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Resumo

O Staphylococcus aurens ¢ um dos principais agentes das mastites
consideradas contagiosas, apresentando elevada incidéncia na maioria
dos rebanhos leiteiros em varios pafses. Além de perdas econdémicas
¢ importante salientar o aspecto de sadde publica para cepas produtoras
de enterotoxinas e da toxina do choque toxico. A enterotoxina A,
relacionada com maior énfase nos casos de toxinfec¢oes alimentares,
pode ser veiculada pelo leite cru, pasteurizado e subprodutos lacteos.
A sindrome do choque téxico é determinada mais freqientemente
pela toxina do choque téxico, porém as enterotoxinas do tipo B e C
também podem ser implicadas. O objetivo deste estudo foi verificar
a ocorréncia de S.aurens produtores de enteroxinas e da toxina do
choque téxico em amostras de leite de animais com mastite subclinica,
e correlacionar estes resultados com a contagem de células somaticas;
utilizando a técnica de “celofane over agar” para detecgao da TNAase,
kit comercial para identificacdo das enterotxinas e contagem eletronica
de células somaticas. Avaliou-se 209 amostras de leite oriundas de
vacas com mastite subclinica por S.azureus, e dentre estas, 209 (98,86%0)
produziram TNAse, nove amostras (4,39%) foram produtoras de
enterotoxinas, sendo que uma (0,49%) dentre elas foi produtora de
EED, trés (1,46%) de EEC, e trés (1,46%) de EEB. Em uma amostra
(0,49%), detectou-se concomitantemente EEA ¢ EEB e em outra
EEB e EEC. A toxina do choque téxico nao foi encontrada nas cepas
avaliadas neste estudo, assim como niao houve aumento
estatisticamente significativo, na contagem de células somaticas, das
amostras de cepas produtoras de enteroxinas.
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variaveis de acordo com diferentes autores,
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como de maior significado nas infec¢oes
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intramamarias. Quanto a sua participacdo nas
mastites, sejam clinicas ou subclinicas,
encontraram-no em 52,1%; 16,9% e 76,5%
dos casos, respectivamente.'*’

Outros autores obtiveram-no
também como microrganismo mais
frequente, em 406,2%; 28,9%; e 37,1%,
respectivamente.*>* Langoni et al.” isolaram
o S.aurens em 35,53% nas 702 amostras de
leite procedentes de vaca com mastite
subclinica. Castrejon e Perea® relataram a sua
presenca em 85% dos 50 casos de mastite
clinica, e Obritzhauser, Deutz e Fuks’ em
27,3% dos casos.

Mostrando as possiveis varia¢Oes
regionais, Wilson, Gonzales e Das'’
trabalharam com rebanhos nos estados de
Nova York e Pensilvania (EUA) e
encontraram 9,1% de casos de mastites por
S.aurens. No Estado do Parana foram
registrados o envolvimento deste patogeno
em 17,97% das amostras examinadas.''

A importancia do género Staphylococcus
spp ficou também evidente para Langoni et
al."? que trabalhando com 7902 e 850
amostras de leite provenientes de casos de
mastites  subclinicas e  clinicas,
respectivamente, onde o agente foi
encontrado em 32,68% das amostras de
casos clinicos e 18,88% dos casos subclinicos,
com isolamento de S.aurens em 22,48% dos
casos clinicos e em 11,38% dos subclinicos.

Quanto aos aspectos de saude
publica, relacionados a produc¢io de
enterotoxinas pelo S.aurens, De Freitas e
Magalhiaes", estudando a
enterotoxigenicidade de 93 amostras de S.
anrens encontraram 1,07% produtoras de
enterotoxina biétipo A, reconhecida como
a principal implicada em casos de
toxinfec¢bes alimentares. Amostras de
S.aurens enterotoxigénicos tém sido isoladas
de leite pasteurizado, iogurte caseiro, leite em
po, achocolatados e sorvetes, bem como
de outros subprodutos lacteos. A fonte de
contamina¢do podem ser, tanto o leite
oriundo de vacas com mastite como o0s
manipuladores envolvidos'!. Sabe-se que a
intoxicacao estafilococica nio ¢é de
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notificagdo compulsoria e desta forma ¢é
impossivel precisar a sua real incidéncia.
Mead et al.”” estimaram nos EUA a
ocorréncia de 185.060 casos anuais.

As enterotoxinas estafilocéeicas sao
divididas em 11 tipos: A, B, C,,C, C,, D, E,
TSST-1, G, H e I, e com base nas diferencas
sorolégicas a enterotoxina C é subdividida
em EEC,, EEC, e EEC,".

Araujo et al.'” encontraram uma
(0,5%) amostra de S.aurens enterotoxigénica
em leite cru, proveniente de tanque de
expansio. Orden et al.", estudaram 81
amostras, sendo 43 de ovinos, 12 de caprinos
e 26 de bovinos, com enterotoxigenicidade
em 86%, 67% e 19%, respectivamente. A
EEC foi encontrada com maior frequéncia
(57%), seguida pela EEA (12%), EEB ¢ EEC
(5%). A TSST-1 foi produzida em 67% das
amostras e em 42% daquelas procedentes
de bovinos.

Em 57 amostras de Staphylococcus spp
isolados de casos de mastite, na Espanha,
encontraram trés (5,26%) produtoras de
EEC e uma (1,78%) de EEDY.
Consideraram o leite proveniente de vacas
mastiticas com baixo potencial de risco para
intoxicacdo alimentar. No Brasil, em 127
amostras de S.aurens procedentes de mastite
subclinica encontraram seis (4,7%)
produtoras de enterotoxinas, sendo uma de
EEC, uma de EEA e trés de A e C,
concomitantemente.”’

A sindrome do choque toxico (TST)
¢ determinada mais frequentemente pela
toxina do choque toxico (TSST-1), entretanto
podem estar envolvidas ainda as
enterotoxinas dos tipos B e C*'. A produgio
de TSST-1 pela primeira vez, e de EEC por
S.aurens isolados em cultura pura de mastite
bovina em um rebanho foi relatada por
Jones e Wieneke™. E possivel que a TSST-1
represente um fator de viruléncia importante
em casos graves de mastites segundo
Cardoso, Carmo e Silva® que fizeram a
primeira descricio da producio desta toxina
pot S.aurens isolado de mastites no Brasil.

Levando-se em consideracio os
aspectos de saide publica este trabalho teve
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por objetivos, verificar a ocorréncia de
Staphylococcus  aurens produtores de
enterotoxinas e de toxina do choque téxico,
de casos de mastite bovina, e correlacionar
com os resultados obtidos com a contagem
de células somaticas, das respectivas
amostras de leite.

Materiais e Métodos

Foram examinadas 1662 vacas
primiparas e multiparas em diferentes fases
de lactacdo, puras e mesticas das racas
Holandés Preto e Branco, Gir e Girolando,
procedentes de 20 propriedades leiteiras,
localizadas nos municipios de Avaré,
Botucatu e Pardinho, no Estado de Sao
Paulo.

As amostras foram obtidas apds
exame clinico do ubere pela inspecio das
glandulas mamarias e exame dos trés
primeiros jatos de leite em caneca de fundo
negro, para deteccdo de mastite clinica, bem
como o California Mastitis Test (CMT) para a
deteccio de mastite subclinica.** Em caso
de positividade, foram colhidas amostras de
20mL em tubos estéreis devidamente
identificados, apds a lavagem prévia das
glandulas com 4agua e sabio, secagem com
papel toalha e desinfec¢do do éstio do teto
com alcool etilico a 70° GL. Apds
condicionamento sob temperatura de
refrigeracdo, foram transportadas para o
Laboratério de Microbiologia e Citologia
Lactea do Nucleo de Pesquisa em Mastites
(NUPEMAS), do Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP
— Campus Botucatu.

Os exames microbiolégicos foram
realizados semeando-se 0,1 mlL de leite em
placas contendo 20 ml. de agar sangue
bovino a 10% e de agar Mac Conkey,
incubando-se em condicdes aerdbicas a
37°C, por até 96 horas, com observacio
do desenvolvimento microbiano a cada 24
horas. Os agentes isolados foram
identificados de acordo com as caracteristicas
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morfolégicas das colonias e morfotintoriais,
pela técnica de Gram, além de provas
bioquimicas e taxonémicas®?, realizadas a
partir de amostras bacterianas obtidas do
repique de duas a trés colonias do agente
em meio de caldo infuso cérebro-coracio,
como catalase, coagulase em tubo, clumping
factor, crescimento e fermentacdo em
manitol salt agar, fermentacdo da maltose e
uréia, resisténcia a polimixina B (300 UI),
sensibilidade a novabiocina (5mg) e
producdo de desoxirribonuclease. Apds
classificacao, as amostras de S.aureus foram
estocadas em tubos de ensaio com tampa
de rosca contendo 5 ml. de agar nutriente,
mantidos a temperatura de refrigeracao a 4°C
até os procedimentos de detecgdo de
TNAase termoestavel e de toxinas, quando
foram reisoladas em meio de caldo infuso
cérebro corac¢io, incubando-se por 18-20
horas a 37°C. No caso de crescimento
negativo foram realizadas subculturas no
mesmo meio, para recuperagio do agente.

A producio de toxina ¢ TNAse foi
pesquisada pela técnica de “celofane over
agar”?". Para tanto foram usados circulos de
papel celofane de 100 mm de didmetro,
cortados e dispostos intercalados com
circulos de papel filtro de mesmo didametro,
em placas de petri, e umedecidos com agua
destilada, autoclavando-se a 121°C por 20
minutos. Os circulos de papel celofane foram
transferidos assepticamente para placas de
petri de 100 mm contendo 15 a 20 mL de
agar infuso cérebro coracio (Oxoid)
enriquecido com 1% de extrato de levedura
(Merck).

Semearam-se 100mL do inéculo
sobre o celofane espalhando-se com auxilio
de bastio de vidro. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas, lavando-se
o material do crescimento bacteriano sobre
o celofane, com 2,5 ml. de uma solucio de
Na,HPO, a 0,01M. A suspensio celular
obtida foi centrifugada a 10000 rpm durante
10 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi
acondicionado em tubos “eppendorf”,
estocados a temperatura de —16°C, até o



momento da sua utilizacio patra a pesquisa
de termonuclease e de toxinas. Para a
deteccao de termonuclease lancou-se mao
da técnica metacromatic®, utilizando-se 1
mlL do sobrenadante, aquecido previamente
em banho-maria a 100°C, por dois minutos,
resfriando-se novamente a 25°C para
obtencao de DNAse termoestavel.

Foram utilizadas para tanto, placas
com 20 mL de agar azul-ortoluidina-DNA,
perfurando-se com auxilio de cilindro de
metal, obtendo-se assim perfuracdes com 7
mm de didmetro por 3 cm de profundidade,
onde foram inoculados 80 mL da suspensio
resfriada, incubando a seguir, as placas por
quatro horas a 50°C. Foram consideradas
como positivas as amostras que produziram
halo de colorag¢io rosada ao redor do poco,
denotando a a¢do enzimatica sobre o DNA.

Para a pesquisa de enterotoxinas,
procedeu-se a filtracio do fluido
sobrenadante de cada amostra, em
membranas milipore, com porosidade de
0,2 a 0,45 mm. O filtrado assim obtido foi
utilizado para a deteccdo de enterotoxinas
A, B, C e D (EEA, EEB, EEC ¢ EED), a
partit do KIT SET RPLA (Denka Seiken
Ltda. Oxoid) de acordo com a técnica de
aglutinacdo passiva reversa em latex. O
resultado foi considerado positivo quando
houve rea¢io de aglutinaco, de escores 1+,
2+ e 3+. As amostras que produziram
reacOes inespecificas foram filtradas
novamente, como descrito anteriormente,
e retestadas. Na pesquisa da toxina do choque
toxico utilizou-se o KIT TST RPLA (Denka
Seiken Ltda. Oxoid), e procedeu-se como
descrito anteriormente.

Para a contagem de células somaticas
(CCS) foram coletados 50ml. de leite, das
respectivas glandulas em frascos contendo
44 mg de dicromato de potassio, e a
contagem foi procedida pelo método de
citometria de fluxo, utilizando o apatrelho
SOMACOUNT 300 (Bentley Instruments).
Os resultados da CCS foram
correlacionados com o  exame
microbiolégico e producio de toxinas,
utilizando-se o teste de KW, com p = 0,05.%
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Resultados e Discussao

Das 6648 glandulas mamarias
examinadas, 81 (1,22%) estavam afuncionais
e 32 (0,48%) apresentavam mastite clinica,
revelando alteracdes variaveis em cada caso,
como grumos, coagulos de pus, estrias de
sangue ¢ as vezes somente secre¢io
purulenta. Dos 1662 animais examinados,
805 (48,43%) foram positivos ao CMT com
diferentes escores de reacdo, e entre a 6535
amostras de leite examinadas, 1663 (25,58%),
foram positivas.

Entre outros microrganismos,
Staphylococens anreus foram isolados em 217
amostras (20,66%). De acordo com a
literatura assinalada esta frequéncia pode ser
considerada intermediaria, pois a mesma
mostra resultados variaveis entre 9,1% e
85%. Ha de se considerar aqui as diferencas
locais dentro de uma mesma regido e do
estado."*>L1 E entre os diferentes
paises®®*!% obtiveram também frequéncias
variaveis deste agente.

Embora com diferencas, as vezes
marcantes, efnitre os autores este agente pode
ser considerado mundialmente como o de
maior significado na etiologia das mastites.
Reforc¢a esta afirmagdo a sua presenca em
35,53% e 22,48% nas infeccdes subclinicas.”'?
Ao se analisar estas freqiiéncias, elas sio
também dispares, mas proximas aos 20,66%,
do presente trabalho. Devem ser levantados
os aspectos referentes as ragas, idade, aos
aspectos ambientais ¢ os de manejo na
criacdo, além de que muitos casos tratam de
estudos retrospectivos com numeros de
amostras diferentes; o que deve influenciar
na variacio dos resultados.

Quanto a pesquisa de toxinas
estafilocdcicas, do total de 209 amostras de
S.aurens, 205 (98,86%) produziram TNAse,
resultado similar ao obtido por De Freitas e
Magalhaes", que a detectaram em 91,40%
das amostras. Nao houve deteccdo da toxina
do choque téxico (TSST-1), no entanto, a
produgio de enterotoxinas foi detectada em
nove (4,39%) amostras, sendo uma (0,49%)
EED, tres (1,46%) EEC,e trés (1,46%) EEB.
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Em uma amostra (0,49%), detectou-se
concomitantemente EEA e EEB e em outra
EEB e EEC. Desta forma, a EEB foi
encontrada com maior frequéncia, em cinco
amostras (55,55%), e EEC em quatro
(44,44%) e tanto a EEA como a EED em
somente uma (11,11%) delas.

Foram obtidos 7% de amostras
toxigénicas com 5,25% de EEC, 1,75% de
EED", enquanto em 8%, com a producio
concomitante de EEA e EEE®, e somente
1,07% de EEA". Foram detectadas 4,7%
de amostras toxigénicas, sendo duas EEC,
uma EEA e trés produtoras de EEA e EEC,
concomitantemente®. Estes resultados
diferem no que diz a positividade de EEB,
que mostrou-se mais importante no presente
estudo. Aratjo et al."” relataram o encontro
de somente uma (0,59%) amostra toxigénica
em leite cru e Harvey e Gilmour® de 3,9%
e Ombui, Arimi e Kayhura'* 74,2% com
EEC em 95,8%, EEA em 59,7%, EEB em
36,1% e EED em 23,6%.

Orden et al."® detectaram apenas EEC
em 19,0% entre 26 amostras examinadas, e
TSST-1 em 11 (42,3%) e Kenny et al.'®
obtiveram 75 (28,6%) amostras positivas,
sendo a EED a mais frequente (77,33%),
vindo a seguir EEC (58,66%), EEB (9,33%)
e EEA (1,33%). A TSST-1 foi detectada em
66,66% das amostras. Matsunaga et al.”?
obtiveram  34,5% de  amostras
enterotoxigénicas e 27,6% produtoras de
TSST-1, isoladas de casos de mastite
hiperaguda, no caso da TSST-1.

Os resultados apresentados diferem em
sua grande maioria, o que deve refletir a
importancia da genotipagem de amostras de
S.aureus , para uma melhor interpretagao.
Quanto a nio producao de TSST-1 pode estar
relacionada ao fato de que frequentemente este
agente ¢ isolado de casos clinicos e sindrome
do choque tdxico, ndo produtores de TSST-

Abstract

Staphylococcus anrens is one of the major agents of contagious mastitis
and has high incidence worldwide in most of dairy herds. Besides the
economic impact, the public health aspects of the enterotoxins and
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1, e ndo sao produtores de EEB.

A EEC ¢ normalmente a principal
enterotoxina produzida®™*, concomitantemente
com a TSST-1, em casos clinicos mais severos de
mastite por Szaphylococcus anrens. A toxina EEB foi
obtida em 55,5%0 dos casos, 0 que pode explicar
a ndo deteccio de TSST-1 no presente estudo.
Outra justificativa poderia ser o fato da
mesma ter sido pesquisada somente em
amostras obtidas de afec¢des subclinicas, pois
as provenientes de casos clinicos apresentam
maior viruléncia®.

A correlagdo entre a producdo de
enterotoxinas e a resposta celular verificada
pela CCS, revelou que nos casos de detecgdao
de EEC as amostras eram provenientes de
quartos mamarios com CCS superior a 1000
x 10° células por mL de leite, o que pode
sugerir possivel fator de viruléncia para este
agente. Com exce¢do de um caso, nas
amostras de leite de onde se detectou a
enterotoxina, a produg¢io de CCS foi
supetior a 500 x 10° células por mL de leite,
entretanto o valor da mediana da CCS,
apesar de numericamente superior, 1419 x
10° células por mL, nio foi estatisticamente
significativo (p=0,1629), para sugerir maior
patogenicidade ou viruléncia.Outros fatores
de viruléncia podem ter influenciado a CCS,
além de se considerar os aspectos inerentes
ao periodo de lactagdo, idade do animal,
fatores traumaticos, estresse, entre outros.

Conclui-se pela relevancia do S.aurens
como agente das mastites subclinicas, com
obtencao de 4,39% de amostras toxigénicas
sendo que, das toxinas identificadas, a EEB
demonstrou ser a mais importante, estando
presente em 55,55% das amostras. Nao
detectou-se a TSST-1. As amostras de leite
provenientes dos quartos mamarios
infectados por S.aurens toxigénicos, nao
apresentaram aumento significativo quanto
a contagem de células somaticas.

Key-words:

Mastitis.

Subclinic.

Bovine.
Staphylococcus aureus.
Enterotoxins
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the toxic shock syndrome toxin are very important. The enterotoxin
Ais frequently correlated with food related illness in man and can be
associated with raw, pasteurized and other milk products. The toxic
shock syndrome is caused most frequently by toxic shock syndrome
toxin, but enterotoxins B and C also can be implicated. The aim of
this study was to verify the occurrence of Staphylococcus anrens
enterotoxins and toxic shock syndrome toxin producers. Milk samples
from cows with clinical and subclinical mastitis were collected. The
results of toxins research by “celofane over agar” to TN Aase and by
commercial kit to enterotoxins were associated with the electronic
somatic cell count. Total of 209 milk samples from cows with clinical
and subclinical mastitis caused by S.azureus were verified. A total of
209 (98.86%) were TNAase producers, nine samples (4.39%) were
enterotoxin producers, and one of them (0.49%) was EED producer,
three (1.46%) EEC producers and three (1.46%) EEB producers.
The toxic shock syndrome toxin was not identified in any of the
samples assayed on this study. There was no statistical correlation
between the somatic cell count results and the samples with toxin

production.
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