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RESUMO GERAL

A contaminacdo do leite in natura por Staphylococcus aureus € uma preocupacdo de salde
publica devido o seu potencial em produzir enterotoxinas e fatores de viruléncia. Objetivou-se
com esse estudo detectar genes que codificam para enterotoxinas produzidas por
Staphylococcus aureus isolados de leite cru proveniente de tanques de expansao comunitarios
no Estado de Alagoas. As estirpes foram cedidas pelo laboratério de Inspecdo de Leite e
Derivados da Universidade Federal de Alagoas. As 39 amostras foram anteriormente
submetidas a provas bioquimicas dentre elas o teste da coagulase e posteriormente
identificadas e armazenadas a -20°C. Foram reativadas e submetidas a reacdo em cadeia
polimerase (PCR) utilizando primers especificos. Dentre as 39 estirpes de Staphylococcus
coagulase positiva submetidas a pesquisa do gene Nuc, 69,2% (27/39) foram identificados
como Staphylococcus aureus pela técnica da (PCR). Das 27 amostras de Staphylococcus
aureus submetidos a pesquisa de enterotoxinas classicas Seb, Sec e See e as novas toxinas
Seh e Sei, 18,51% (5/27) foram positivas para gene de enterotoxinas, sendo que 0s
fragmentos de genes envolvidos na sintese de enterotoxinas classicas Seb, Sec e See e as
novas toxinas Sei, ndo foram amplificados em nenhum dos isolados, apenas fragmentos de
gene envolvido na sintese Seh foi amplificado. Os fragmentos dos genes envolvidos na sintese
de a-hemolisina amplificaram 81,5% (22/27). E para B-hemolisina amplificaram 51,8%
(14/27). Conclui-se com esse estudo, que o alto percentual de Staphylococcus aureus com a
presenca de genes capaz de produzir enterotoxinas estafilococicas encontradas no leite cru, é
um indicativo de riscos para saude publica, devido o seu potencial para a producdo de
enterotoxinas termoestaveis que ndo sdo eliminadas durante os processos térmicos da
industria, podendo causar intoxicacdo alimentar. Staphylococcus aureus com a presenca do
gene capaz de produzir as enterotoxinas estafilocdcicas no leite cru indica uma alta

probabilidade de producéo da mesma.

Palavras-chaves: Salude publica, PCR, Toxinas, Termoestabilidade



ABSTRACT GENERAL

The contamination of fresh milk by Staphylococcus aureus is a public health preoccupation
due to their potential to produce enterotoxin and virulence factors. The objective of this study
was to detect genes encoding for enterotoxins produced by Staphylococcus aureus isolates
from raw milk from expansion of community in the State of Alagoas tanks. The strains were
provided by the laboratory of Milk and Dairy Products Inspection, Federal University of
Alagoas. The 39 samples were previously subjected to biochemical tests among them the
coagulase test and subsequently identified and stored at -20°C. Were reactivated and subjected
to polymerase chain reaction (PCR) using specific primers. Among the 39 strains of coagulase
positive Staphylococcus undergoing research Nuc gene, 69.2% (27/39) were identified as
Staphylococcus aureus by PCR technique. Of the 27 samples of Staphylococcus aureus
enterotoxin underwent investigation of classical (Seb), (Sec) and (See) and new toxins (Seh)
and (Sei), 18.51% (5/27) were positive for enterotoxin gene, and fragments of genes involved
in the synthesis classical enterotoxins Seb, Sec and See and the new toxins Sei were not
amplified in any of the isolates, only fragments of the gene involved in the synthesis Seh was
amplified. Fragments of the genes involved in the synthesis of a-hemolysin amplify 81.5%
(22/27). And for B-hemolysin amplified 51.8% (14/27). This study concluded that the high
percentage of Staphylococcus aureus with the presence of gene capable to produce
staphylococcal enterotoxins found in raw Milk is a indicative of risks to public health due to
their potential to produce thermostable enterotoxin that are not eliminated during the
industrial thermal process and could food poisoning. Staphylococcus aureus with the presence
of gene capable of producing staphylococcal enterotoxins in raw milk, indicating a high

probability of producing the same.

Keywords: Public health, PCR, Toxin, Thermostability



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - NUMERO DE SURTOS POR AGENTE ETIOLOGICO ENTRE 2000 E 2011 REPORTADOS
PELO MINISTERIO DA SAUDE. FONTE: SVS/MS.......ccoiiiiiiiiiiee e 20

FIGURA 2 - DIVISAO DO ESTADO EM MESORREGIOES COM OS MUNICIPIOS QUE PARTICIPARAM
DO ESTUDOD. . titie ettt et ettt ettt e e e e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaans 36

FIGURA 3 - ELETROFORESE EM GEL AGAROSE A 2% DOS PRODUTOS DE AMPLIFICADOS POR PCR,
PARA DETECCAO DO GENE NUC EM ISOLADOS DE STAPHYLOCOCCUS COAGULASE POSITIVA.
C+ = CONTROLE POSITIVO C- = CONTROLE NEGATIVO. ...ccciiurriiiireeeeeesiiiirnnnneeeeeessennnnns 39

FIGURA 4 - ELETROFORESE EM GEL AGAROSE A 2% DOS PRODUTOS DE AMPLIFICADOS POR PCR,
PARA DETECCAO DO GENE HLA EM ISOLADOS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS. C+ =
CONTROLE POSITIVO C- = CONTROLE NEGATIVO. ..uuvviiiieeeeiiiiiiiieeeeeeeesassisissneneeeeeessnnnnnnnns 41

FIGURA 5 - ELETROFORESE EM GEL AGAROSE A 2% DOS PRODUTOS DE AMPLIFICADOS POR PCR,
PARA DETECGCAO DO GENE HLB EM ISOLADOS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS. C+ =

CONTROLE POSITIVO C- = CONTROLE NEGATIVO. ..uvtviiiieeeiiiiiiiineiieeeesssssiisinereeseessnnnnsnnnes 42



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - OLIGONUCLEOTIDEOS UTILIZADOS NA AMPLIFICACAO DOS GENES........ccvvvveeeeennnns 38
TABELA 2 - DETECGAO DE GENES (SEH) EM ESTIRPES DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLADOS

DE LEITE DE TANQUES DE EXPANSAO COMUNITARIOS DO ESTADO DE ALAGOAS. .............. 40



LISTA DE ABREVIATURAS

BHI — Infusdo de cérebro e coragdo

DNTP — Desoxirribonucleétidos trifosfato
DNA — Acido desoxirribonucléico

DTA — Doengas transmitida por alimentos
DVA — Doengas veiculada por alimentos
EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético
EE — Enterotoxina Estafilococica

HLA — Toxina a-hemolisina

HLB — Toxina 3-hemolisina

MgCI, _ Cloreto de magnésio

NUC — Nuclease

PCR — Reagdo em cadeia polimerase

SEB — Enterotoxina estafilococica B

SEC - Enterotoxina Estafilococica C
SEE — Enterotoxina Estafilococica E
SEH — Enterotoxina Estafilococica H

SEI — Enterotoxina Estafilocécica |

SCP — Staphylococcus Coagulase Positiva
SCN - Staphylococcus Coagulase Negativa
TAE — Tris-Acetato-EDTA

UFC — Unidade formadora de colbnia



SUMARIO

1 INTRODUQAO GERAL ... 11
2 OBIETIVOS ..ot e e e e e s e e e e e a e e e e e n e 12
2.0 OBJIETIVO GERAL ...ciiiiuttiteeaitteee e ettt e e e s sttt e e e e st e e e e e asbb et e e e an bt e e e e e asbbe e e e s ambb e e e e s anbbeaeesantbeeaeaas 12
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .. itttiieeaititetaeaaiiteeeeaastteaa e s astte e e e s asbbeaaeaanbaseeesantbaeeesanbbeaeesansaeaeenas 12
3 REVISAO DE LITERATURA ...ttt 13
S LLEITEIN NATURA et e et e e e e e s e a e e e e e e e s e nnnnees 13
3.2 STAPHYLOCOCCUS SPP. ..ottt e e e e e e e e e e e e e s nnnnnees 14
3.2.1 Staphylococcus coagulase POSITIVA ........c.vvereiiiiiiiieiie e 15
3.2.2 StAPNYIOCOCCUS AUIBUS ...ttt ettt sttt ettt 16
3.3MASTITE POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS ........cco it 17
3.4ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS ...ttt 18
3.5 INTOXICAGCAO ESTAFILOCOCICA . .....c..ooeveeeeeeeseeeeeeeesee et 19
3.6 REACAO EM CADEIAPOLIMERASE (PCR).....cooiueieieieveeeeeeeeeeteee e ee s 21
REFERENCIAS ..ottt sttt 23

5 ARTIGO: DETECCAO DE GENES QUE CODIFICAM PARA ENTEROTOXINAS
PRODUZIDAS POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLADOS DE LEITE DE

TANQUES EXPANSAO COMUNITARIOS EM ALAGOAS ......ooeveeeieererereerrenis 33
B.LINTRODUGAOD ..ottt ettt s sttt en sttt s s s snaneesnsns 35
5.2 MATERIAL EMETODOS ......ovieeieeeeieieieteeee s es sttt en s neere ettt as s s senanssansns 36
5.2.1 Origem d0S ISOLAUOS ... ...eciiuireiitiie et et s et e e e e e e e e e e st e e anee e 36
5.2.2 Reativacdo das culturas bacterianas do eStOQUE...........ccvveeiieeiiiiie e i 37
5.2.3 Extraca@o do (DNA) MOIECUIAN ........c..eeiiiieeciie et 37
I N 111 o] [ Tr= o7 Lo USRS 37
5.3 RESULTADOS E DISCUSSAOD.......ccieieieieiieieeeeeteteisietesesesesesesesesssssssssssessnesssnsssnnns 39
5.4 CONCLUSAOD ...ttt 43

REFERENCIAS ..ot e e et e e e e et e et e et e e e e et e et e e e et e e e e e e e err e 44



11

1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil ¢ o quarto maior produtor mundial de leite, com uma producdo de
32,304.421 toneladas 8,7 % da produgdo mundial, ficando atras dos Estados Unidos, india e
China (FAO, 2013).

O Estado de Alagoas é o sexto maior produtor da regido Nordeste ficando abaixo da
Bahia, que tem o maior rebanho com 10,2 milhdes de cabega, de Pernambuco, do Ceara, do
Maranhéo e de Sergipe (BRASIL, 2011).

No entanto as caracteristicas de producdo de leite no pais dificultam o
desenvolvimento da atividade, pois, por serem pequenos produtores, geralmente investem
pouco na atividade, possuem baixo conhecimento técnico, com falta de controle sanitario dos
animais e pouca higiene durante a ordenha, conservacdo e transporte, podendo resultar em
baixa qualidade da mateéria-prima. (NERO et al., 2009),

A principal norma referente a legislacdo sanitaria federal sobre a producdo de leite é
a Instrucdo Normativa n° 62 (IN62), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
publicada em novembro de 2011, que tem como objetivo melhorar a qualidade do leite
oferecido aos consumidores no Brasil e no exterior. Esta normativa trata dos aspectos
referentes a obtencdo higiénica do leite e estabelece padrdes para todas as classificagcdes e
comercializacdo do leite com base no controle da qualidade (BRASIL, 2011).

Guido et al. (2010) enfatizam que contagens microbianas elevadas em leite cru séo
provenientes de problemas de deficiéncia na lavagem e sanitizacdo dos equipamentos e
utensilios, falta de higiene na ordenha e sistema de resfriamento inadequado.

Staphylococcus aureus é considerado o principal patdgeno humano, mas também
estd associado com uma variedade de doencas animais, reconhecido mundialmente como um
dos principais patogenos causadores de mastites em vacas leiteiras (FREITAS, et al., 2014).

A contaminacdo do leite cru por bactérias do género Staphylococcus
enterotoxigénicos representa uma das principais fontes de surtos de intoxicacdo alimentar,
tornando-se assim um risco para satde publica.

Justifica-se a realizacdo desse estudo devido a importancia social quanto as
enterotoxinas formadas a partir dos Staphylococcus aureus, pois, as mesmas resistem aos
tratamentos térmicos da inddstria e causam como consequéncia transtornos a salde do

consumidor.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Detectar genes que codificam Staphylococcus aureus e enterotoxinas classicas Seb,
Sec e See, Seh e Sei no leite de tanques de expansdo comunitarios no Estado de Alagoas.

2.2 Objetivos especificos

v Realizar a caracterizacdo morfoldgica de colbnias tipicas de Staphylococcus aureus
para confirmacgéo do grau de pureza e extracdo do DNA para PCR;

v Identificar a prevaléncia de Staphylococcus aureus com genes que codificam
enterotoxinas;

v Caracterizagdo de enterotixinas encontradas no leite de tanques de expansdo no estado
de Alagoas;

v Detectar presenca de gene que codificam fatores de viruléncia em Staphylococcus
aureus;

v Fornecer subsidios téccnico-cientifico as secretarias de salde e vigilancia sanitaria.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 LEITE IN NATURA

Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha
completa e ininterrupta, em condi¢Ges de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas. O leite de outros animais deve denominar-se segundo a espécie de que proceda.
(BRASIL, 2011).

De acordo com Rezer (2010), a importancia do leite sob o ponto de vista nutricional
se deve a qualidade de suas proteinas, que sdo divididas em caseinas (al, a2, B, y e k) e
proteinas do soro (albumina, a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, imunoglobulinas e proteose-
peptonas), ao seu teor elevado em célcio, fosforo, magnésio, vitamina A, riboflavina e
niacina.

O leite € um alimento rico em lipideos, carboidratos, proteinas, minerais e vitaminas,
podendo ser considerado um alimento completo e de grande importancia para o
desenvolvimento do ser humano (SILVA, 2010).

A producéo de leite em Alagoas é a segunda atividade econémica mais importante do
Estado, perdendo apenas para a cana-de-agucar, e se concentra na bacia leiteira do Estado, no
sertdo e agreste alagoano (DANTAS, 2011). No Brasil, de modo geral, o leite € obtido sob
condicdes higiénico-sanitarias deficientes e em consequiéncia, apresenta elevados nimeros de
micro-organismos, 0 que constitui um risco a salude da populacdo, principalmente quando
consumido sem tratamento térmico (SOUZA, 2010).

O consumo de leite cru é uma preocupacdo de saude publica, pois o produto pode
veicular uma série de doencas transmitidas por alimentos, se for obtido e manipulado em
condicdes inadequadas (MONTANHINI e HEIN, 2013). Considerado um excelente substrato,
muitos micro-organismos patogénicos podem ser veiculados ao homem através do consumo
de leite e seus derivados, entre eles Staphylococcus spp. (SILVA, 2012)

Foi demonstrada a presenca de varios tipos de micro-organismos patogénicos
(Staphylococcus aureus, Streptococcus spp, Corynebacterium bovis, Streptococcus agalactiae
e Staphylococcus spp) em amostras de leite de pequenas propriedades no Estado de Sdo Paulo
(RIBEIRO et al., 2009).
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Assim, o leite e produtos lacteos podem levar a surtos de intoxicacdo alimentar,
causados por uma variedade de micro-organismos que encontram um meio ideal de
crescimento (WINCK et al., 2010).

Esses fatores de viruléncia podem ser produzidos tanto por isolados de
Staphylococcus aureus no leite de vacas com mastite clinica como na forma subclinica
(ARGUDIN et al., 2010).

A contaminacdo do leite por patégenos é realidade no Brasil e tem importancia na
produco animal e na satde plblica (DIEDRICH, et al., 2013). E de extrema importancia que
0 leite seja obtido dentro dos padrbes de qualidade. Por se tratar de um alimento completo,
rico em proteinas, vitaminas, gordura, carboidratos e sais minerais, torna-se uma fonte
importante de nutrientes acessivel para o homem. (MARTINS e ANDRADE, 2011).

3.2 STAPHYLOCOCCUS SPP.

Atualmente, existem 47 espécies e 24 subespecies de Staphylococcus e sdo divididos
em dois grupos baseado na habilidade de coagular o plasma: Staphylococcus coagulase
positiva (SCP) e Staphylococcus coagulase negativa (SCN) (ELZEBY, 2013). Staphylococcus
coagulase positiva sdo micro-organismos de importancia em alimentos por apresentarem risco
para saude publica pela producdo de enterotoxinas (PINTO, et al., 2011).

Staphylococcus spp. sdo 0s agentes mais frequentemente isolados em rebanhos
leiteiros, representando grande importancia epidemiol6gica e clinica nas mastites bovinas
associadas a falhas no manejo na ordenha, bem como, na prevencéo e diagnostico da mastite
contagiosa dos rebanhos, uma vez que a transmissdo dos agentes causadores ocorre
predominantemente durante a ordenha, ja que o reservatdrio de microrganismos desse género
é a glandula mamaria (ANDRADE, et al., 2009).

De acordo com Correa, et al., (2009), este grupo microbiano é provavelmente
carreado para o leite a partir das infeccbes da glandula mamaria. O patogeno € veiculado pelo
leite contaminado de animais sujeitos a mastite e manipulacdo excessiva e contaminacao
cruzada de diferentes alimentos (ARGUDIM, 2010).

No Brasil, 8.663 surtos de intoxicacdo alimentar foram reportados pelo Ministério da
Salde entre 2000 e 2011, sendo que a maior parte deles aconteceu nas residéncias. S. aureus
foi 0o segundo maior causador destas intoxicagdes, envolvido em 799 surtos no periodo
(BRASIL, 2013).
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Do total de surtos, 350 foram causados pelo consumo de leite e derivados
contaminados. Ainda no Brasil, 40% dos produtores de leite ndo sdo inspecionados (Nero et
al., 2008), e a producdo ocorre sem controle dos processos térmicos possibilitando o
crescimento de patdgenos (ORTOLANI et al., 2010).

Entre os patdgenos, Staphylococcus aureus é um dos mais abundantes isolados do
leite cru brasileiro (OLIVEIRA et al., 2011). Ferreira et al. (2011) avaliaram 20 amostras de
queijo tipo Minas frescal comercializados em Uberlandia (MG), encontrando 18 amostras
com enumeragdo de SCP entre 1,7x103 e 2,6x105 UFC/g.

Vigosa et al. (2010) avaliaram 30 amostras de leite cru e 35 de queijo Minas frescal
produzidas com leite cru comercializados em Vigosa (MG), utilizando diferentes métodos de
plagueamentos, resultados usando Baird-Parker indicaram cerca de 50% das amostras SCP,
com enumeragdo media de 4,61 log UFC/mL em leite e 5,11 log UFC/g em queijo.

Na Suécia, Rosengren et al. (2010) encontraram 69% de amostras de queijos
produzidos de leite cru e 29% de leite pasteurizado com presenca de SCP, 97% foram
confirmados como Staphylococcus aureus. Na Etiopia Makita et al., (2012) encontraram
Staphylococcus aureus em leite cru com enumeracdo média de 1x10 de dose de 100 ng em
500 mL de leite.

Neste género estdo incluidas espécies produtoras de enterotoxinas termoestaveis, de
grande relevancia a salde publica, as quais fazem parte do grupo denominado por
Staphylococcus coagulase positiva. Dentre estas hd de se destacar Staphylococcus aureus
(FIGUEIREDO, et al., 2014).

3.2.1 Staphylococcus coagulase positiva

Staphylococcus coagulase positiva, em especial o Staphylococcus aureus sdo 0s
principais agentes etioldgicos da mastite, infeccdo da glandula mamaria, e cepas dessa
bactéria podem produzir enterotoxinas capazes de causar toxinfeccBes alimentares
(SANTANA et al., 2010).

Além disto, estas bactérias podem ter acesso ao leite ainda no ambiente
intramamario, tendo em vista que algumas espécies sdo agentes etioldgicos da mastite clinica
e subclinica (BANDEIRA et al., 2013).
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N&o existem padrdes para a presenca de Staphylococcus coagulase positiva no leite
cru. Porém, a presencga de um elevado numero dessas bactérias indica perigo potencial para a
salde publica, devido a enterotoxina estafilococica, que é termorresistente (GUIDO et al.,
2010).

Embora o Ministério da Salde ndo estabeleca padrdo microbiolégico para
Staphylococcus coagulase positiva no leite in natura, a presenca do patdgeno nos alimentos a
partir de 1x10° UFC/mL tém importancia epidemiol6gica por favorecer a producio de
enterotoxinas estafilocdcica sob condi¢cBes ambientais adequadas e, com isso, propiciar uma
intoxicagdo alimentar, sendo que 0,375 pg da enterotoxina estafilococica.Kg-1 corpéreo €
suficiente para causar um quadro de intoxicacdo (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

A presenca de especies coagulase positiva como Staphylococcus aureus em
alimentos é comum, principalmente por se tratar de um micro-organismo que esta em contato
freqliente com o homem e os animais, e pode facilmente desencadear surtos de intoxicacoes
alimentares (DIEDRICH et al., 2013).

Além das enterotoxinas, algumas enzimas sdo produzidas, como fatores de
viruléncia, por determinadas espécies de Staphylococcus spp. e sdo utilizadas no diagndstico
laboratorial para identificacdo deste género microbiano ou de suas espécies. Entre estas
enzimas, destacam-se a catalase, a termonuclease e a coagulase. A catalase atua inativando o
perdxido de hidrogénio e radicais livres toxicos formados pelo sistema mieloperoxidase no
interior das células fagocitarias e € utilizada para diferenciar Staphylococcus de
Streptococcus. A proteina coagulase € um importante fator de viruléncia de S. aureus, pois €

capaz de promover a coagulacdo do plasma sanguineo (GHARIB et al., 2013)

3.2.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, pertencente é uma bactéria esférica do grupo de cocos Gram
positivos. Pode existir como comensal do organismo humano, integrando a microbiota da
pele, de membranas mucosas e de outros sitios anatbmicos (FREITAS et al., 2014).

S&o bactérias mesofilas com temperatura de crescimento na faixa de 7°C a 47,8°C. A
producdo de toxinas ocorre entre 10°C e 46°C. Os limites de pH estdo entre 4,2 ¢ 9,3 e a
atividade de agua minima é de 0,85 suportando concentrac6es de até 25% de NaCl (FRANCO
e LANDGRAF, 2008; SILVA et al., 2010).
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E considerado o principal patdgeno humano, mas também esta associado com uma
variedade de doengas animais, reconhecido mundialmente como um dos principais patégenos
causadores de mastites em vacas leiteiras (FREITAS, et al., 2014).

Staphylococcus aureus € um dos agentes etioldgicos mais comuns de doencas
bacterianas em todo o mundo devido a sua capacidade de produzir uma ampla gama de
exotoxinas e outros fatores de viruléncia (FUSCO et al., 2011).

Em geral as intoxicagfes sdo causadas quando o micro-organismo apresenta uma
quantidade superior a 10> UFC/g do alimento (COSTA e DIAS, 2013).

A contaminacdo por micro-organismos dentre eles Staphylococcus aureus esta
relacionada com as deficiéncias da cadeia leiteira, compreendendo do manejo e higiene
durante a ordenha a problemas sanitarios como a mastite, além da falta de pessoal treinado

para a execucao do processo (BELOTTI et al., 2011).

3.3 MASTITE POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS

A enfermidade em bovinos pode ser causada por aproximadamente 137 espécies de
micro-organismos pertencentes a 35 géneros, sendo a bactéria com maior prevaléncia e de
principal relevancia Staphylococcus aureus, o qual sua contaminacdo e disseminagdo ocorrem
durante a ordenha (CAPURRO et al., 2010; MICHEL et al., 2011, KEEFE, 2012).

Este patdgeno € causador de mastite do tipo contagiosa, sendo comumente
disseminado de vacas infectadas para vacas sadias durante a ordenha (MICHEL et al., 2011).
A participacdo da espécie Staphylococcus aureus, um patégeno que pode ser rotineiramente
encontrado no Ubere de bovinos, merece destaque como importante espécie causadora de
mastite (BADOSH e MELO, 2011).

Para Riekerink et al. (2010), o isolamento de Staphylococcus aureus de leite de
tanques € um provavel indicativo de prevaléncia de infec¢bes intramamarias no rebanho
leiteiro. Esses fatores de viruléncia podem ser produzidos tanto por isolados de
Staphylococcus aureus no leite de vacas com mastite clinica como na forma subclinica
(ARGUDIN et al., 2010).

Staphylococcus aureus isolados de mastite clinica ou subclinica podem produzir
enterotoxinas termoestaveis, responsaveis pelo desenvolvimento de enterotoxemia devido a
ingestéo destas, inclusive em leite pasteurizado (ARGUDIN et al. 2010; UNAL et al., 2012).
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A elevada ocorréncia de patdgenos contagiosos, como o Staphylococcus aureus se
deve a deficiéncias nas praticas de manejo, higiene e terapéutica, e em especial, a desinfec¢do
p6s ordenha dos tetos (MARTINS et al., 2010).

Os prejuizos causados pela mastite incluem os custos de diagndstico microbiolégico,
medicamentos, mdo de obra, descarte de leite, reducdo da producdo de leite em razéo da
mastite clinica e subclinica, descarte do animal ou perda do quarto mamario, risco de
transmissdo da infeccdo para outras vacas, além do risco de veiculacdo de patdégenos aos
alimentos (SANTOS et al.,, 2011, KEFEE, 2012).

3.4 ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS

Enterotoxinas estafilococicas sdo proteinas extracelulares de baixo peso molecular,
hidrossoluveis e resistentes a acdo de enzimas proteoliticas do sistema digestivo,
permanecendo ativas apés a ingestdo. Outra caracteristica importante é sua termoestabilidade,
sendo capaz de resistir a tratamentos térmicos, como a pasteurizacdo e a ultrapasteurizacao
(SENGER e BIZANI, 2011).

Enterotoxinas estafilocécicas (EE), produzidas por algumas cepas de Staphylococcus
aureus, causam uma das doencas mais comuns transmitidas por alimentos, a intoxicacdo
alimentar estafilocécica. Essa intoxicacdo € resultante do consumo de alimentos ou bebidas
contendo a dose infectante de uma ou mais (EE) pré-formadas no alimento (BASTOS, 2013).
Além de possuirem habilidade para provocar emese e gastroenterite (PINCHUK et al., 2010).

Os sintomas classicos da intoxicacdo alimentar estafilococica sdo nauseas, vomitos,
caibras abdominais geralmente muito dolorosas, diarréia e sudorese. Podem ocorrer, ainda,
dores de cabeca, calafrios, queda de pressdo arterial e, em rarissimas vezes, febre, quando a
quantidade de toxina ingerida é grande (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

As principais exotoxinas produzidas por Staphylococcus sdo as enterotoxinas (SE),
responsaveis pela intoxicacdo alimentar estafilococica no homem, a toxina-1 da sindrome do
choque toxico (TSST-1), responsavel pela Sindrome do Choque ToOxico e as Toxinas
Esfoliativas, responsaveis pela Sindrome Estafilocécica da Pele Escaldada (Andrade, 2008).

Segundo Senger e Bizani (2011), as enterotoxinas sdo nomeadas com as letras do
alfabeto de acordo com a ordem cronoldgica de suas descobertas. As enterotoxinas
estafilocdcicas sdo classificadas como superantigenos, os quais tem a capacidade de estimular

populagdes de células T, levando a producéo de grandes quantidades de citocinas.
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Pelo menos 20 superantigenos estafilocdcicos sorologicamente distintos ja foram
descritos até 0 momento e incluem enterotoxinas denominadas de (EEA a EEV) e toxina da
sindrome do choque téxico (TSST-1) (Pinchuk, Beswick et al., 2010). Sendo que as EEs
classicas (EEA, EEB, EEC, EED e EEE) sdo as mais estudadas e responsaveis por
aproximadamente, 95% dos casos/surtos (AL-TARAZI et al., 2009, JOHLER e STEPHAN,
2010, WALLIN-CARLQUIST et al., 2010).

O potencial de viruléncia dos diferentes isolados de Staphylococcus aureus é
determinado pela presenca ou auséncia de genes de fatores de viruléncia, como genes que
codificam enterotoxinas estafilococicas, leucocidinas, exfoliatinas, hemolisinas e outras
exotoxinas (SPANU et al., 2012).

As principais fungbes das exotoxinas sdo: mediar aderéncia do micro-organismo ao
tecido lesionado, a matriz tecidual ou a superficie das células do hospedeiro; facilitar a
destruicdo tecidual e a disseminacdo do micro-organismo; promover a captura do ferro;
auxiliar na evasdo de anticorpos e respostas imunes mediadas pelo sistema complemento,
incluindo a acdo dos fagocitos e promover lise da celula do hospedeiro (GRUMANN et al.,
2013).

As enterotoxinas estafilococicas (EES) sdo potentes exotoxinas sintetizadas por
espécies de Staphylococcus durante a fase logaritmica de crescimento ou durante a transicéo
da fase exponencial para a fase estacionaria, contudo, estima-se que sejam necessarias entre
10° e 10° unidades formadoras de colénias (UFC) da bactéria por grama de alimento para que
a toxina seja formada em niveis capazes de provocar intoxicacdo alimentar (FRANCO e
LANDGRAF, 2008).

3.5 INTOXICACAO ESTAFILOCOCICA

A seguranca alimentar € de fato, de grande importancia para a manutencdo da saude
publica e apesar de préaticas e sistemas de monitoramento avancados em varios paises, as
DVA’s ou surtos de doengas transmitidas por alimentos continuam a ser comuns (THAKUR
et al., 2009).

As doencas transmitidas por alimentos (DTASs) sdo consideradas um grande
problema para a salde publica (SANTANA et al, 2010). A intoxicacdo causada por
Staphylococcus aureus manifesta-se logo apds a ingestdo do alimento contaminado com

enterotoxinas pré-formadas. Franco & Landgraf (2008).
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No Brasil, estudo realizado no estado da Paraiba, dados da vigilancia epidemiolégica
do estado revelam que o agente etiologico veiculado em 50% dos casos de queijos
contaminados foi Staphylococcus aureus (RUWER et al., 2011).

Entre os alimentos envolvidos em surtos e casos de intoxicagdo estafilocécica, leite
cru, leite pasteurizado e queijos sdo os produtos lacteos mais incriminados sendo S. aureus o
agente etiolégico mais frequente nas investigacdes epidemioldgicas (DORES et al., 2013)

A contaminagdo dos alimentos ocorre normalmente no momento da manipulagéo
direta dos alimentos por individuos portadores assintomaticos ou por individuos que possuem
algum tipo de infecgéo, geralmente cutanea (TEIXEIRA et al., 2008). A intoxicagdo causada
por Staphylococcus aureus manifesta-se logo apos a ingestdo do alimento contaminado com
enterotoxinas pré-formadas. Franco & Landgraf (2008). E necessario menos de 1 mg de
toxina pura para desencadear os sintomas caracteristicos da intoxicagdo estafilococica, como
vomitos e diarréia (LAMAITA et al., 2005).

Quase nove (9) mil surtos de intoxicacdo alimentar foram reportados ao Ministério
da Saude (MS) entre 2000 e 2011. Salmonella spp e Staphylococcus aureus estdo entre 0s

principais agentes envolvidos em tais intoxicagdes (Brasil, 2013) (Figura 1).

Numero de surtos por agente etiologico.
Brasil, 2000-2013*

2000

1800 —+

1600 +1522
1400

1200 —+

1000

200 759

N° de surtos identificados

600 +

Figura 1 - Namero de surtos por agente etioldgico entre 2000 e 2011 reportados pelo Ministério da Saude.
Fonte: SVS/MS.

Nos Estados Unidos em casos de surtos alimentares a enterotoxina estafilocécica é
comumente isolada, sendo relatados anualmente em média 185.000 casos (MUSTAFA el al.,
2009). Staphylococcus aureus é referenciado como a quinta causa de DTA em todos 0s surtos
identificados na Europa (EFSA, 2011).
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Staphylococcus aureus é, entre as bactérias do género Staphylococcus, a espécie
mais relacionada a casos e/ou surtos de intoxicacdo alimentar, os quais séo causados pelas
enterotoxinas estafilococicas (BASTOS, 2013).

Os sintomas mais comuns da intoxicagdo provocada por Staphylococcus aureus séo
vOmito e diarréia que se manifestam entre duas a seis horas ap6s a ingestdo da toxina
(OBESO et al., 2010).

3.6 REACAO EM CADEIA POLIMERASE (PCR)

Desenvolvida por Kary Banks Mullis (prémio Nobel de quimica de 1993 pelo
desenvolvimento dessa técnica) em abril de 1983, essa técnica de biologia molecular consiste
na sintese enzimatica de copias de acidos nucléicos. A técnica de biologia molecular por PCR
promove, in vitro, por meio de artificios de variacdo de temperatura, 0 que 0 organismo
realiza naturalmente, em condi¢bes fisiologicas — a duplicacdo de cadeias de DNA,
envolvendo nucleotideos, sequéncias iniciadoras (primers) e enzima polimerases. Assim, €
possivel a obtencdo de muitas cOpias de uma sequéncia especifica de acido nucléico, a partir
de uma fita molde (COSTA, 2010).

O principio da PCR envolve trés etapas basicas por ciclo, estimuladas pelo calor, que
sdo repetidas por varias vezes, em ciclos: abertura da fita de DNA que servira de molde, por
desnaturacdo térmica (etapa com duracdo entre 30s e 1min a temperatura de 92-96°C;
pareamento de oligonucleotideos sintéticos, que funcionam como os iniciadores da reacdo de
polimerizacdo, a cada uma das fitas do DNA molde, a regido complementar da fita que sofrera
a duplicacdo duracdo de 30s a 1min a temperatura entre 58 e 65°C; polimerizacao, através de
uma enzima polimerase, das novas fitas de DNA a partir de cada um dos iniciadores,
utilizando cada um dos quatro dNTP como substrato da reacdo de polimerizacdo (duracao
entre 45s e 1min, a 72°C (COSTA, 2010).

Nos ultimos anos, as técnicas moleculares tém sido utilizadas com frequéncia na
identificacdo e caracterizacdo de bactérias. Dentre as técnicas utilizadas, a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) vem se destacando na area da microbiologia para deteccdo de micro-
organismos em amostras de leite e outros alimentos (AHMADI et al., 2010).

A maior vantagem desse método é possuir alta sensibilidade e precisdo, mesmo
quando sdo testadas amostras com baixa concentracdo de micro-organismos (SANTILIANO
et al., 2011).
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As técnicas de analise moleculares permitem a identificacdo de cepas com potencial
para producdo de determinadas toxinas, jA& que nem sempre sdo expressas, permitindo a
deteccdo de genes de fatores de viruléncia de maneira répida e confiavel, com alta
sensibilidade e especificidade (SANTANA et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2011).
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5 ARTIGO: DETECCAO DE GENES QUE CODIFICAM PARA ENTEROTOXINAS
PRODUZIDAS POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLADOS DE LEITE DE
TANQUES EXPANSAO COMUNITARIOS EM ALAGOAS

RESUMO - Objetivou-se com esse estudo detectar genes que codificam para enterotoxinas
produzidas por Staphylococcus aureus isolados de leite cru proveniente de tanques de
expansdo comunitarios no Estado de Alagoas. As estirpes foram cedidas pelo laboratério de
Inspecdo de Leite e Derivados da Universidade Federal de Alagoas. As 39 amostras foram
anteriormente submetidas a provas bioquimicas dentre elas o teste da coagulase e
posteriormente identificadas e armazenadas a -20°C. Foram reativadas e submetidas a reacao
em cadeia polimerase (PCR) utilizando primers especificos. Dentre as 39 estirpes de
Staphylococcus coagulase positiva submetidas a pesquisa do gene Nuc, 69,2% (27/39) foram
identificados como Staphylococcus aureus pela teécnica da (PCR). Das 27 amostras de
Staphylococcus aureus submetidos a pesquisa de enterotoxinas classicas Seb, Sec e See e as
novas toxinas Seh e Sei, 18,51% (5/27) foram positivas para gene de enterotoxinas, sendo que
os fragmentos de genes envolvidos na sintese de enterotoxinas classicas Seb, Sec e See e as
novas toxinas Sei, ndo foram amplificados em nenhum dos isolados, apenas fragmentos de
gene envolvido na sintese Seh foi amplificado. Os fragmentos dos genes envolvidos na sintese
de a-hemolisina amplificaram 81,5% (22/27). E para B-hemolisina amplificaram 51,8%
(14/27). Conclui-se com esse estudo, que o alto percentual de Staphylococcus aureus com a
presenca de genes capaz de produzir enterotoxinas estafilococicas encontradas no leite cru, é
um indicativo de riscos para saude publica, devido o seu potencial para a producdo de
enterotoxinas termoestaveis que ndo sdo eliminadas durante os processos térmicos da
industria, podendo causar intoxicacdo alimentar. Staphylococcus aureus com a presenca do
gene capaz de produzir as enterotoxinas estafilocdcicas no leite cru indica uma alta

probabilidade de producdo da mesma.

Palavras-chaves: Saude publica, PCR, Toxinas, Termoestabilidade
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DETECTION OF GENES ENTEROTOXIGENIC STAPHYLOCOCCUS AUREUS
MILK TANKS COMMUNITY ALAGOAS

ABSTRACT - The objective of this study was to detect genes encoding for enterotoxins
produced by Staphylococcus aureus isolates from raw milk from expansion of community in
the State of Alagoas tanks. The strains were provided by the laboratory of Milk and Dairy
Products Inspection, Federal University of Alagoas. The 39 samples were previously
subjected to biochemical tests among them the coagulase test and subsequently identified and
stored at -20°C. Were reactivated and subjected to polymerase chain reaction (PCR) using
specific primers. Among the 39 strains of coagulase positive Staphylococcus undergoing
research Nuc gene, 69.2% (27/39) were identified as Staphylococcus aureus by PCR
technique. Of the 27 samples of Staphylococcus aureus enterotoxin underwent investigation
of classical (Seb), (Sec) and (See) and new toxins (Seh) and (Sei), 18.51% (5/27) were
positive for enterotoxin gene, and fragments of genes involved in the synthesis classical
enterotoxins Seb, Sec and See and the new toxins Sei were not amplified in any of the
isolates, only fragments of the gene involved in the synthesis Seh was amplified. Fragments
of the genes involved in the synthesis of a-hemolysin amplify 81.5% (22/27). And for f-
hemolysin amplified 51.8% (14/27). This study concluded that the high percentage of
Staphylococcus aureus with the presence of gene capable to produce staphylococcal
enterotoxins found in raw Milk is a indicative of risks to public health due to their potential to
produce thermostable enterotoxin that are not eliminated during the industrial thermal process
and could food poisoning. Staphylococcus aureus with the presence of gene capable of
producing staphylococcal enterotoxins in raw milk, indicating a high probability of producing

the same.

Keywords: Public health, PCR, Toxin, Thermostability
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5.1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ o quarto maior produtor mundial de leite, com uma producdo de
32,304.421 toneladas, representando 8,7% da producdo mundial, ficando atrds dos Estados
Unidos, india e China (FAO, 2013). O Estado de Alagoas € 0 sexto produtor da regi&o
Nordeste ficando abaixo da Bahia, que tem o maior rebanho com 10,2 milhdes de cabega, de
Pernambuco, do Ceard, do Maranh&o e de Sergipe (BRASIL, 2011).

No entanto as caracteristicas de producdo de leite no pais dificultam o
desenvolvimento da atividade, pois, por serem pequenos produtores, geralmente investem
pouco na atividade, possuem baixo conhecimento técnico, com falta de controle sanitario dos
animais e pouca higiene durante a ordenha, conservagdo e transporte, podendo resultar em
baixa qualidade da mateéria-prima. (NERO et al., 2009),

A principal norma referente a legislacdo sanitaria federal sobre a producéao de leite é
a Instrucdo Normativa n° 62 (IN62), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
publicada em novembro de 2011 que tem como objetivo melhorar a qualidade do leite
oferecido aos consumidores no Brasil e no exterior (BRASIL, 2011).

A contaminagdo do leite por patdgenos €é realidade no Brasil e tem importancia na
producdo animal e na saude publica (DIEDRICH, et al., 2013). Staphylococcus aureus € um
dos agentes etiologicos mais comuns de doencas bacterianas em todo 0 mundo devido a sua
capacidade de produzir uma ampla gama de exotoxinas e outros fatores de viruléncia (FUSCO
et al., 2011).

Enterotoxinas estafilocdcicas sdo proteinas extracelulares de baixo peso molecular,
hidrossoluveis e resistentes a acdo de enzimas proteoliticas do sistema digestivo,
permanecendo ativas apos a ingestdo. Outra caracteristica importante é sua termoestabilidade,
sendo capaz de resistir a tratamentos térmicos, como a pasteurizacdo e a ultrapasteurizacao
(SENGER E BIZANI, 2011). Além de possuirem habilidade para provocar émese e
gastroenterite (PINCHUK et al., 2010).

O potencial de viruléncia dos diferentes isolados de Staphylococcus aureus é
determinado pela presenca ou auséncia de genes de fatores de viruléncia, como genes que
codificam enterotoxinas estafilococicas, leucocidinas, exfoliatinas, a-hemolisina, -

hemolisinas e outras exotoxinas (SPANU et al., 2012).
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A contaminacdo do leite in natura por bactérias Staphylococcus spp. principalmente
as do género Staphylococcus aureus é uma preocupacdo de saude publica devido a sua
capacidade em produzir enterotoxinas termoestaveis responsaveis por surtos de intoxicacdo
alimentar. Objetivou-se com esse estudo detectar genes que codificam para enterotoxinas
produzidas por Staphylococcus aureus isolados de leite cru proveniente de tanques de
expansdo comunitarios no Estado de Alagoas.

5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Origem dos isolados

Foram utilizadas 39 amostras de Staphylococcus coagulase positiva. As amostras
foram gentilmente cedidas pelo Banco de Culturas do Laboratorio de Inspecdo de Leite e
Derivados da Universidade Federal de Alagoas, Vigosa-AL.

Os isolados bacterianos foram provenientes de 160 amostras de leite cru, proveniente
de tangques de expansdo pertencentes a uma cooperativa de produtores de leite do estado de
Alagoas, no periodo de Janeiro a agosto de 2013, em 23 municipios pertencentes as trés

mesorregides do estado (Agreste Alagoano, Leste Alagoano e Sertdo Alagoano) (figura 2).

MESORREGIOES DE ALAGOAS

LEGENDA:
I:l Leste Alagoano
I:l Agreste Alagoano

%&’r |:| Sertao Alagoano

Figura 2 - Diviséo do estado em Mesorregides com 0s municipios que participaram do estudo.
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No Laboratério de Doengas Infecciosas da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE) Recife-PE, foi realizada a reativacdo das culturas e posterior
confirmacdo do grau de pureza das caracteristicas macro e microscépicas das mesmas para

extracdo do DNA e amplificacdo dos genes através da PCR.

5.2.2 Reativacgao das culturas bacterianas do estoque

Para reativacdo dos isolados, uma pequena aliquota de cada amostra foi plaqueada
pela técnica de semeadura em estrias por esgotamento em Agar Sangue de ovino a 5% e
incubados a 37°C por 24 horas. As colbnias caracteristicas foram submetidas a coloragdo de
Gram. Apos leitura das laminas, as coldnias isoladas foram repicadas individualmente com
alca de platina e transferida para caldo BHI, incubados a 37°C por 24 horas. Apds periodo de
incubagéo foram feitas as leituras dos tubos, verificando-se a turvidez caracteristica com o
objetivo de confirmar a pureza das culturas a ser utilizadas nas analises subsequentes,
seguindo recomendac@es de (SAEI et al., 2009).
5.2.3 Extracédo do (DNA) molecular

Apos a recuperacdo dos isolados e confirmacdo do grau de pureza, foi realizada a
extracdo do DNA a partir de culturas bacterianas em caldo BHI. Para a extracdo do DNA das
amostras foi utilizado o kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification (Promega),

seguindo as recomendac0es do fabricante.
5.2.4 Amplificacdo
Apos a extracdo do DNA foram amplificados oito fragmentos de genes (Nuc, Seb,

Sec, Seg, Seh, Sei, hla e hlb) mediante reac6es em cadeia da polimerase (PCR) utilizando

oligonucleotideos especificos (Tabela 1).



Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados na amplificacéo dos genes.

Fragmento

Locus Nome Oligonucleotideo (5°- 3") - Ta (°C)*
amplificado

Nuc_F GGTTCTGAAGATCCAACAGTAT

Nuc - 296 pb 61
Nuc_R GCTAAGCCACGTCCATATTTA
Seb_F CCCGTTTCATAAGGCGAGTT

Seb 314 pb 57
Seb R ACGTAGATGTGTTTGGAGCTAAT
Sec_F AAAGGCAAGCACCGAAGTA

Sec 340 pb 60
Sec R AGTGTAACAGCTCAAGAACTAGAC
Seg F GCCAGTGTCTTGCTTTGTAATC

Seg 491 pb 56
Seg R  GAATGCTCAACCCGATCCTAA
Seh F CACATCATATGCGAAAGCAGAAG

Seh 365 pb 60
Seh R CCCAAACATTAGCACCAATCAC
Sei_F AGGCAGTCCATCTCCTGTATAA

Sei . 568 pb 55
Sei_ R TGCTCAAGGTGATATTGGTGTAG
hla_F CTGTAGCGAAGTCTGGTGAAA

Hla 293 pb 62
hla_ R CGGCCTTATTGGTGCAAATG
hib_F GCCAAAGCCGAATCTAAGAAAG

Hib 495 pb 60
hib R ATCATGTCCAGCACCACAA

! Temperatura de alinhamento

38

A reacdo de PCR foi realizada num volume total de 25 pL, contendo na mistura PCR
buffer (10 mM Tris-HCI, pH 9.0; 50 mM KCl e 0.1 % Triton X-100), 1,5 mM MgCl,, 250

MM de cada nucleotideo, 0,5 uM de cada um dos iniciadores especificos para cada reacao,

1,5U de Taq DNA Polimerase (PROMEGA), 20 ng de DNA e completou-se o volume final

com agua destilada.

As condicdes de amplificacdo consistiram em: 5 min a 94°C na etapa de

desnaturacdo, 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min com a temperatura de alinhamento (Tabela 1),

1 min a 72°C, e uma extensao final a 72°C durante 5 min.

gel de agarose a 2%, tampdo Tris-Acetato-EDTA (TAE) (1X) com corante Blue Green
Loading Dye | (LGC Biotecnologia) usando 0,3 pL por cada 10 pL de produto amplificado e

visualizados sob iluminacdo ultravioleta (UV).

Para a visualizacdo dos produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 39 amostras de Staphylococcus coagulase positiva submetidos a pesquisa do
gene Nuc, 69,2% (27/39) foram caracterizadas como Staphylococcus aureus pela técnica da
PCR. O teste da coagulase € um dos testes bioquimicos mais utilizados para identificacdo da
espécie, a habilidade em coagular o plasma é um indicativo de presenca da espécie
Staphylococcus aureus, porém a sensibilidade da técnica da PCR revelou auséncia de
fragmentos de amplificacdo em 30,8% (12/39) das estirpes investigadas, indicando que essas
cepas sdo pertencentes a outras espécies de Staphylococcus coagulase positiva como, S.
hyicus e S. intermedius (Figura 3).

2 4 S 6 7 8 9 10 11121314 15 16 171819 20 21 22

-~ — - ——
- —— —— -
— —— -

2324 252627 28 29 30 3132 3334 35 36 373840 C' C
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Figura 3 - Eletroforese em gel agarose a 2% dos produtos de amplificados por PCR, para deteccéo do
gene Nuc em isolados de Staphylococcus coagulase positiva. C+ = Controle positivo C- = controle
negativo.

Staphylococcus aureus tem uma participacao significativa nos casos de intoxicacao
alimentar devido sua capacidade em produzir enterotoxinas, e sua alta incidéncia no leite pode
ser um indicativo de falhas na higiene durante a obtencdo do leite. Tendo em vista que 0s
principais reservatorios sao as maos dos ordenhadores e glandula mamaria de vacas com
mastite (FONTANA et al., 2012).

Borges et al. (2008) encontraram resultados semelhantes aos observados nesse
estudo, quando observaram alta frequéncia de espécies coagulase positiva, com prevaléncia de
Staphylococcus aureus em 67% (16/24) dos isolados leite cru.

A espécie Staphylococcus aureus, também foi a principal, dentre o grupo de
Staphylococcus coagulase positiva identificada por Santos et al. (2010), em 14,99% (64/427)

dos isolamentos, em vacas leiteiras do Oeste do Parana.
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Em uma investigacéo epidemioldgica de DTAs feita por Nascimento em (2013), no
municipio de Porto Alegre no periodo entre 2003 e 2011, 163 surtos de intoxicacdo alimentar
foram investigados. Destes, 14% foram provocados por Staphylococcus aureus. Atravées de
analises moleculares foi possivel identificar entre as 144 cepas isoladas, 101 cepas (70,14%)
pertencentes a espécie staphylococcus aureus (SILVA 2013).

As 27 amostras caracterizadas como Staphylococcus aureus que foram submetidos a
pesquisas dos genes que codificam as enterotoxinas Seb, Sec, See e Sei ndo amplificaram em
nenhum dos isolados (Tabela 2). Nesse estudo apenas fragmentos de genes envolvidos na
sintese de Seh foram amplificados 18,51% (5/27) amostras.

As amostras de Staphylococcus aureus que codificam para o gene seh foram
encontradas em tanques de duas das trés mesorregides pesquisadas, leste e agreste Alagoano.

Staphylococcus aureus portadores do gene seh que codificam para enterotoxina H é
de grande importancia em alimentos, pois a mesma possui potencial emético e esta envolvida
em diversos casos de intoxicagdo alimentar.

Segundo a Vigilancia Epidemiologica da Secretaria de Estado da Saude de Alagoas,
ndo ha notificacdo de casos de intoxicacdo alimentar causados por enterotoxinas
estafilocdcicas no banco de dados do Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo
(SINAN). Por nédo fazer parte das doencas e agravos de notificacdo compulsdria a intoxicacao
estafilococicas néo é notificada.

A intoxicacdo estafilococica, na maioria dos casos, ndo é notificada aos 6rgédos de
Vigilancia Sanitaria, o que leva a subnotificacdo da doenca no Brasil e em outros paises.
Trata-se de doenca de curso rapido (24-48 horas) e os individuos afetados, geralmente, ndo
necessitam de atendimento médico (BORGES 2008).

Tabela 2 - Detec¢do de genes (Seh) em estirpes de Staphylococcus aureus isolados de leite de tanques de
expansao comunitarios do Estado de Alagoas.

Amostras
Gene (Seh)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
- - - - + + - - + + - - - -
15 17 19 21 22 23 24 26 27 32 33 3 36 ct C

(+) = positivo para a presenca de Seh e (-) Negativo para presenca de Seh, C* = controle positivo, ¢ = controle

negativo
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Resultados semelhantes ao deste estudo foi encontrado por Rall et al. (2014) quando
0 gene Seh foi detectado em 8 (12,7%) uma Unica cepa foi isolada a partir de Staphylococcus
aureus de animais saudaveis e sete estavam presentes em 62 vacas com mastite, onde a
prevaléncia desse gene foi mais elevadas.

Silva (2013) em um estudo realizado em laticinios no Estado de S&o Paulo verificou
que alguns fragmentos de genes envolvidos na sintese de Seb, Sed, See e Sej ndo foram
amplificados em nenhum dos isolados corroborando com os dados encontrados nesse estudo.
Na Noruega, Jorgensen et al. (2005) isolaram cepas portadoras do gene Seh envolvidas em
surto de intoxicacdo estafilocdcia causado por ingestdo de puré de batata feito com leite cru.

Segundo Argudin et al. (2010), as enterotoxinas Sea, Sec, Seg, Seh possuem
atividade emética, enquanto que a Sei apresenta fraca atividade emética e para a Sej essa
atividade ndo foi identificada. Dessa forma a presenca de genes Seh em Staphylococcus do
leite cru apresenta um risco de intoxicacgéo alimentar.

Borelli et al. (2011) avaliaram a presenca dos genes toxigénicos sea, seb, sec e sed
em 95 amostras de Staphylococcus spp. Isoladas de queijos provenientes de trés fazendas
diferentes da regido da Serra da Canastra (MG), em diferentes periodos de maturagéo, e nao
encontraram resultado positivo em nenhuma delas.

Os fragmentos dos genes envolvidos na sintese de a-hemolisina (hla) amplificaram
81,5% (22/27) e para B-hemolisina (hlb) amplificaram 70,3% (19/27) (Figuras 4 e 5).

YANG et al. (2012) verificando a presenca de gene que codificam fatores de
viruléncia, encontraram HLA (85%) e HLB (82%) respectivamente, em 39 amostras de

Staphylococcus aureus isolados de leite de vaca com mastite.

12 3 45 6 7 89 101112 1314151719 2122 23

24262732333536 C" C

Figura 4 - Eletroforese em gel agarose a 2% dos produtos de amplificados por PCR, para deteccéo do
gene hla em isolados de staphylococcus aureus. C+ = Controle positivo C- = controle negativo.
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Figura 5 - Eletroforese em gel agarose a 2% dos produtos de amplificados por PCR, para deteccéo do
gene hlb em isolados de staphylococcus aureus. C+ = Controle positivo C- = controle negativo.

Abdou et al. (2012) analisaram amostras de queijos comercializados em Sharkia
(Eqito) e identificaram genes de Staphylococcus aureus conhecidos por fatores de viruléncia
hemolisina, lecitinase e proteinases (caseina), as quais caracterizam a patogénese desse micro-
organismo.

Morandi et al., (2010) detectaram producdo de hemdlise em todos Staphylococcus
isolados de leite, e observaram a producdo de a-hemolisina em 54% (66/122) das amostras, 3-
hemolisina em 40% (49/122) e o/B-hemolise em 6% (7/122) dos isolados.

Esta exotoxina produzida por Staphylococcus aureus € responsavel pela destruicéo
de leucdcitos e necrose tecidual (ARGUDIN et al., 2010; UNAL et al., 2012).
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5.4 CONCLUSAO

O alto percentual de Staphylococcus aureus com a presenca de genes capaz de
produzir enterotoxinas estafilococicas encontradas no leite cru, é um indicativo de riscos para
salde publica, devido o seu potencial para a producao de enterotoxinas termoestaveis que ndo
sdo eliminadas durante os processos térmicos da industria, podendo causar intoxicacdo
alimentar.

Staphylococcus aureus com a presenga do gene capaz de produzir as enterotoxinas
estafilococicas no leite cru, indica uma alta probabilidade de producéo da mesma.

Altas porcentagens de Staphylococcus aureus com genes que codificam fatores de
viruléncia como a-hemolisina (hla) e B-hemolisina (hlb), aumentam a capacidade do micro-

organismo se instalar no hospedeiro e conseqiientemente sua patogenicidade.
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