podem ser facilmente identificados 

(BAIRD; LEE, 1995; SILVA et al., 2000; VIÇOSA et al., 2010). No entanto, de 

acordo com Lancette e Bennet (2001), estirpes não lipolíticas isoladas de leite 

e derivados ou de leite de vacas com mastite podem ser frequentemente 

identificadas por formar colônias típicas. 

Colônias atípicas podem ocorrer e a sua presença varia com o tipo de 

alimento analisado. Essas colônias apresentam cor acastanhada ou branca, 

ausência dos dois halos ou presença de um deles ao redor das colônias e 

formato irregular. Outras espécies de Staphylococcus ou outras bactérias 

apresentam cor preta com ou sem halos de hidrólise. Essas colônias podem 

ser testadas quanto à produção de coagulase para a identificação de 

Staphylococcus coagulase positiva (SCP) (BAIRD; LEE, 1995; VIÇOSA et al., 

2010). Dessa forma, após a seleção de colônias típicas e atípicas em BP, é 

necessário para a confirmação da espécie S. aureus o emprego de provas 
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bioquímicas, que auxiliam na estimativa do potencial enterotoxigênico dos 

isolados (VIÇOSA et al., 2010).   

 

2.3 Produção de hemolisinas por Staphylococcus spp. 

 

A patogenicidade das espécies do Staphylococcus, em especial de 

S. aureus é associada, em parte, à sua capacidade de produzir diferentes 

exotoxinas, incluindo α e β-hemolisinas. Essas toxinas constituem um grupo de 

fatores de virulência, cuja produção parece ser necessária para o estabeleci-

mento da mastite bovina (DINGES et al., 2000; SILVA et al., 2005). A α-

hemolisina, produzida por S. aureus, é a mais estudada e considerada um dos 

principais fatores de virulência pelos seus efeitos hemolítico, neurotóxico e 

dermonecrótico (DINGES et al., 2000; SILVA et al., 2005). Por outro lado, a β- 

hemolisina, que é uma esfingomielinase, tem amplo efeito sobre hemácias de 

bovinos e ovinos (LARSEN et al., 2002; SANDEL et al., 2004; SILVA et al., 

2005).  

Cifrian et al. (1996) sugerem que a produção simultânea de α e β- 

hemolisina ocasiona o aumento da capacidade de aderência do microrganismo 

na glândula mamária e, em consequência, a sua multiplicação. 

 Segundo Aarestrup (1999) e Morandi et al. (2009), a maioria dos isolados 

de S. aureus de mastite bovina carreia o gene que codifica a produção da β-

hemolisina, diferentemente do que ocorre com os isolados de S. aureus de 

origem humana. Este fato sugere que estirpes de S. aureus β-hemolíticas 

sejam mais virulentas do que aquelas negativas para hemolisina. No entanto, 

são poucos os sobre este fator de virulência; assim, pouco pode ser afirmado 

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

 

2.4 Características bioquímicas de Staphylococcus spp. 

 

O gênero Staphylococcus pode ser dividido, de acordo com a produção 

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 são subdivididos em mais de dez espécies, 

dentre essas, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus cohnii, Staphylococcus 

xylosus e Staphylococcus warneri. Diversos testes bioquímicos fundamentados 

em características fenotípicas podem ser utilizados para diferenciar e identificar 

essas espécies. Esses testes, no entanto, requerem diversos meios de cultura, 

e um tempo longo de incubação (SAMPIMON et al., 2009). Métodos bioquímicos 

efetivos e rápidos são frequentemente utilizados em substituição às provas 

bioquímicas tradicionais. Staphylococcus spp. potencialmente patogênicos podem 

ser identificados por meio desses testes rápidos (WIESER; BUSSER, 2000). 

Os testes rápidos comerciais, a exemplo do kit ID 32 Staph (bioMérieux®), 

indicado para a identificação específica de diferentes espécies de Staphylococcus 

são amplamente utilizados. No entanto, a acurácia desses métodos pode ser 

reduzida para isolados de origem animal, uma vez que eles são desenvolvidos, 

em geral, para isolados de origem humana (SAMPIMON et al., 2009). 

A identificação de isolados de origem bovina por meio de alguns desses 

kits comerciais não tem sido considerada confiável, principalmente quando são 

obtidos resultados com baixa probabilidade. Além disso, a grande diversidade 

de espécies de Staphylococcus e o aumento da prevalência de espécies 

fenotipicamente pouco conhecidas têm levado à utilização de técnicas molecu-

lares modernas para sua identificação (THORBERG; BRANDSTROM, 2000; 

WIESER; BUSSER, 2000; SAMPIMON et al., 2009). 

O sistema ID 32 Staph (bioMérieux®) possui 26 cúpulas, que contêm 

meio desidratado para a realização de testes colorimétricos, que testes incluem 

a produção de ácido a partir de glicose, frutose, manose, maltose, lactose entre 

outros acúcares; descarboxilação da arginina e ornitina; produção de urease, β-

glicuronidase, acetoína e fosfatase alcalina; hidrólise da esculina, redução de 

nitrato e susceptibilidade a novobiocina, entre outros testes (RENNERBERG et 

al., 1995).  

 

2.5 Características clínicas e epidemiológicas da m astite bovina 

 

A mastite bovina é caracterizada por reação inflamatória do parênquima 

da glândula mamária, causada, predominantemente, por microrganismos 

patogênicos, embora fatores químicos, físicos ou traumáticos possam também 



8 
 

estar envolvidos (KERRO DEGO et al., 2002; WELLENBERG, 2002; ZSCHOCK 

et al., 2005; UNNERSTAD et al., 2008; FOX, 2009; WANG et al., 2009).    

Vários microrganismos podem causar a mastite, porém as bactérias são 

as mais comuns (KERRO DEGO et al., 2002; PELES et al., 2007). Mastites de 

origem microbiana podem ser contagiosas ou ambientais. No primeiro caso, o 

patógeno envolvido vive e multiplica-se na glândula mamária infectada dissemi-

nando-se de animal para animal, e é causada devido aos procedimentos higiê-

nicos inadequados durante a ordenha. No caso da mastite ambiental, a conta-

minação ocorre após a ordenha (KERRO DEGO et al., 2002; PELES et al., 

2007).  

Importantes patógenos contagiosos são Staphylococcus aureus, 

Streptococcus agalactiae e espécies de Corynebacterium. Os agentes ambien-

tais mais conhecidos são 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 clínica ou subclínica. Embora os 

mesmos patógenos possam estar envolvidos nas duas formas da doença, a 

primeira é caracterizada pela ocorrência de inflamação do úbere, redução na 

produtividade e alteração na composição do leite e, em casos mais graves, 

perda de apetite e de peso, febre e depressão. No caso das mastites 

subclínicas, os sinais clínicos não são visíveis, observam-se apenas alterações 

físico-químicas e microbiológicas no leite. Desta forma, nesse último caso, 

trata-se de doença de difícil diagnóstico, uma vez que sua manifestação tende 

a ser silenciosa e crônica (ISMAIL et al., 2010). 

A cronicidade da doença torna o patógeno persistente dentro do 

rebanho, o que acarreta elevados prejuízos de ordem econômica para a 

pecuária leiteira. Perdas econômicas com a redução na produção de leite, 

descarte do leite, queda no valor do animal e custos veterinários e laboratoriais 

têm 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 

número de casos nos rebanhos de todo o mundo. Entre essas medidas estão a 

desinfecção do teto e o tratamento terapêutico fora do período de lactação. 
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Ainda assim, o que se tem notado é que mesmo com esses cuidados a mastite 

bovina é um grande problema (KHAN et al., 1998; KERRO DEGO et al., 2002). 

Staphylococcus spp. é reconhecido em todo o mundo como uma das 

principais causas, em especial Staphylococcus aureus, que representa o 

microrganismo de maior ocorrência (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 são infectadas com S. aureus (KHAN et 

al., 1998; GOMEZ et al., 2007). No Brasil, Sá et al. (2004) observaram que 17% 

das mastites clínicas e 76,5% das mastites subclínicas, são causadas por 

Staphylococcus spp., enquanto Martins et al. (2010) constataram 21,5% de 

S. aureus em casos de mastite subclínica e em 44,0% dos casos de mastite 

clínica. 

Além de S. aureus outras espécies de Staphylococcus produtores de 

coagulase (SCP) e espécies de Staphylococcus coagulase negativa (SCN) 

podem ser causadores da doença. 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 variação do padrão de infecção observada em diversos estudos 

parece estar associada a infecções causadas por diferentes estirpes (KERRO 

DEGO et al., 2002; ZECCONI et al., 2006). Foi observado por alguns autores, 

em diferentes países, que apenas algumas estirpes de S. aureus são 

responsáveis por muitos casos de mastite bovina, estando elas amplamente 

distribuídas, o que parece facilitar a difusão do patógeno 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 características do microrganismo e a 

susceptibilidade do animal parecem influenciar a persistência de um 

determinado patógeno dentro da propriedade. Dessa forma, a epidemiologia 

das infecções intramamárias depende do agente etiológico 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 neutrófilos polimorfonucleados. Porém, apenas essa defesa 
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não é suficiente para prevenir completamente a infecção por duas razões: 

deficiência na proteção das células hospedeiras e produção de fatores de 

virulência pelo microrganismo (KERRO DEGO et al., 2002; BANKS et al., 

2003). Além disso, Park et al. (1993) observaram que a infecção intramamária 

causada por S. aureus  apresenta uma resposta linfocitária reduzida, o que 

sugere que esta redução se deve à produção desses fatores de virulência 

(PICCININI et al., 1999; STILES et al., 2005a, b; BOYNUKARA et al., 2008). A 

presença deles tem sido reconhecida por alguns autores (FERRY et al., 2005; 

VANCRAEYNESTE et al., 2006; ZECCONI et al., 2006), que descrevem a 

produção de  diferentes enzimas extracelulares e exotoxinas estafilocócicas. 

 

2.6 Exotoxinas estafilocócicas 

 

Staphylococus spp. têm sido extensivamente estudado pela produção de 

diversos fatores de virulência. Dentre eles, as exotoxinas estafilocócicas. Essas 

exotoxinas são representadas por enzimas e citotoxinas as quais incluem 

hemolisinas, nucleases, proteases, lípases, leucocidinas, hialuronidases e 

colagenases. Adicionalmente, algumas estirpes produzem ainda uma ou mais 

das seguintes toxinas: toxinas esfoliativas (TE), toxina da síndrome do choque 

tóxico (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 pirogêni-

cas, conhecidas também como superantígenos. São as toxinas responsáveis 

pela síndrome do choque tóxico, casos de doenças veiculadas por alimentos, 

processos alérgicos e doenças autoimunes (DINGES et al., 2000; MICCORMICK 

et al., 2001). 

As toxinas pertencentes à família dos superantígenos apresentam 

relação filogenética, estrutura, função e sequência homóloga comum, caracte-

rística esta, estimada pela análise da sequência de nucleotídeos dos genes 

que as codificam (BALABAN; RASOOLY, 2000; CREMONESI et al., 2005; 

DEURENBERG et al., 2005).  
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A atividade desses superantígenos inclui a destruição do tecido e a 

proteção da bactéria contra a resposta imune do hospedeiro, além do estímulo 

exagerado de células T e citocinas (KERRO DEGO et al., 2002). 

 

2.6.1 Toxinas esfoliativas 

 

As toxinas esfoliativas (TE) são 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 móveis como fagos, plasmídeos 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 fisiológicas e 

biológicas, sendo responsáveis pela síndrome da pele escaldada em crianças 

(TEA e TEB), flegmão em equino (TEC) e abcessos cutâneos no homem (TED) 

(ALOUF; MULLER-ALOUF, 2003; YAMASAKI et al., 2006). 

S. aureus produtores de TE são frequentemente encontrados em 

isolados clínicos humanos, enquanto seu isolamento de amostras animais é 

pouco relatado (HAYAKAWA et al., 1998; ALOUF; MULLER-ALOUF, 2003). 

Aproximadamente 5% dos isolados de S. aureus de amostras clínicas são 

produtores dessas toxinas, com algumas variações entre diferentes autores. 

Em estudos sobre isolados de animais foram observados a predominância de 

TEA. Adesiyun et al. (1991) reportaram a produção 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 produção de TEA em 2 e 1% dos 

isolados, respectivamente, não sendo detectada em nenhum dos isolados TEB. 

Essas toxinas embora sejam produzidas por algumas estirpes de 

Staphylococcus, não são associadas a casos de intoxicações alimentares e a 

mastite bovina. No entanto, nesse último caso, sua atividade como 

superantígeno pode reduzir a resposta imune do hospedeiro favorecendo a 

perpetuação da doença. 
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2.6.2 Toxina da síndrome do choque tóxico 

 

A TSST-1 foi identificada em 1981 por dois grupos de pesquisadores 

que a caracterizaram como uma proteína secretada por S. aureus. Atualmente, 

é definida como proteína altamente resistente às proteases e à desnaturação 

térmica e são 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 homogênea com pequeno efeito enterotoxigênico em primatas e 

presença de atividade superantigênica (BUONPANE et al., 2005; STILES et al., 

2005a; HALE et al., 2006). Pela atividade de superantígeno, sua liberação na 

corrente sanguínea pode levar a uma variedade de sinais clínicos, como 

exantema, hipotensão, febre e disfunção multissistêmica, sendo referidos como 

síndrome do choque tóxico. Esta síndrome foi primeiramente descrita por Todd 

et al. (1978), sendo associada a mulheres em períodos menstruais, que 

usavam absorventes internos e a crianças contaminadas com cepas toxigênicas 

de S. aureus. Foi reconhecida como uma das maiores doenças sistêmicas não 

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 síndrome 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 são 

produtores dessa toxina. O gene produtor (tst-1) é cromossomal e está ligado a 

um elemento genético acessório, ausente em amostras TSST-1 negativas 

(NOVICK et al., 2001; WARNER; ONDERDONK, 2004). 

O tst-1 está presente em cerca de 70% de S. aureus isolados de 

pacientes com a síndrome do choque tóxico (DEURENBERG et al., 2005). No 

entanto, a avaliação da presença de anticorpos no sangue de indivíduos com e 

sem a síndrome do choque tóxico, demonstra concentração mais baixa de 

anticorpos em indivíduos com a doença quando comparados com indivíduos 
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que não desenvolveram a doença. As concentrações inferiores de anticorpos 

contra a toxina pode ser um fator que favorece o desenvolvimento do choque 

tóxico naqueles pacientes (HAYAKAWA et al., 2000). 

Embora os principais trabalhos tenham demonstrado a presença de tst-1 

em isolados humanos (TSEN et al., 1998; DEURENBERG et al., 2005), a 

presença desse gene foi verificada também em isolados animais, incluindo 

isolados de leite de vacas com mastite e leite cru. Nestes isolados, verificou-se 

a associação desse gene com os genes das enterotoxinas estafilocócicas, 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 estafilocócicas 

 

As enterotoxinas estafilocócicas (EE) foram inicialmente descritas em 

1959, e foram definidas como uma série de proteínas extracelulares produzidas 

primariamente por algumas estirpes de S. aureus. Atualmente, são caracteriza-

das como proteínas de baixo peso molecular (26.900 a 29.600 Da), resistentes 

a inativação por proteases intestinais, como a pepsina, além de serem 

termorresistentes. Alguns estudos já demonstraram a resistência térmica e a 

persistência de atividade biológica quando submetidas aos tratamentos 

térmicos: 121 ºC/3 min., 121 ºC/8 min., 121 ºC/11 min. e 121 ºC/28 min. Portanto, 

podem ser detectadas nos alimentos na ausência do microrganismo. Trata-se 

do maior grupo sorológico de exotoxinas termoestáveis (DINGES et al., 2000; 

CREMONESI et al., 2005; PELES et al., 2007). Esta estabilidade térmica parece 

ser dependente das características do meio em que a toxina está presente, ou 

seja, pH, concentração de sal e outros fatores ambientais relacionados à 

desnaturação das toxinas (BALABAN; RASOOLY, 2000). 

O termo enterotoxina é associado à capacidade em produzir êmese. 

Porém, enterotoxinas recentemente descritas possuem baixa capacidade 

emética, o que aumentou a discussão se realmente essas substâncias podem 

ser incluídas 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 êmese podem ser denominadas como enterotoxinas. 
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Aquelas enterotoxinas que não possuem essa capacidade ou que ainda não 

foram testadas quanto à capacidade emética devem ser referidas como 

superantígenos semelhantes às enterotoxinas estafilocócicas. Esses autores 

recomendaram que para as novas enterotoxinas descritas e que ainda não foi 

comprovado seu potencial emético, inclua-se na sua denominação a letra “L”, 

por exemplo: SELQ; caso seu potencial emético seja comprovado retira-se a 

letra “L”, ficando então classificada como SEQ.  

As EE são divididas em enterotoxinas clássicas (SEA-SEE) e novas 

enterotoxinas (SEG-SEU), cujos genes já 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 plasmídeos (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 estão 

agrupados em um cluster denominado egc (cluster genômico 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 não estejam distribuídos uniformemente entre as estirpes. 

Em um estudo da distribuição de seg e sei, os quais codificam SEG e 

SEI, respectivamente, foi verificado que esses genes são 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 região intergênica localizada entre sei 

e seln pode codificar outro superantígeno, denominado SElU (BANIA et al., 

2005).  

Segundo Chen et al. (2004), a sequência do espaço intergênico das 

enterotoxinas SEG e SEI indicam três 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 doenças de orgem 

alimentar ainda não está 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 ação no trato digestório provoca intoxicações e ainda podem 

agir como superantígenos por promover a estimulação não específica de 

células T. Apesar de essas atividades estarem localizadas em domínios 

diferentes e atuarem em diferentes tecidos no hospedeiro, observa-se uma alta 

correlação entre elas e, em muitos casos, a perda da atividade de superantí-

geno resulta na perda da atividade enterotoxigênica (BALABAN; RASOOLY, 

2000; STILES et al., 2005a; GOMEZ et al., 2007).  

 

2.6.3.1 Enterotoxinas clássicas e novas enterotoxin as 

 

Dentre as enterotoxinas clássicas, a EEA é mais frequentemente 

associada a doenças de origem alimentar. Trata-se de toxina cujo gene (sea) é 

composto de 771 pares de bases, responsável pela síntese de 257 aminoá-

cidos. Seu gene é carreado por um bacteriófago e análises de hibridização do 

DNA do fago transportador sugerr que este fago esteja integrado ao cromos-

somo bacteriano por circularização e cruzamento recíproco. Há três isoformas 

de EEA com três diferentes pontos isoelétricos, o que sugere variação e modifi-

cação após a tradução (SOARES et al., 1997; BALABAN; RASSOLY, 2000). 

A produção de EEB deve-se à presença de seb, o qual é cromossomal 

em amostras clínicas e plasmidial em outros isolados. Neste caso, o gene é 

carreado por um plasmídeo com 750 kb (SOARES et al., 1997). O gene sec 

também é cromossomal e codifica a produção de uma toxina (EEC) formada 

por um grupo de proteínas altamente conservadas, com uma significativa 

reatividade imunológica cruzada. Possui três subtipos distintos antigenica-

mente: EEC1, EEC2 e EEC3. O sec3 contém 801 pares de bases e codifica uma 

proteína com 267 aminoácidos. EEC3 difere das EEC1 e EEC2 em quatro e 

nove aminoácidos, respectivamente (SOARES et al., 1997, DINGES et al., 

2000). 

EED é considerada a segunda toxina mais comum associada a doenças 

de origem alimentar, sendo o gene (sed) localizado em um plasmídeo, que 

também carreia genes de resistência para penicilina e cádmio. Esse gene 

codifica uma proteína com 258 aminoácidos (SOARES et al., 1997). 
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O gene para EEE codifica uma proteína com 29 kDa e compartilha uma 

sequência homóloga com EEA. Além disso, a sequência de DNA indica que 

EEE, EED e EEA possuem relação próxima, cuja homologia é 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, são também 

caracterizadas como moléculas pequenas de natureza protéica e que compar-

tilham com as enterotoxinas clássicas características bioquímicas e estrutural 

semelhantes (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Propriedades gerais das enterotoxinas estafilocócicas 
 

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 Não deteminada 

EELK 26.000 7-7,5 Não determinada 

EELL 26.000 8,2 Não 

EELM 24.800 6,0 Não determinada 

EELN 26.100 6,2 Não determinada 

EELO 26.700 5,8 Não determinada 

EELP 27.000 6,6 Não determinada 

EELQ 25.000 6,7 Não  

EER 27.000 8,6 Sim 

EELU 27.000 6,2 Não determinada 

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

As novas enterotoxinas localizadas no cluster egc apresentam atividade 

superantigênica e as EELK, EELL, EELM, EELN, EELO e EELP possuem 

importante função tanto nas intoxicações alimentares como nas síndromes 

clínicas (CHIANG et al., 2008). Para essas novas enterotoxinas, foi observada 
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homologia variável: 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 sequência de amino-

ácidos primários, e com base nesta homologia essas exotoxinas podem ser 

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

  

 
                                  Fonte: Thomas et al. (2007). 
 

Figura 1 – Divisão das enterotoxinas em quatro diferentes grupos. 
 

 

2.7 Atividade superantigênica das enterotoxinas est afilocócicas 

 

As proteínas extrabacterianas que contribuem para a virulência de 

Staphylococcus podem ser divididas em cinco grupos: proteínas de adesão, 

superantígenos, toxinas formadoras de poros, proteases e proteínas com ativi-

dade ADP ribosil. Podem ser consideradas também como participantes desse 

grupo, as hemolisinas, as leucocidinas, as toxinas exfoliativas e as toxinas 

superanti-gênicas (BRONNER et al., 2004; ZECCONI et al., 2006; TAPONEM; 

PYORALA, 2009). 

Os superantígenos estafilocócicos são descritos como um grupo de 

proteínas pirogênicas de alto peso molecular e que possuem em comum a 

capacidade de ativar os linfócitos T CD4 e CD8. Vários desses superantígenos 

vêm são descritos, dentre eles as enterotoxinas, a toxina associada à síndrome 

do choque tóxico, as leucotoxinas e a proteína A, sendo os dois primeiros os 
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mais bem caracterizados quanto à sua capacidade em causar doenças e suas 

características estruturais e imunológicas (FRASER et al., 2000;  D’SOUZA et 

al., 2003; PETERSON et al., 2004).  

As enterotoxinas, assim como qualquer outro superantígeno, afetam 

uma variedade de células inflamatórias e do sistema imune, como, macrófagos, 

eosinófilos, células epiteliais, além dos linfócitos T e B. Em vários estudos foi 

demonstrada a capacidade dessas moléculas em promover a proliferação de 

células T, causarem apoptose e produzirem citocinas (BACHERT et al., 2002; 

ALOUF; MULLER-ALOUF, 2003).  

A liberação de grandes quantidades de interleucina 2 (IL-2), inteferon ϒ 

(IF- ϒ) e fator de necrose tumoral (TNF) por esses superantígenos levou ao 

uso de algumas enterotoxinas como agentes terapêuticos no tratamento de 

neoplasias. Seu uso torna-se, porém, restrito pelo fato de provocar êmese, 

sendo essa atividade em decorrência da estrutura circular formada por meio de 

pontes dissulfídicas (JOHNSON; MAGAZINE, 1988; KRAKAUER, 1999; 

BOYNUKARA et al., 2008; HUI et al., 2008). Outro fator que parece contribuir 

para esta atividade emética é a ativação de mastócitos e a liberação de 

leucotrienos (KRAKAUER, 1999; STILES; KRAKAUER, 2005). 

A febre observada com a ingestão de alimentos contaminados com 

enterotoxinas resulta da liberação massiva de interleucina-1 (IL-1) e TNF 

liberados pelos macrófagos. Essas citocinas são pirógenos endógenos e 

induzem febre por ação no hipotálamo (KRAKAUER, 1999). Os efeitos 

observados pela ação das enterotoxinas, no entanto, dependem não apenas da 

colonização bacteriana, uma vez que nem todas as espécies de 

Staphylococcus são produtoras de enterotoxinas, mas também do hospedeiro, 

do microrganismo e das condições ambientais (ULRICH, 2000).  

Dentre as enterotoxinas estafilocócicas, Dauwalder et al. (2009), obser-

varam que as enterotoxinas A e G são capazes de induzir a liberação de fator 

de necrose tumoral em 24 horas. Já Balaban e Rasooly (2000) e Novick et al. 

(2001) afirmaram que a atividade mitogênica das enterotoxinas estafilocócicas 

depende da indução de interleucinas que estão intimamente envolvidas com o 

mecanismo de toxicidade dessas toxinas. Além disso, essas enterotoxinas 

possuem atividade citotóxica em células endoteliais, capazes de causarem 

coagulação intravascular disseminada e trombocitoenia (NOVICK et al., 2001). 
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Tem sido atribuída à EEA uma grande afinidade com os receptores de 

células T. Esta afinidade deve-se, em parte, à associação estável entre a toxina 

e o MHC (complexo maior de histocompatibilidade), classe II, presente nas 

células apresentadoras de antígenos, por meio de dois sítios de ligação 

(D’SOUZA et al., 2003).  

Em outros estudos foi observada a correlação entre o aumento das 

concentrações séricas de IL-1, IL-2, TNF e IF-γ com a presença de enterotoxina 

B (KRAKAUER, 1999). Além disso, a produção dessas enterotoxinas parece 

contribuir para a persistência e patogenicidade do microrganismo 

(BOYNUKARA et al., 2008). 

 

2.8 Intoxicações estafilocócicas 

 

As doenças associadas à ingestão de alimentos contaminados são 

definidas, segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), como doenças de 

natureza infecciosa ou tóxica causadas por microrganismos e, ou, suas toxinas 

presentes nos alimentos. Possuem um grande impacto quando envolvem a 

inocuidade alimentar, os fatores econômicos e a exportação e importação de 

alimentos entre os países (LE LOIR et al., 2003; GLYNN et al., 2006). 

Atualmente, mais de 250 doenças de origem alimentar são descritas 

como causadas por diferentes patógenos e que ocasionam prejuízos econômi-

cos na ordem de bilhões de dólares (LE LOIR et al., 2003). Nos Estados 

Unidos, cerca de seis a 80 milhões de pessoas são acometidas por ano, com a 

ocorrência de óbitos de nove mil pessoas e um gasto de cinco bilhões de 

dólares. Nesse mesmo país, estima-se que cerca de 25% das doenças veicu-

ladas por alimentos sejam causadas por intoxicações estafilocócicas, e são a 

segunda causa principal de doenças de origem alimentar (BALABAN; 

RASOOLY, 2000). Neste caso, toxinas microbianas estão envolvidas, desta-

cando-se as enterotoxinas estafilocócicas. Staphylococcus spp. mais predomi-

nantemente S. aureus, estão mais comumente envolvidos, ou por ser o de 

maior incidência 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 é evidenciada pela presença de vários casos envolvendo as 
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enterotoxinas estafilocócicas. 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 concentração de enterotoxina necessária para causar a doença é 

muito pequena, sendo a dose para promover vômitos em macacos de cerca de 

5 a 20 µg/animal. Além de vômitos, observam-se também náuseas, dores 

abdominais e diarreia. Esses sinais podem surgir após quatro horas de inges-

tão e permanecer por até 48 horas. Trata-se de intoxicação não letal, e os 

casos mais graves envolvem idosos, crianças e imunossuprimidos (BERGDOLL, 

1967; BALABAN; RASOOLY, 2000; STILES et al., 2005a).  

A severidade da doença depende também do tipo de enterotoxina 

presente, com variação 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 intoxicações estafilócocicas 

se devem à presença de enterotoxinas clássicas (EEA – EEE) e 5% a presença 

das novas enterotoxinas. 

Balaban e Rasooly (2000) e Stiles et al. (2005b) verificaram a presença 

da EEA como sendo a mais comum em diversos alimentos analisados. Já 

Normano et al. (2005) verificaram a presença tanto da EEA e da EED, sendo a 

quantidade de EEA necessária para causar uma intoxicação de, aproximada-

mente, 100 ηg. Chen et al. (2004) observaram a predominância dos genes seg, 

seh e sei, e a não identificação de nenhum gene para as enterotoxinas clássi-

cas em doenças alimentares investigadas.  

Em Minas Gerais, Brasil, Carmo et al. (2004) detectaram a presença 

apenas da EEA em um surto que envolveu oito mil pessoas. Neste surto, 

observou-se predominância de indivíduos acima de 65 anos e crianças 

menores de cinco anos, observando-se em alguns casos os sinais clínicos de 

gastroenterite aguda em poucas horas, após o consumo dos alimentos 

contaminados. Embora as enterotoxinas e seus respectivos genes tenham sido 

descritos, seu papel nas doenças alimentares ainda não está bem claro para 

muitas delas. 
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2.9 Uso da reação em cadeia da polimerase (PCR) par a detecção de genes 

de enterotoxinas estafilocócicas 

 

O diagnóstico das intoxicações estafilocócicas é realizado a partir dos 

sinais clínicos e da presença das enterotoxinas nos alimentos. Além disso, a 

análise microbiológica do alimento associado a testes bioquímicos para as 

bactérias isoladas, produção de coagulase, hemólise em ágar sangue ou 

produção de termonuclease são frequentemente utilizados. No entanto, essas 

técnicas apresentam desvantagens quando se considera a dinâmica natural 

das infecções, resíduos de tratamento com antibiótico e alta concentração de 

leucócitos que inibem o crescimento bacteriano in vitro (CREMONESI et al., 

2005). 

Por isso, técnicas mais rápidas e sensíveis vêm sendo desenvolvidas ao 

longo dos últimos anos. Dentre essas técnicas destacam-se os testes imunoen-

zimáticos como o teste de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) e o 

teste de aglutinação em látex e mais recentemente as técnicas moleculares 

(CREMONESI et al., 2005; LONCAREVIC et al., 2005). 

Os testes de imunoensaios são os mais utilizados para detectar a 

presença das enterotoxinas em um alimento. Porém, o fato desses testes 

detectarem apenas as enterotoxinas clássicas, tem levado ao uso crescente 

das técnicas moleculares, as quais permitem amplificar genes em estirpes 

potencialmente enterotoxigênicas (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 detecção do ácido nucleico tem sido bastante útil para a identificação de 

genes de enterotoxinas estafilocócicas (EEs).  

Métodos de PCR baseiam-se na amplificação e detecção de uma 

sequência de ácidos nucleicos específica para o patógeno de interesse ou 

mesmo para um gênero bacteriano especifico (GLYNN et al., 2006). 

O desenvolvimento da PCR na década de 1980 possibilitou a síntese de 

fragmentos de DNA pelo uso da enzima DNA-polimerase. Esta enzima sintetiza 

uma sequência complementar de DNA, a partir de um pequeno fragmento, 

denominado primer ligado ao DNA no ponto escolhido para o início da síntese. 
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O resultado final é a amplificação de uma deteminada sequência de DNA com 

bilhões de cópias (NOVAIS; ALVES, 2004). 

O uso do DNA como molécula-alvo para testes moleculares se deve ao 

fato de se tratar de molécula estável, além de ser isolada de forma relativa-

mente simples de uma variedade de amostras biológicas. Já a molécula de 

RNA, embora seja uma alternativa para testes envolvendo ácidos nucleicos, 

trata-se de molécula facilmente degradada, particularmente quando o microrga-

nismo está morto, o que faz com que a manipulação com este alvo seja mais 

difícil comparado com a molécula de DNA (GLYNN et al., 2006). 

O teste de PCR vem sendo descrito em numerosos trabalhos para a 

identificação de genes de alguns patógenos e das enterotoxinas estafilocócicas 

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). É um 

teste rápido, que pode ser realizado em horas, com alta sensibilidade e 

acurácia. Permite detectar não apenas os microrganismos viáveis, mas 

também aqueles que se encontram injuriados ou mortos após tratamento 

térmico durante o processamento do alimento. Porém, trata-se de um teste que 

permite demonstrar a presença de um ou mais genes para as EEs e não a sua 

expressão (CREMONESI et al., 2005; BOEREMA et al., 2006). 

Para a detecção de genes para as enterotoxinas estafilocócicas, um 

grande número de PCR multiplex vem sendo. Porém, em muitos desses 

estudos reações distintas têm 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 adesão  e formação de 

biofilmes 

 

  A formação de biofilmes, em decorrência da adesão microbiana em 

equipamentos envolvidos com a produção de alimentos, é uma grande 

preocupação para as indústrias 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 superfície por uma matriz extracelular formada principalmente de 

polissacarídeos. Sua formação inclui muitos passos, mas um pré-requisito é a 

adesão das células microbianas à superfície. As características físico-químicas 

da superfície da célula bacteriana contribuem no processo de adesão. Esses 

fatores incluem a hidrofobicidade, presença de polímeros extracelulares e carga 

superficial bacteriana (AZEVEDO; OLIVEIRA, 2000; OULAHAL et al., 2008). 

Além disso, outros mecanismos parecem estar envolvidos com a adesão 

e formação de biofilmes por Staphylococcus, por exemplo, a presença de um 

operon denominado ica e que representa o gene ica ADBC. Porém, apenas o 

fator genético não pode ser avaliado isoladamente, deve-se considerar também 

os fatores físico-químicos, as características do meio onde a bactéria se 

encontra, como pH, temperatura e presença de matéria orgânica, a fase de 

crescimento do microrganismo, o tempo de exposição e a concentração de mi-

crorganismos (POMPERMAYER; GAYLARDE, 2000; CHAVES, 2004; HERRERA 

et al., 2007; RODE et al., 2007). Dentre todos esses fatores, a hidrofobicidade 

da superfície bacteriana é a análise físico-química mais fácil de realizar e 

permite avaliar o grau de interação entre superfície e meio aquoso. 

Segundo van Oss e Giese (1995), a hidrofobicidade é expressa como 

energia hidrofóbica de atração e estabelece o grau de interação entre as mole-

culas de um material imerso em água.  A hidrofobicidade é definida em termos 

de energia livre de interação entre as moléculas das superfícies imersas em 

água (∆Gsas
TOT). Quando a energia livre global de interação entre as moléculas 

imersas em água é atrativa, ou seja, o valor de ∆Gsas
TOT

 é negativo,  significa 

que as moléculas do sólido têm maior afinidade entre si do que pela água. 

Assim, uma superfície hidrofóbica apresenta valores de ∆Gsas
TOT

 negativos. 

Quando a energia livre global de interação entre as moléculas de um sólido 

imerso em água é suficientemente repulsiva, ou seja, o valor de ∆Gsas
TOT

 é 

positivo, a superfície é considerada hidrofílica.  

Uma superfície que não possui grupos polares ou iônicos ou locais de 

ligação de hidrogênio, e não tem afinidade pela água é considerada hidrofó-

bica. Para que uma adesão entre duas superfícies ocorra em meio aquoso, é 

preciso que o filme de água que as separa seja removido e a hidrofobicidade 
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contribui para essa remoção. A hidrofobicidade é considerada de forma qualita-

tiva, significando que a superfície não pode ser molhada pela água. 

van Oss e Giese (1995) definiram um critério quantitativo que permite 

avaliar a hidrofobicidade de minerais, a partir da energia de coesão entre as 

moléculas da superfície imersa em água. Dentre os vários métodos usados 

para determinar a hidrofobicidade, incluem-se a adesão microbiana a hidrocar-

bonetos, a cromatografia de interação hidrofóbica, a adesão a superfícies 

hidrofóbicas, agregação por adição de sais, partição hidrofóbica num sistema 

aquoso bifásico e a medida do ângulo de contato. No entanto, o único método 

que permite determinar um valor quantitativo da hidrofobicidade é a medida do 

ângulo de contato, pois os demais fornecem apenas um valor relativo para 

comparação entre microrganismos ou superfícies (CHAVES, 2004). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Microbiologia do Leite da 

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa)-Gado de Leite, Juiz 

de Fora-MG e no Laboratório de Higiene e Microbiologia de Alimentos do 

Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Viçosa, 

Viçosa-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 Laboratório 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 seleção 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. Já 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 Caracterização fenotípica dos isolados 

 

A caracterização em Staphylococcus spp. ocorreu conforme suas 

características morfológicas e bioquímicas (ROBERSON et al., 1998; MARSHALL, 

1992). Foram classificados como S. aureus os microrganismos que se apresen-

taram na forma de cocos, reação positiva na coloração de Gram, produção de 

catalase, acetoína e produção de coagulase em plasma de coelho. Estirpes 

com essas mesmas características, porém negativas para a produção de 

acetoína, foram caracterizadas como Staphylococcus coagulase positiva e 

aquelas que não apresentaram produção de coagulase e nem de acetoína 

classificadas como Staphylococcus coagulase negativa.  

 

3.3 Recuperação das culturas bacterianas do estoque  

 

As amostras bacterianas da coleção de culturas do Laboratório de 

Microbiologia do Leite eram mantidas em frascos pequenos, contendo 1,0 mL 

de meio à base de leite desnatado, com 10% de glicerol (BRASIL, 2000). As 

culturas-estoque estavam estocadas entre -20 e -80 ºC, e identificadas de 

acordo com a ordem de entrada no laboratório. A recuperação das estirpes 

selecionadas para todas as análises foi realizada em tubos com 3,0 mL de 

caldo infusão de cérebro e coração (caldo BHI) (DIFCO), com incubação por 24 

horas, a 35 ºC. Após essa recuperação, as bactérias foram isoladas em ágar 

infusão de cérebro e coração (ágar BHI) (DIFCO), pela técnica de semeadura 

em estrias por esgotamento, de modo a garantir a obtenção de colônias puras. 

Sempre que necessário as bactérias eram reinoculadas e reincubadas às 

mesmas condições descritas acima. 

 

3.4 Caracterização morfológica em Ágar Baird Parker  e avaliação da 

produção de hemolisina em ágar sangue 

 

Uma caracterização quanto ao aspecto das colônias em um meio 

seletivo e diferencial e quanto à produção de hemolisinas não havia ainda sido 

realizada, por isso, neste trabalho foi proposta a sua realização. 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 análise morfológica das colônias e, simultaneamente, em ágar 

sangue para avaliar a possível produção de hemolisinas. 

Na análise morfológica em BP observaram-se as características das 

colônias quanto ao seu tamanho, sua coloração, seu brilho e suas atividades 

lipolítica e proteolítica. Para avaliar a produção de hemolisinas, considerou-se a 

produção de β-hemolisina e de α-hemolisina, onde se observou, respectiva-

mente, uma halo clara completa e um halo claro parcial ao redor das colônias 

isoladas em ágar sangue. 

 

3.5 Análise bioquímica pelo sistema ID 32 Staph ( bioMerieux) 

 

Utilizando-se o sistema ID 32 Staph (bioMerieux, França), avaliaram-se 

32 isolados de Staphylococcus, sendo 22 S. aureus, seis SCN e quatro SCP. 

As análises foram conduzidas de acordo com as instruções do fabricante. As 

leituras das provas bioquímicas das galerias ID 32 Staph (bioMerieux)foram 

reveladas após 24 horas de incubação, a 35 ºC. Este método é um sistema 

padronizado para a identificação dos gêneros Micrococcus, Staphylococcus e 

gêneros relacionados. Compreende 26 testes bioquímicos miniaturizados e 

uma base de dados específica. Suas interpretações são realizadas pelo software 

em sistema automatizado.  

 

3.6 Análises moleculares   

 

3.6.1 Genes pesquisados 

 

As análises moleculares incluíram a avaliação da presença 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 I (EEI), enterotoxina J (EELJ), 

enterotoxina L (EELL) e para a toxina da síndrome do choque tóxico (TSST-1), 

além de avaliar a presença para femA, de maneira a confirmar os isolados 

caracterizados bioquimicamente como S. aureus. 
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3.6.2 Extração e quantificação do DNA molecular 

 

Após a recuperação dos isolados, foi realizada a extração do DNA 

extraído, pela técnica descrita por Rosec; Gigaud (2002), com modificações. 

Essa técnica consiste na extração do DNA a partir de culturas bacterianas, 

inoculadas em 3,0 mL de caldo BHI e incubação a a 35 ºC por 24 horas. Após 

crescimento, 1,0 mL da cultura é centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos. O 

sobrenadante formado foi então descartado e o sedimento lavado com 500 µL 

de TE (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM), sendo a suspensão em seguida 

homogeneizada no vortex. Uma nova centrifugação foi feita nas mesmas condi-

ções e o sobrenadante descartado. O sedimento formado foi ressuspendido em 

200 µL de TE agitando-o no vortex. À suspensão formada acrescentou-se 

15 µL de lysostafina (1 mg/mL), seguindo-se sua incubação a 37 ºC. Após 30 

minutos de incubação, adicionou-se 10 µL de proteinase K (20 mg/mL) e 

realizou-se uma nova incubação a 60 ºC por 20 minutos. Em seguida, proce-

deu-se o aquecimento do material a 100 ºC por 10 minutos. Após dois minutos 

de centrifugação a 12.000 x g, o sobrenadante foi transferido para um tubo 

identificado e estocado a -20 ºC. 

O DNA extraído e mantido armazenado a -20 ºC foi quantificado em 

espectrofotômetro (GeneQuant Pro, Amersham Biosciences) e as concentra-

ções ajustadas em 100 ng/µL para a realização da técnica de PCR.  

 

3.6.3 Amplificação  

 

As reações 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 amplificação foi conduzida em um volume de 50 µl 

contendo 1 x PCR buffer, 2 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl2, 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, seg, seh, 

sei, selj, sell e tst-1), 100 ng de DNA bacteriano  e  água MilliQ para completar o  
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Tabela 2 – Primers para detecção dos genes que codificam enterotoxinas 
estafilocócicas 

 
Genes Primers Sequências (5' – 3') Produtos (pb) Tm 

sea 
ESA1 

ESA2 
ACG ATC AAT TTT TAC AGC              
TGC ATG TTT TCA GAG TTA ATC 

544 46,9 ºC ∗1                   

52 ºC 

seb 
ESB1 

ESB2 
GAA TGA TAT TAA TTC GCA TC           
TCT TTG TCG TAA GAT AAA CTT C 

416 49,1 ºC ∗1 

52,8 ºC 

sec 
ESC1 

ESC2 
GAC ATA AAA GCT AGG AAT TT          
AAA TCG GAT TAA CAT TAT CCA 

257 49,1 ºC∗1  

50,1 ºC 

sed 
ESD1 

ESD2 
TTA CTA GTT TGG TAA TAT CTC CTT 
CCA CCA TAA CAA TTA ATG C 

334 54,2 ºC∗1   

50,2 ºC 

see 
ESE1 

ESE2 
ATA GAT AAA GTT AAA ACA AGC AA             
TAA CTT ACC GTG GAC CC 

170 50 ºC∗1             

52,8 ºC 

seg 
ESG1 

ESG2 
ACG TCT CCA CCT GTT GAA GG        
TGA GCC AGT GTC TTG CTT TG 

400 59,4 ºC∗1          

57,3 ºC 

seh 
ESH1 

ESH2 

TCA CAT CAT ATG CGA AAG CAG 

TAG CAC CAA TCA CCC TTT CC 
357 

55,9 ºC∗1 

57,3 ºC 

sei 
ESI1 

ESI2 

TGG AAC AGG ACA AGC TGA AA 

TAA AGT GGC CCC TCC ATA CA 
467 55,3 ºC∗1           

57,3 ºC 

selj 
ESJ1 

ESJ2 

CAGCGATAGCAAAAATGAAAC A 

TCT AGC GGA ACA ACA GTT CTG A 
426 54,7 ºC∗1           

58,4 ºC 

sell 

 

tst-1 

SEL-F 

SEL-R 

TSST-1 

TSST-2 

CAC CAG AAT CAC ACC GCT TA 

CTG TTT GAT GCT TGC CAT TG 

AAGCCCTTTGTTGCTTGCGAC 

AGCAGGGCTATAATAAGGACTC 

240 59,7 ºC ∗3   
60,2 ºC∗4 

femA 
FEMA1 

FEMA2 

AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG 

GAT AAA GAA GAAACC AGC AG 
132 51,1 ºC ∗2 

53,2 ºC 

∗ 1 Rosec e Giraud (2002); ∗2 Mehrotra et al. (2000); ∗3 Cremonesi et al. (2005); 4 Schmitz et al. 
(1998). 

 

volume de 50 µl. A amplificação do DNA foi feita utilizando-se sete reações, 

cada uma com dois pares de primers (seg e femA, seh e sei, seb e sell, sea e 

sed, sec e see), com exceção da selj  e da toxina da síndrome do choque 

tóxico, que foram analisadas isoladamente. 

Todas as amplificações 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 (desnaturação a 94 ºC/30seg. - anelamento 

a 57 ºC/30 s - extensão a 72 ºC/30seg.), com o término da reação a 72 °C por 

10 minutos.  
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Como controles positivos para as reações de PCR foram utilizadas 

estirpes-padrão, com genótipo conhecido (Tabela 3), e como controle negativo 

utilizou-se água bidestilada. 

 
Tabela 3 – Identificação das estirpes utilizadas como controle e seus respec-

tivos genótipos 
 

Controles Positivos Genótipos 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 amplificação foram analisados por eletro-

forese em gel de agarose (1,8%), após coloração com brometo de etídio. Os 

geis foram fotografados sob luz ultravioleta em fotodocumentador Eagle Eye 

Stratagene Co. (Figura 2). 

 
 
Figura 2 – Fotodocumentador Eagle Eye Stratagene Co. onde os geis foram 

fotografados. 
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3.7 Hidrofobicidade da superfície dos isolados  

 

3.7.1 Seleção das estirpes avaliadas 

 

Dentre as 264 estirpes de Staphylococcus spp. avaliadas para a 

presença de genes de enterotoxinas (EE) e do tst-1, 30 foram analisadas 

quanto à sua hidrofobicidade. Para isso, selecionaram-se estirpes com 

ausência ou presença de genes para as exotoxinas. A escolha dos isolados 

com presença para genes de exotoxinas foi feita de maneira a abranger todas 

as diferentes exotoxinas presentes, o que resultou na seleção de 17 isolados 

de leite de tanque refrigerado e 13 de leite de vacas com mastite. Além disso, o 

número de rebanhos contemplados foi de 27. 

 

3.7.2 Preparo das suspensões 

 

Para cada uma das 30 estirpes escolhidas, preparou-se suspensão de 

células contendo 1,0 x 107 Unidades Formadoras de Colônias (UFC)/mL, as 

quais foram produzidas em duas repicagens consecutivas em caldo BHI 

(Merck), com incubação a 32 oC por 24 horas. O número de microrganismos 

nas suspensões foi determinado pela técnica de espalhamento em superfície, 

em Agar-padrão para contagem (PCA) (Merck), seguido de incubação por 

32 oC por 24 horas.  

 

3.7.3 Medição do ângulo de contato 

 

A medição do ângulo de contato entre a superfície bacteriana e três 

líquidos com diferentes polaridades (água, formamida e  α-bromonaftaleno) foi 

realizada sobre uma camada de células vegetativas usando-se o aparelho 

Goniômtero (Kruss, Germany), conforme metodologia proposta por Busscher et 

al. (1984).   

Após a ativação das estirpes selecionadas em caldo BHI de forma a 

obter 1,0 x 107 UFC/mL, 30 mL dessa suspensão foram centrifugados a 

12.000 g por 10 minutos, sendo em seguida lavada por três vezes em tampão 

fosfato salino (PBS) 0,1 M. A massa celular foi ressuspendida no mesmo 
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tampão, sendo depositada sobre um filtro de membrana de acetato celulose de 

0,45 µm de poro e 47 mm de diâmetro, usando-se uma bomba de vácuo para 

filtração. Foram adicionados 30 mL de água ultrapura no momento da filtração. 

Para padronizar o conteúdo de umidade, os filtros foram transferidos para 

placas de Petri contendo 1% de ágar (p/v) e 10% de glicerol (v/v).  As Mem-

branas foram cortadas em três partes sendo cada usada para medição do 

ângulo de contato com cada liquido diferente.  

 

3.7.4 Análises dos resultados 

 

Os componentes da tensão interfacial da superfície bacteriana nas 

condições avaliadas foram determinados pela seguinte equação (Equação 1):  
 

                        )(2)cos1( 1
+−−+ ++=+ lsls

LW
l

LW
s γγγγγγγθ                  Equação 1 

  
Para determinar as três componentes da tensão interfacial da superfície 

bacteriana foi necessário determinar o ângulo de contato (θ), formado entre a 

superfície bacteriana, e cada um dos três líquidos de polaridades diferentes 

(Figura 3). 

 
                                 Fonte: van Loosdrecht et al. (1987). 
 

Figura 3 – Ângulo de contato (θ) entre uma gota líquida e uma superfície plana 
e horizontal. As tensões interfaciais da superfície do sólido ( Sγ ), do 

líquido em equilíbrio com o vapor ( LVγ ) e superfície/líquido ( slγ ).  
 

Com os valores contidos na Tabela 4 aplicando-se a equação 1 para cada 

um dos líquidos usados chega-se ao seguinte sistema de equações: 
 

a) 2)cos1(1,11 B
LW
s θγ +=                                                               Equação 2  

 b) )cos1(55,15)cos1(4,36049,5049,5 BWSS θθγγ +−+=+ −+          Equação 3 

c) )cos1(806,20)cos1(29510,1293,6 BFSS θθγγ +−+=+ −+           Equação 4 
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Tabela 4 – Componentes da tensão de interfacial de líquidos a 25 oC  
 

Líquido 
Tensão Interfacial (mJ/m 2) 

γl 
Tot γl 

LW γl 
+ γl 

- 

α-Bromonaftaleno 44,4 44,4 0,0 0,0 

Água 72,8 21,8 25,5 25,5 

Formamida 58,0 39,0 2,28 39,6 

 

Pela resolução destas três ultimas equações (2, 3 e 4), obtém-se as três 

componentes da tensão interfacial da superfície, γs 
LW, γs

+ e γs
-, que permitem 

calcular a tensão interfacial global de uma superfície, γs
TOT:  

γγγ
LW

s

TOT

s

AB

s
+=                                                                          Equação 5 

 

                                                                          Equação 6 
 

A energia livre global de interação ∆Gsws
TOT entre as moléculas da 

superfície bacteriana imersa em água (w) é calculada pelo somatório das 

componentes apolar e polar da energia livre de interação, ∆Gsws
LW e ∆Gsws

AB  

respectivamente. 

 
GGG AB

sws
TLW
sws

TOT
sws ∆+∆=∆                                                               

Equação 7 
 

( )2LW
w

LW
s

LW
sws γγ2G −×−=∆                                                        

Equação 8 

 

( ) ( ) ( ) ( )[ ]γγγγγγγγ4G swwswwss
LW
sws

−+−+−+−+ ×+×+×+××−=∆           
Equação 9 

 

Os valores dos componentes da tensão interfacial da água (γw
LW, γw 

+ e 

γw 
–) encontram-se na Tabela 4. 

Quando o ∆Gsws
TOT foi negativo a superfície da bactéria foi considerada 

hidrofóbica (∆Gsws
TOT < 0). Ao contrário, quando o ∆Gsws

TOT foi positivo a 

superfície foi considerada hidrofílica (∆Gsws
TOT  0). 

 

3.8 Análises estatísticas 

 

Os dados foram analisados de forma descritiva utilizando-se o sistema 

de análises estatísticas para Windows SAS (SAS, 2001). As variáveis avaliadas 
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foram as características morfológicas das colônias em ágar BP, produção de 

hemolisinas em ágar sangue, identificação bacteriana pelo sistema ID32 Staph 

(bioMerieux), presença de genes para as exotoxinas e hidrofobicidade dos 

isolados. As taxas foram calculadas pelo procedimento FREQ do SAS. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

Pela análise de detecção do gene femA verificou-se que o número 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 presença do 

gene  femA, que é específico para essa espécie. Na Figura 4, observa-se a 

presença de banda específica para o gene femA em alguns isolados de 

S. aureus. A presença do gene é reconhecida pelo número de pares de bases 

(pb) que compõem o gene. Dessa forma, observamos a presença de 125 pb 

que é característico para o femA. 

                     1      2     3     4    5     M    6    7     8    9   10         

 
 
Figura 4 – Detecção do gene femA em  Staphylococcus spp. 1 a 4  e 7 a 10 = 

isolados femA positivos; 5 e 6: controle positivo (S. aureus ATCC 
19095); e M  marcador de peso molecular 100 pb. 

125 pb 
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4.1 Características morfológicas das colônias em ág ar Baird-Parker e 

produção de hemolisinas em ágar sangue 

 

As colônias típicas de S. aureus apresentam-se pretas, brilhantes, com 

diâmetros inferiores à 1,5 mm, delimitadas e com dois halos ao seu redor. 

Essas características se devem à capacidade do microrganismo em reduzir 

telurito de potássio em telureto de potássio e produzir enzimas lipolíticas e 

proteolíticas. Considerando esses aspectos associado ao fato de que o ágar 

BP possui fatores seletivos para essa espécie bacteriana, além de conter os 

agentes diferenciais telurito de potássio e gema de ovo, a enumeração de S. 

aureus isolados de leite, usando esse meio de cultura, é considerada uma 

metodologia padrão (BAIRD-PARKER, 1962). 

No presente trabalho, o número de estirpes que apresentou as 

características acima descritas está demonstrado na Tabela 5. 

 

Tabela 5 – Características morfológicas apresentadas por diferentes estirpes 
de Staphylococcus spp. em ágar Baird-Parker 

 
 Características coloniais 

Cor Tamanho Brilho Presença de 
Dois Halos 

Preta  Cinza Verde  <1,5 mm >1,5 mm Sim Não Sim Não 

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

 

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 às características 

morfológicas, observou-se que 205 (86,5%) apresentaram colônias com 

medidas típicas de S. aureus (< 1,5 mm). Desses, dez isolados (4,9%) eram 

SCP e 14 (6,8%) SCN. Em relação ao aspecto brilhante, 98,3% (233/237) 

apresentaram brilho típico, incluindo-se oito (3,3%) SCP e 22 (9,3%) SCN.  

 A presença de halos em BP indicadores da produção de lecitinase e 

atividade proteolítica ocorreu em apenas 16,4% (39/237) dos isolados. Embora 

seja considerada típica das colônias de S. aureus, essa característica foi 

verificada para um isolado (0,42%) de SCN. A coloração preta das colônias 

deve-se à redução do telurito de potássio em telureto de potássio. 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 às características das colônias em ágar BP demonstraram que 

embora bioquimicamente caracterizados como S. aureus (coloração de Gram, 

produção de catalase, acetoína e coagulase, e confirmados pela presença do 

gene femA), 165 isolados (81,3%) apresentaram pelo menos uma caracterís-

tica não típica, enquanto 18,7% (38/203) formaram colônias típicas. Resultados 

semelhantes foram relatados por Santana et al. (2006), os quais verificaram 

que 24,4% das estirpes de Staphylococcus isoladas de leite, além das 

características morfológicas típicas em ágar BP apresentadas, produziram 

também a enzima coagulase. Por outro lado, Silva et al. (2000), Gomano et al. 

(2009) e Viçosa et al. (2010) observaram que S. aureus isolados de leite 

formaram colônias típicas em 41,  53,8 e 59,3% dos casos, respectivamente. 

Nenhum isolado de SCP apresentou formação de colônias típicas em ágar BP. 

Este fato poderia ser em decorrência do alimento de origem, uma vez que 

Capita et al. (2001) verificaram uma maior correlação para SCP em vegetais e 

carne de frango. 

 Considerando-se que todos os isolados haviam sido submetidos a 

provas bioquímicas prévias e que dentre essas provas incluiu-se o teste de 

produção de coagulase, uma correlação entre morfologia típica em ágar BP e 

produção de coagulase foi realizada. Entre as 213 estirpes de Staphylococcus 

produtoras de coagulase, observou-se que 38 (17,8%) eram típicas em BP e 

175 (82,1%) atípicas. Já para Staphylococcus não produtores de coagulase, 

apenas uma (4,1%) das 24 estirpes testadas apresentou características típicas 

em ágar BP. 

Dentre as 38 estirpes coagulase positivas típicas em BP, 25 (65,8%) 

eram S. aureus isolados de leite de tanque e 13 (34,2 %) isolados de leite de 

vacas com mastite, não sendo observada característica típica para nenhum 

isolado SCP. Uma vez que a produção de coagulase é oficialmente 

considerada como parâmetro de segurança microbiológico de Staphylococcus 

em alimentos, o fato de apenas 17,8% das estirpes produtoras de coagulase 

apresentarem-se típicas em ágar BP sugere a necessidade de considerar 

colônias atípicas como estirpes potencialmente associadas a surtos de 

intoxicação alimentar. Isso porque existe correlação entre a capacidade do 
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microrganismo de produzir coagulase e sintetizar enterotoxina. Além disso, a 

baixa porcentagem de isolados típicos em BP implica no fato de que essa 

característica não é um indicador confiável para a identificação de estirpes de 

S. aureus isolados de leite. 

Quanto à produção de hemolisinas, 64,5% (153/237) dos isolados 

produziram hemólise em ágar sangue. Destes, três 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 hemolítico e que segundo Boerlin et al. (2003), a produção de 

coagulase e hemólise represente um ótimo critério para a identificação de 

S. aureus, nem todos os isolados identificados molecularmente pela presença 

de gene femA como S. aureus produziram hemolisina. Dentre as 203 estirpes 

de S. aureus avaliadas, 146 (71,9%) foram hemolíticas em ágar sangue. A alta 

porcentagem de Staphylococcus hemolítico encontrado nesse trabalho asse-

melha-se a de outros estudos. Morandi et al. (2010) detectaram produção de 

hemólise em todos Staphylococcus isolados de leite, e observaram a produção 

de β-hemólise em 54% das amostras, α-hemólise em 40% e α/β-hemólise em 

6% do isolados. Pereira et al. (2009) encontraram produção de hemólise em 

89% dos isolados de alimentos diversos, sendo observado resultados seme-

lhantes por El Jakee et al. (2008). Por outro lado, Salasia et al. (2004) encon-

traram baixa porcentagem (28,5%) de S. aureus hemolíticos em isolados de 

mastite bovina. 

 

4.2 Análise bioquímica pelo sistema ID 32 Staph ( bioMerieux) 

 

Dentre as 32 estirpes avaliadas por meio do sistema ID 32 Staph 

(bioMerieux) não foi possível identificar corretamente 15,6% (5/32) das amos-

tras (Tabela 6). Desses, dois foram confirmados por meio da detecção 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, não se observou a presença do gene femA para  
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Tabela 6 – Identificação dos isolados utilizando-se o sistema ID 32 Staph 
(bioMerieux) 

 

Amostras femA 
Sistema ID 32 Staph 

(bioMerieux) 
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 identificação diferente da obtida em 

provas bioquímicas tradicionais. Nessas, o microrganismo foi produtor da 

enzima coagulase, enquanto para o sistema o mesmo microrganismo foi 

identificado como S. chromogenes, espécie não produtora de coagulase. 

Embora nem todos os isolados tenham obtido a mesma identificação 

recebida pelos métodos tradicionais e moleculares, verificou-se alta probabili-

dade de identificação (> 80%) para a maioria das amostras (87,5%), baixa 

probabilidade (< 80%) para uma amostra (3,1%), não sendo observado o 

cálculo de probabilidade para três amostras (9,4%).  Tem se notado em alguns 

estudos, uma alta correlação entre provas bioquímicas tradicionais e sistemas 

rápidos tipo ID 32 Staph e API para a identificação 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 não 

ter sido realizada, no presente trabalho, uma identificação para espécie em 

SCN e SCP, por meio de provas bioquímicas tradicionais e, ou, moleculares, 

sugere-se que a eficiência do sistema ID 32 Staph possa ser menor. Dessa 

forma, alguns autores, têm sugerido o uso de técnicas moleculares para confir-

mação de resultados obtidos por meio de sistemas rápidos, principalmente 

quando o resultado apresenta baixa probabilidade de identificação (RENNEBERG 

et al., 1995; WIESER; BUSSE, 2000). 

Quanto ao fato de duas amostras coagulase negativas apresentarem o 

gene femA isto também já foi verificado por Veras et al. (2008) e pode ser 

justificado pelo teste de coagulase, embora específico e sensível, estar sujeito 

a variações das amostras ou não expressão gênica. 

 

4.3 Detecção de gene para a toxina da síndrome do c hoque tóxico ( tst-1) 

 

O primeiro relato da produção 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 clínicos e subclínicos 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 presença do gene não indique obrigatoriamente a produção 

da toxina e consequentemente sua presença no leite, este fato indica a possibi-

lidade da estirpe avaliada produzir a toxina. No presente trabalho foi avaliada a 

presença de tst-1. Constatou-se, a presença desse gene isoladamente (6/7) 

(Figura 5), ou em associação 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) não 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 

quais 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 não esteja envolvido em casos de intoxicações 

alimentares, o monitoramento de estirpes bacterianas potencialmente produ-

toras torna-se importante como forma de realizar um levantamento 

epidemiológico e o controle dos rebanhos brasileiros, uma vez que esse gene 

está associado com elementos genéticos móveis, o que implica uma possível 

250 pb 
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transferência horizontal desse gene para outras bactérias (CHIANG et al., 

2008). Além disso, alguns autores constataram uma associação 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 

associação, verificaram a presença simultânea do tst-1 e sec. No entanto, essa 

associação não foi encontrada nem por Karahan et al. (2009) e nem no 

presente trabalho, no qual a presença de sec foi detectada apenas em um 

isolado, sendo o mesmo ausente para tst-1.  

A associação do gene tst-1, com a presença de genes para as 

enterotoxinas estafilocócicas, indica na possibilidade desse gene estar ligado à 

patogênese 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 Detecção de genes para as enterotoxinas estafil ocócicas 

 

Dentre os 264 isolados de Staphylococcus spp., 60 (22,7%) apresenta-

ram um ou dois genes para as enterotoxinas estafilocócicas. Genes para as 

enterotoxinas clássicas em combinação com outras enterotoxinas (33,3%) ou 

isoladamente (66,7%) foram detectados em três 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 à codificação das novas enterotoxinas (seg-sell), sendo 23 isolados 

de leite de vacas com mastite e 35 de leite de tanques (Tabela 7). 

A análise de detecção dos genes que codificam as enterotoxinas, 

demonstrou predominância daqueles associados às novas enterotoxinas 

(95%). Essa predominância 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 – Distribuição dos genes para as enterotoxinas estafilocócicas dentre 
os isolados de Staphylococcus spp. 

 

Genes  

Origem e Número (%) de Isolados  

S. aureus de 
Matite                
n = 125 

S. aureus de 
LCR1                
n = 96 

SCP                       
n = 33 

SCP                 
n = 10 

Total              
n = 224 

sea 

seb 
   - 

   1(0,8) 

    - 

    1 (1,0) 

    - 

    - 

   - 

   - 

        - 

        2 (0,7) 

sec 

sed 

see 

   - 

   - 

   - 

    1 (1,0) 

    - 

    - 

    - 

    - 

    - 

   - 

   - 

   - 

        1 (0,4) 

        - 

        - 

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 

selj 

   5 (4,0) 

   2 (1,6) 

    13 (13,5) 

    1(1,0) 

    3 (9,0) 

    - 

   - 

1(10,0) 

        21 (7,9) 

        4 (1,5) 

sell    3 (2,4)     -     - -         3 (1,1) 
1Leite cru refrigerado. 
 
 

Gonano et al. (2009) também verificaram em isolados de animais 

predominância de genes para as novas enterotoxinas, não sendo observado 

sea e nem see. No entanto, em outros trabalhos é relatada a presença de 

genes para as enterotoxinas clássicas em maior frequência (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-

ções alimentares (OMOE et al., 2002; CHAPAVAL et al., 2006), e nos resulta-

dos do presente estudo não serem encontrados nenhum gene para essas 

toxinas, não exclui a possibilidade de intoxicações por estirpes carreadoras de 

outros genes. Isso pode ser afirmado, uma vez que em alguns estudos têm 

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 genótipos para os genes das enterotoxinas foram 

encontrados (Tabela 8). Para os isolados de leite de vacas com mastite obser-

varam-se oito genótipos diferentes seg, seh, sei, selj, sell, seb-seh, seg-sei, 

seg-sel, enquanto para os isolados de leite refrigerado verificou-se a presença 

de nove genótipos seb, sec, seg, seg-sei, seg-seh, seh, sei, selj e sei-tst-1. 

Observou-se prevalência de seh, seguido do seg-sei. 
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Tabela 8 – Perfis dos genótipos observados para S. aureus, SCN e SCP 
isolados de leite de vacas com mastite e de S. aureus isolados de 
leite cru refrigerado (LCR) 

 

Genótipos 
Número dos Isolados 

S. aureus 
de Mastite 

S. aureus 
de LCR SCN SCP Total 

Total dos isolados 125 96         33 10 264 

Isolados positivos 17 37 5 1 60 

seb - 1 - - 1 

sec - 1 - - 1 

seg 5 2 1 - 8 

seh 1 14 1 - 16 

sei 2 3 - - 5 

selj 2 1 - 1 4 

sell 2 - - - 2 

sei-tst-1 - 1 - - 1 

seg-sei 3 9 3 - 15 

seg-seh - 5 - - 5 

seb-seh 1 - - - 1 

seg-sell 1 - - - 1 

 

De acordo com o exposto na Tabela 8, pode-se verificar que 

combinações de genes foram encontradas para 23 (38,3%) das estirpes toxigê-

nicas, sendo que a combinação seg-sei (65,2%) foi predominante sobre as 

demais associações [seg-seh (21,7%), sei-tst-1 (4,3%), seb-seh (4,3%) e seg-

sell (4,3%)].   

Combinações 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 às 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 predominância de seg (37%), seguido de 

sei (24%) e seh (4%).  

Coexistência 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 combinações desses genes foram verificadas por Loncarevic et al. 

(2005), Katsuda et al. (2005), Freitas et al. (2008) e Zouharova e Rysanek 

(2008) e nenhuma correlação observada por Jorgensen et al. (2005). 
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A associação de seg-sei observada no presente trabalho e em outros 

estudos, pode ser atribuída à sua localização dentro do cluster egc na ilha de 

patogenicidade Tipo II vSaβ. Enquanto a ocorrência de seg e sei isoladamente, 

pode ser explicada pela existência de variações no cluster egc, pela combina-

ção de elementos móveis genéticos codificadores de genes para as enteroto-

xinas, como, por exemplo, plasmídeos e ilhas de patogenicidade presentes na 

mesma amostra (BLAIOTTA et al., 2004) ou ainda a existência de um elemento 

genético móvel diferente (OMOE et al., 2005; WANG et al., 2009) . 

Observou-se predominância para a presença de estirpes toxigênicas 

(n = 37) e para a presença de genótipos (n = 9) para os isolados de leite cru 

refrigerado (Tabelas 7 e 8). Os resultados para o número de estirpes toxigênias 

em leite de tanque (38,5%) e de vacas com mastite (21,6%) são semelhantes, 

respectivamente, aos observados por Mork et al. (2003), que observaram a 

produção 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 que codifica a toxina da síndrome do choque tóxico foi 

mais encontrado em rebanhos localizados em municípios do Estado do Rio de 

Janeiro. 

Embora os trabalhos descrevam a detecção 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 variação. 

Em estudo desenvolvido por Jorgensen et al. (2005) foi demonstrado que dife-

rentes regiões apresentaram incidências diferentes quanto a presença das EE 

ou dos genes que as codificam. Essa variação pode ser em decorrência da 

distribuição geográfica das estirpes enterotoxigênicas (LARSEN et al., 2000; 

STEPHAN et al., 2001; SILVA et al., 2005). 

Alguns autores sugeriram que a produção de toxinas pode ser mais 

frequente em isolados de maior patogenicidade do que naqueles com baixo 

grau de virulência. Este fato implica que os isolados toxigênicos não só são 

potenciais microrganismos causadores de surtos de origem alimentar, como 

também podem favorecer a persistência da bactéria no rebanho, o que contri-

bui para a cronicidade da doença (MATSUNAGA et al.,1993). 
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Tabela 9 – Distribuição geográfica dos isolados positivos para genes das 
exotoxinas 

 
Origem das Amostras Gene  Município 

Fazenda 1 sei, tst-1 Matias Barbosa, MG 

Fazenda 2 seg,sei Juiz de Fora, MG 

Fazenda 3 seg,sei Não identificado 

Fazenda 4 seg,sei Guarará, MG 

Fazenda 5 seb Engenheiro Paulo de Frontin, RJ 

 Fazenda 6 tst-1 Itaperuna, RJ 

Fazenda 7 tst-1 Conservatória, 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 Não identificado 

Fazenda 12 seh, sei Não identificado 

Fazenda 13 sec Não identificado 

Fazenda 14 seg, seh, sei Viçosa, MG 

Fazenda 15 seb, seg, seh, sei Coronel Pacheco, MG 

Fazenda 16 seg, selj  Não identificado 

Fazenda 17 selj Não identificado 

Fazenda 18 seg Não identificado 

Fazenda 19 seg, sei Pequeri, MG 

Fazenda 20 seg, sei Leopoldina, MG 

Fazenda 21 seg Não identificado 

Fazenda 22 seg, seh Matosinhos, MG 

Fazenda 23 sel, selj Matosinhos, MG 

Fazenda 24 sei Ouro Branco, MG 

Fazenda 25 seg, sell Não identificado 

Fazenda 26 seb, seg, sei Juiz de Fora, MG 

Fazenda 27 seg, sei Guarani, MG 

Fazenda 28 seg, sei Patos de Minas, MG 

Fazenda 29 seh Belmiro Braga, MG 

 

4.5 Análise da hidrofobicidade dos isolados 

 

A capacidade de adesão dos microrganismos depende de vários fatores. 

Entre eles, destacam-se as características da superfície a ser aderida, as 

características do meio de crescimento, as condições ambientais e as 



47 
 

características da célula bacteriana (SHENG et al., 2010). Quanto aos fatores 

ambientais, para Staphylococcus verifica-se influência da osmolaridade, com-

centração de glicose, condições atmosféricas e temperatura (KOUIDHI et al., 

2010). Além disso, propriedades microbiológicas, como carga superficial, apên-

dices celulares e hidrofobicidade podem aumentar a capacidade de adesão 

(BUSSCHER; WEERKAMP, 1987; HAMADI; LATRACHE, 2008; SHENG et al., 

2010). 

O caráter hidrofóbico ou hidrofílico das superfícies bacterianas pode ser 

estimado a partir da energia livre global de interação e do ângulo de contato da 

superfície bacteriana com a água. Dessa maneira, a partir de análise qualita-

tiva, ou seja, conforme a medida do ângulo de contato da superfície bacteriana 

com a água (θW), todos os isolados toxigênicos avaliados foram considerados 

hidrofílicos (Tabela 10). Isto porque, segundo critérios adotados por Azeredo 

(1998), pode-se avaliar o caráter hidrofóbico ou hidrofílico de uma superfície 

pelo valor do ângulo de contato da superfície com a água (θW). Assim, para 

ângulos superiores a 50º a superfície é considerada hidrofóbica, caso contrário, 

a superfície deverá ser considerada hidrofílica. 

Quantitativamente também todas as estirpes de Staphylococcus spp. 

avaliadas foram confirmadas como sendo hidrofílicas, uma vez que todos os 

isolados apresentaram energia livre global de interação ∆Gsas
TOT > 0 

(Tabela 11). Esses valores permitem quantificar a hidrofobicidade e foram 

calculados de acordo com as equações apresentadas no item 3.5.  

Dessa forma, o que se nota nesse trabalho é a presença de uma corre-

lação entre o critério quantitativo e qualitativo de avaliação 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 caráter de hidrofobicidade não 

pode ser levado em consideração para avaliar o potencial de adesão de uma 

bactéria. Primeiro, porque a medição do ângulo de contato com a água é uma 

técnica que indica qualitativamente apenas a natureza hidrofóbica ou não da 

superfície celular e que, além disso, tem gerado discussão entre diferentes 

autores, pelo fato de tratar-se de uma metodologia, que, em geral, não tem boa 

correlação com outros testes (HAMADI; LATRACHE, 2008) 
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Tabela 10 – Ângulo de contato da superfície de isolados de Staphylococcus 
spp. com água (ΘA), formamida (ΘF) e α-bromonaftaleno (ΘB) 

 
Amostras ΘA ΘF ΘB 

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 formação do 

biofilme é necessário conhecer também outras características físico-químicas 

da superfície bacteriana, como a presença de lipopolissacarídeos, proteínas e 

exopolímeros que variam em quantidade com as condições de crescimento e 

de estirpe para estirpe (STREVETT; CHEN, 2003). Assim, torna-se interes-

sante um estudo mais aprofundado desses fatores, para uma possível correla-

ção entre formação de biofilmes e patogênese da mastite, já que, segundo 

Vasudevan et al. (2003), a formação de biofilmes por S. aureus favorece a 

virulência do microrganismo. 
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Tabela 11 – Valores das componentes apolar (∆Gsws
LW) e polar (∆Gsws

AB) da 
energia livre global de interação (∆Gsws

TOT) das superfícies de S. 
aureus toxigênico 

 
Energia livre global de interação (mJ/m 2) 

Amostras ∆Gsws
LW ∆Gsws

AB ∆Gsws
TOT 

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 CONCLUSÕES 

 
 

 

- Staphylococcus aureus nem sempre apresentam características típicas 

em Agar Baird-Parker. 

- Há uma predominância de Staphylococcus spp. hemolíticos isolados de 

leite. 

- Sugere-se que o gene para TSST-1 não esteja envolvido com a pato-

gênese da mastite.  

- Houve uma maior frequência na identificação de genes que codificam 

as novas enterotoxinas (seg – sell). 

- As superfícies de estirpes toxigênicas e não toxigênicas apresentaram 

caráter hidrofílico, indicando que em contato com superfícies hidrofóbicas 

possuem maior capacidade de adesão do que em contato com superfícieis 

hidrofílicas 
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