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ENTEROTOXIGENICIDADE DE Staphylococcus spp.
ISOLADOS DE LEITE IN NATURA!

Tania Lacia Montenegro STAMFORD?**, Celiane Gomes Maia da SILVA?,
Rinaldo Aparecido MOTA*, Adelino da CUNHA NETO?®

RESUMO

Os alimentos sao passiveis de contaminacao por diferentes agentes etiolégicos, podendo levar a doencas manifestadas por agao de
microorganismos patogénicos ou suas toxinas. Pesquisou-se a ocorréncia de cepas de Staphylococcus, assim como a sua capacidade
para producao de enterotoxinas em leite produzido e/ou comercializado no Estado de Pernambuco, Brasil. Foram isoladas e
selecionadas 109 cepas de Staphylococcus coagulase positiva e negativa de leite in natura. A identificacao das cepas isoladas foi
realizada por meio de testes morfolégicos e bioquimicos, como: testes de catalase, coagulase, hemolise, DNAse, termonuclease,
producao de acetoina (VP) e metabolismo de carboidratos (glicose, maltose e manitol). Das 77 cepas coagulase positivas foram
identificadas S. aureus (30), S. hyicus (3), S. intermedius (16), S. aureus identificacao presuntiva (13) e Estafilococos Coagulase
Positiva (SCP) (15). Das 32 cepas coagulase negativa foram identificadas S. capitis (2), S. carnosus (1), S. chromogenes (6),
S. hyicus (1), S. schleiferi (1) e Estafilococos Coagulase Negativa (SCN) (21). Foram selecionadas 43 cepas que apresentaram
reacoes de termonuclease evidentes, para analise de enterotoxinas estafilocécicas, realizada pelo teste imunoenzimatico ELISA. Os
resultados obtidos evidenciaram dez cepas com reacao negativa para enterotoxinas: S. aureus (4), S. carnosus (1), S. chromogenes
(2), S. hyicus (2) e S. intermedius (1). Entre as cepas enterotoxina positiva, foram encontrados: S. aureus (17), S. chromogenes (2),
S. hyicus (1), S. intermedius (8), S. aureus identificado presuntivamente (2), cepas do grupo SCP (1) e as do SCN (2). As espécies
que apresentaram maior namero de linhagens enterotoxigénicas foram: S. aureus e S. intermedius. Esses resultados podem ser
atribuidos a manipulacao inadequada do leite e/ou a recontaminacao durante o seu armazenamento e distribuicao.
Palavras-chave: enterotoxinas, Staphylococcus, alimentos, leite.

SUMMARY

ENTEROTOXIGENICITY OF Staphylococcus spp. ISOLATED OF MILK IN NATURA. Foods are susceptible to contamination for
different etiological agents, which can take to manifested diseases by action of pathogenic microorganisms or their toxins. It was
researched the occurrence of strains of Staphylococcus and your capacity in producing enterotoxins in milk in natura, that have
been produced or commercialized in the State Pernambuco, Brazil. 109 strains of Staphylococus positive and negative coagulase
of milk in natura were selected. The identification of the isolated strains was accomplished through morphologic and biochemical
tests as: catalase, coagulase, haemolysins, DNAse, thermonuclease, acetoin production (VP) and carbohydrates metabolism (glucose,
maltose and mannitol). From the 77 coagulase positive strains 30 were identified as S. aureus, 3 as S. hyicus, 16 as S. intermedius,
13 as S. aureus identification presumptive and 15 as SCP Among 32 coagulase negative strains 2 were identified as S. capitis, 1 as
S. carnosus, 6 as S. chromogenes, 1 as S. hyicus, 1 as S. schleiferi and 21 as SCN. Fourty-three strains that presented very evident
thermonuclease reaction, were selected in order to perform for staphylococcal enterotoxins analysis by the immuno enzimatic test
(ELFA). 10 strains showed negative reaction for enterotoxins: S. aureus (4), S. carnosus (1), S. chromogenes (2), S. hyicus (2)
and S. intermedius (1). Strains that gave positive results, were S. aureus (17), S. chromogenes (2), S. hyicus (1), S. intermedius
(8), S. aureus identified presumptively (2) and of the groups SCP (1) and SCN (2). The species that presented larger number of
enterotoxigenics strains were S. aureus and S. intermedius. Results can be attributed to the inadequate manipulation or food
recontamination during the storage and distribution.

Keywords: enterotoxins, Staphylococcus, food, milk.

1 - INTRODUCAO

Os alimentos sao passiveis de contaminacao por
diferentes agentes etiolégicos, podendo levar a doencas,
manifestadas por acao de microorganismos patogénicos ou
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por suas toxinas. Todos os alimentos deveriam ser objeto
de exames microbioldgicos, que refletiriam as condigoes
higiénicas relacionadas com a producao, armazenamento,
transporte e manuseio, a fim de elucidar a ocorréncia de
enfermidades transmitidas por meio dos alimentos. O leite,
independente de sua origem, deve garantir qualidade e ino-
cuidade ao consumidor, devido a sua composi¢ao nutricional
rica em proteinas e outros componentes [23].

Muitas intoxicacoes alimentares tém etiologia conheci-
da, podendo ocorrer nos paises em desenvolvimento e nos
desenvolvidos. Qualquer tipo de alimento pode dar origem
a um surto de intoxicacao. Entretanto, os surtos associados
a alimentos industrializados tém recebido grande difusao
e atencao do publico, ao passo que os casos individuais
ocorridos em lares, bares e restaurantes sao menos re-
latados ao publico devido a falta de notificacdo ao poder
publico pela populacao em geral [4, 8, 21].
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O S. aureus € um dos agentes patogénicos mais comuns,
responsaveis por surtos de intoxicagcao alimentar. As peculia-
ridades do seu habitat tornam sua presenca largamente dis-
tribuida na natureza, sendo transmissiveis aos alimentos por
manipuladores, na maioria, portadores assintomaticos, e pelos
animais, principalmente o gado leiteiro com mastite [3].

A mastite bovina é considerada um dos principais pro-
blemas de ordem infecciosa de bovinos produtores de leite,
sendo que as causadas por Staphylococcus aureus sao as
que mais prevalecem mundialmente. Quanto ao aspecto de
saude publica, a mastite merece importancia devido ao risco
potencial para transmissao dos microorganismos patégenos
ao homem, pelo do leite e derivados. Os prejuizos econémicos
causados pela mastite, aliados as questdes de saude publica,
tornam a doenca, uma das maiores preocupacoes da Medicina
Veterindria por varias razoes: epidemiologia abrangente, ser
de causa plurietiologica e apresentar controle complexo na
dependéncia dos agentes envolvidos e do meio ambiente no
qual os animais sao criados [3].

A notificacao da intoxicacio estafilococica nao é conside-
rada compulséria no Brasil e em diversos paises; portanto
desconhece-se a verdadeira incidéncia devido a sintomatologja
branda e de curta duragao, uma vez que apenas grandes surtos
chegam ao conhecimento das autoridades sanitarias [7].

A intoxicacao alimentar estafilocdcica € atribuida a ingestao
de toxinas produzidas e liberadas pela bactéria durante sua
multiplicacao no alimento, representando um risco para a
saude publica. A toxina é termoestavel, podendo permanecer
no alimento mesmo apés o cozimento, favorecendo a ocorréncia
da intoxicacao [2].

A técnica imunoenzimatica que permite a deteccao de
enterotoxinas estafilocécicas, pelo equipamento mini-vidas,
é a Enzyme-linked Fluorescent Assay (ELFA). Essa técnica
distingue-se da técnica ELISA na utilizacdo de um leitor da
fluorescéncia desenvolvida durante a analise, reacao antigeno-
anticorpo (com participacao de anticorpos policlonais) e uso
da enzima fosfatase alcalina[27].

O presente estudo teve como objetivo verificar a ocorréncia
de cepas de Staphylococcus e a sua capacidade para producao
de enterotoxinas em leite in natura.

2 - MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 109 cepas de Staphylococcus spp.,
oriundas de leite in natura de vacas com mastite subclinica
e procedentes de oito fazendas localizadas no municipio
de Garanhuns, regiao agreste de Pernambuco.

2.1 - Métodos

2.1.1 - Preparo de diluicoes das amostras
para contagem, isolamento e identificacao de
Staphylococcus spp.

As amostras foram preparadas de acordo com CUNHA
NETO, SILVA, STAMFORD [6].

2.1.2 - Provas bioquimicas

Catalase e Dnase [12]; coagulase [25]; utilizacao de
glicose, maltose e manitol; teste de Voges-ProusKauer
segundo a metodologia descrita por MAC FADDIN [16], e
crescimento em NaCl a 7,5% de acordo com CHAPMAN [5].
Na identificacao das espécies coagulase positiva, utilizou-se
o teste de acetoina (teste de Voges — Proskauer) em virtude
da recomendacao pelo Conselho Nacional de Mastite — USA,
como sendo um meio adicional para diferenciacao de
S. aureus das outras cepas coagulase positiva, por esta
apresentar um alto grau (90%) de positividade para acetoina
a partir de glicose, enquanto que as cepas de S. intermedius
e S. hyicus sao acetoina negativa [22].

2.1.3 - Extracao e deteccao da producao de
termonuclease

A extracao da enzima foi realizada pelo método descrito
por TATINI et al. (1975), adaptado por HIROOKA, VICEN-
TE, YOSHIMOTO [10]. A deteccao da enzima foi realizada
pelo método descrito por LACHICA, HOEPRICH, FRANTI
[13]. As cepas foram inoculadas em caldo infusao cérebro
coracao (BHI) e incubadas a 36°C por 24 h. Apo6s este pe-
riodo, adicionou-se 500 uL de acido tricloroacético (TCA
3,0 M) a suspensao bacteriana, e submeteu-se a centrifu-
gacao a 7.800 rpm por 15 minutos a 4°C. Desprezou-se o
sobrenadante e o precipitado foi ressuspenso em 1,5 mL
de tampao TRIS 0,5 M com pH 10,0 adicionado de 1% de
peptona bacterioldgica. A atividade nucleasica foi realizada
em placas contendo agar azul de orto-toluidina — DNA, onde
foram feitos pocos, nos quais foram inoculados com 5 uL
da mistura (precipitado+tampao TRIS 0,5 M, pH 10,0)
previamente aquecida a 100°C por 15 min para inativacao
de nucleases termossensiveis. As placas foram incubadas
a 50°C por 4 h e os pocgos que apresentaram halo de cor
rosado foram considerados positivos.

2.1.4 - Producao e deteccao de enterotoxina
pelas cepas de Staphylococcus spp.

2.1.4.1 - Producao da enterotoxina

As cepas termonuclease positivas foram ativadas em
caldo BHI. Em seguida, aliquota de 2 mL foi transferida
em caldo BHI, enriquecido com 1% de extrato de levedura
(YE). E, posteriormente, incubada a 36°C/18 h/150 rpm,
em uma mesa agitadora.

2.1.4.2 - Purificacao da enterotoxina

Retirou-se uma aliquota de 2 mL de in6culo do caldo
BHI, colocou-se em tubo de filtragao/centrifugacao (VIDAS
tubes SET - bioMérieux Vitek-France) a temperatura de
4°C por 15 min a 3.000 rpm.

2.1.4.3 - Deteccao das enterotoxinas

Ap6s a filtracao e centrifugacao, retirou-se uma aliquota
de 500 pL do filtrado, colocou-se no poco do barrete do
kit VIDAS SET Staph Enterotoxin, submeteu-se ao exame
do leitor de ELISA a 450 nm, mini-VIDAS (mini-VIDAS
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bioMérieux, Inc.France). As amostras que apresentaram
titulos de VT (valor do teste) <0,13 foram consideradas
negativas para presenca de enterotoxina e aquelas que
apresentaram titulos de VT >0,13, consideradas positivas
[27]. Sendo o VT a relagao entre a fluorescéncia relativa do
padrao e a fluorescéncia relativa da amostra.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As 109 cepas de Staphylococcus isoladas de leite in
natura foram submetidas ao teste de coagulase € os resul-
tados obtidos mostraram que 71% das cepas (77 amostras)
apresentaram positividade (Tabela 1). Resultados seme-
Ihantes foram obtidos por ALMEIDA [1], que evidenciou
contaminacao por Estafilococos Coagulase Positiva em
76,5% do total de 358 amostras de leite cru oriundas de
vacas da regiao de Garanhuns (PE) com mastite subcli-
nica. LOPES & STAMFORD [15] ao analisarem 88 cepas
de Staphylococcus isoladas de leite cru, detectaram que
54,5% das amostras foram coagulase positiva.

Quando o animal apresenta mastite clinica ou subcli-
nica, a populagao de S. aureus é predominante tendo em
vista que o mesmo faz parte da flora normal do animal
[26]. Os valores percentuais encontrados neste trabalho
sugerem elevada ocorréncia de mastite subclinica por
Staphylococcus coagulase positiva no rebanho leiteiro do
Estado de Pernambuco.

Das 32 cepas coagulase negativa, visualiza-se que um
numero elevado de cepas permaneceu com a denominacao
de Staphylococcus coagulase negativa (SCN), Devido aos
testes bioquimicos realizados terem permitido a iden-
tificacao somente das espécies S. carnosus, S. capitis,
S. chromogenes, S. schleiferi e S. hyicus.

Na coleta de amostras, selecionaram-se os animais
portadores de mastite subclinica (Tabela 2), onde pode-se

observar o predominio das espécies coagulase positiva,
S. aureus, S. intermedius e S. hyicus, além do grupo
classificado como Estafilococos Coagulase Positiva (SCP).
Estas representaram aproximadamente 67,8% das cepas
isoladas das amostras de leite analisadas em relacao aos
31,9% de espécies coagulase negativa aqui representadas
por S. carnosus, S. chromogenes, S. capitis, S. schlei-
Jeri e o grupo classificado como Estafilococos Coagulase
Negativa (SCN).

TABELA 2 - Staphylococcus spp. isolados de leite in natura de
vacas com mastite subclinica procedentes da regiao agreste
do Estado de Pernambuco

Espécies isoladas n° %

S. aureus? 30 27,5
S. carnosus 1 0,9
S. capitis 2 1,8
S. chromogenes 6 55
S. hyicus 4 3,6
S. intermedius 16 14,6
S. schleiferi 1 0,9
Staphylococcus (SCN) 21 19,2
Staphylococcus (SCP) 15 13,8
S. aureus’ 13 11,9
Total 109 100

IS. aureus — somente com identificagao presuntiva. 2S. aureus — com identificacao
confirmativa. SCP - Staphylococcus spp. coagulase positive. SCN - Staphylococcus
Spp. coagulase negativa

A ocorréncia de S. aureus, S. intermedius (cepas coa-
gulase positiva), S. chromogenes e S. hyicus em alimentos
como leite e derivados é comum, pelo fato de serem encon-
trados naturalmente na flora de animais como cabras, vacas
e ovelhas, além de serem isolados do tbere desses animais
com mastite clinica ou subclinica. S. aureus, S. hyicus e
S. chromogenes sao espécies encontradas com maior fre-
qiiéncia [19]. ROBERSON et al. [22], por meio dos métodos
para diferenciacao de Staphylococcus spp. coagulase positiva,

TABELA 1 - Comportamento de cepas identificadas de Staphylococcus spp., isoladas de leite in natura, com relagao aos testes bioquimicos

Nuamero

Espécies de Staphylococcus

total aureus’ aureus? carnosus capitis chromogenes hyicus intermedius  schleiferi SCP SCN

109 13 30 1 2 6 4 16 1 15 21
Tt'estes' . Reacgbes positivas
bioquimicos
Coagulase 77 13 30 0 0 0 3 16 0 15 0
Iﬁ:l‘;c;se 58 0 30 0 0 6 2 16 1 0 3
Hemdlise 68 9 22 1 2 5 1 10 1 9 8
Catalase 107 13 30 1 2 6 4 16 1 14 20
Acetoina 70 10 30 0 2 6 1 0 0 10 1
Manitol 76 8 25 0 2 5 0 14 0 8 14
Maltose 65 12 23 0 0 5 0 15 0 1 9
Glicose A 77 9 28 1 2 4 3 1 1 9
Glicose An 99 12 30 1 2 6 5 16 1 12 14
DNAse 91 11 30 1 2 5 3 15 1 11 12
Crescimento 88 11 29 0 2 5 2 15 0 10 14

em NaCl 7,5 %

!S. aureus - somente com identificacdo presuntiva. *S. aureus - com identificacao confirmativa. SCP - Staphylococcus spp. coagulase positive. SCN - Staphylococcus spp. coagulase

negative. Glicose A - glicose em aerobiose. Glicose Na — glicose em anaerobiose
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verificaram que a prevaléncia e patogenicidade de S. hyicus e
S. intermedius como agente causal de mastite bovina € inde-
terminada. Os autores sugerem que a utilizacao de métodos
bioquimicos (ex: producao de acetoina), para diferenciacao
destas linhagens, permite a avaliacao da prevaléncia deste
microorganismo como agente causal de mastite.

Os resultados do teste de termonuclease das 109 cepas
de Staphylococcus, isoladas de amostras de leite, mostraram
positividade em 53% dos isolados. LOPES & STAMFORD
[15], analisando cepas de Staphylococcus isoladas de leite
de vaca cru, verificaram reacao de termonuclease positiva
em 46% das cepas. Por outro lado, esses resultados dife-
rem dos obtidos por SILVA, STAMFORD, LIMA [24], que
ao analisarem 271 cepas de Staphylococus spp isoladas
de amostras de carne de sol, quanto a capacidade de pro-
duzirem a enzima termonuclease, verificaram a presenca
dessa enzima em somente 15% das cepas.

Levantamentos epidemioldgicos realizados por pesqui-
sadores, em fazendas de gado leiteiro no Zimbabue, Israel
e Estados Unidos, mostraram percentuais de 10,9; 53; 50
a 78,7%; respectivamente, de prevaléncia de S. aureus em
vacas com mastite [11, 18, 28]. Esses dados revelam uma
elevada ocorréncia de S. aureus em leite obtido de animais
com mastite [10].

No presente trabalho, isolou-se do leite in natura:
S. intermedius, S. schleiferi e S. capitis, sendo as duas
primeiras espécies relatadas em caes, no leite de outros
animais e isoladas de infec¢dées em humanos [17], nao
havendo, porém, relato dessas cepas em amostras de
leite de vaca, na literatura consultada. O S. capitis ¢é
comumente encontrado em tetas e leite de cabra e ove-
lhas com mastite [4].

Além das cepas de S. capitis e S. schleiferi, isolou-se
do leite in natura: S. carnosus, S. chromogenes e 21 cepas
classificadas como SCN. Este fato reforca a possibilidade das
cepas coagulase negativa poderem ser comumente isoladas
de leite de animais com mastite. As espécies isoladas com
maior freqiiéncia sado: S. chromogenes, S. epidermidis,
S. saprophyticus, S. xilosus, S. lentus, S. scuri, S. simu-
lans, S. chonii, S. carnosus, S. hominis, S. haemolyticus e
S. warneri. A mastite causada pelo Staphylococcus coagu-
lase negativa ocorre com maior freqiiéncia em cabras do
que em vacas ou ovelhas [19].

Diante do exposto, torna-se evidente a necessidade de um
permanente controle higiénico-sanitario do leite para consumo
humano nas etapas de producao, industrializacao e comer-
cializacdo, contribuindo na inocuidade dos alimentos.

A Tabela 1 apresenta o comportamento bioquimico
das 109 linhagens isoladas, das quais 58 apresentaram
reacao positiva para termonuclease; dessas 58 linhagens,
43 cepas com reacao tipica foram selecionadas para serem
submetidas a prova de deteccao de enterotoxina. GELLI &
MARTINS [9] destacaram a importancia do teste da termo-
nuclease, enzima considerada forte indicadora de presenca
da enterotoxina estafilocdcica em alimentos.

Das 43 cepas de Staphylococcus submetidas ao teste
para deteccao de enterotoxina, 33 (77%) foram conside-
radas positivas, havendo um predominio de S. aureus
com identificacdo presuntiva e confirmatéria, em nimero
de 19 cepas positivas e também do S. intermedius com
nove cepas.

As espécies de Staphylococcus analisadas apresen-
taram reacao positiva para enterotoxinas estafiloc6cicas
em percentuais acima de 50% (Tabela 3), resultados
superiores obtidos por outros pesquisadores, sobretudo
em amostras de leite. Estes resultados corroboram com
LEE et al. [14] quanto a quantidade de S. aureus isola-
dos, produtores de enterotoxinas em bovinos, mostrando
que estes podem variar de pequenos intervalos de 5% até
superiores a 30%.

TABELA 3 - Linhagens de Staphylococcus produtoras de en-

terotoxinas
Linhagens positivas
Espécies n° de linhagens analisadas ne %
S. aureus? 22 17 77
S. intermedius 9 8 88,9
S. carnosus 1 0 0
S. chromogenes 4 2 50
S. hyicus 2 1 50
S. aureus’ 2 2 100
SCN 2 2 100
SCP 1 1 100

1S. aureus — somente com identificacao presuntiva. 2S. aureus — com identificacao
confirmativa. SCP - Staphylococcus spp. coagulase positive. SCN - Staphylococcus
spp. coagulase negativa

O género Staphylococcus € o agente responsavel por
aproximadamente 45% das toxiinfeccoes no mundo. A
contaminacao com Staphylococcus spp., pode ocorrer
durante os estagios de produgao ou estocagem do alimento,
por cepas de origem ambiental ou humana. Em condigoes
favoraveis de temperatura, o microorganismo cresce, po-
dendo produzir toxinas. O controle das enterotoxicoses €
possivel desde que se observem as boas praticas sanitarias
de higiene nos estagios de obtencao, producao, estocagem
e manuseio de alimentos, pois a protecao contra esta en-
fermidade € considerada uma obriga¢ao dos profissionais
da area de alimentos e de saude.

4 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permiti-
ram inferir as seguintes conclusoées: S. aureus, S. carno-
sus, S. capitis, S. chromogenes, S. hyicus, S. schleiferti,
S. intermedius e S. aureus (com identifica¢do presuntiva),
além dos grupos de SCN e SCP; podem fazer parte da flora
contaminante de leite in natura.

Entre os Staphylococcus, a espécie S. aureus é a mais
prevalecente para o leite in natura. As espécies S. aureus
e S. intemedius sao as que produzem enterotoxinas com
maior freqiiéncia.
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