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RESUMO

Staphylococcus aureus é um dos principais patdogenos envolvidos na mastite
humana e bovina. Entre seus diversos fatores de viruléncia esta a capacidade de aderir e
invadir células do epitélio mamario, estabelecendo a doenga, produzir enterotoxinas que
podem causar intoxicagdes de origem alimentar, caso haja consumo do leite
contaminado. O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar o potencial de adesdo e
de invasdo de S. aureus, isolados de leite de vacas com mastite subclinica e de leite
humano de um Banco de Leite, em cultura de células epiteliais mamarias bovinas
(BMECs), HEp-2 e HeLa, pesquisar os genes envolvidos na formagdo de algumas
enterotoxinas por PCR, verificar a produgdo das enterotoxinas classicas in vitro e
pesquisar a presenga do gene mecA, que confere resisténcia a varios antibidticos beta
lactamicos. Foram utilizados 20 isolados de S. aureus, de leite de vacas com mastite
subclinica e 20 de leite humano de um Banco de Leite, de um hospital publico, na
cidade de Botucatu, SP. Os isolados de leite humano apresentaram melhor adesdo em
células HeLa (p=0,043), enquanto os isolados de leite bovino aderiram melhor em
células HEp-2 e BMEC (p=0,01). Nos testes de invasdo, os isolados de leite humano e
bovino invadiram os trés tipos celulares indistintamente em porcentagens de invasio de
1 a 62,5% para S. aureus de origem humana e de 0,7 a 100%, para isolados de origem
bovina. O gene que codifica a enterotoxina G (seg) foi o mais frequente em ambos os
tipos de leite, com prevaléncia de 90% (n=18) e 80% (n=16), em humanos e bovinos,
respectivamente. No leite humano, sea foi o segundo mais prevalente, com 75% (n=15),
dos quais 11 (73,3%) produziram SEA in vitro, seguido de sec, que foi observado em 9
(45%) isolados, dos quais 4 (44,5%) produziram a enterotoxina in vitro. Os genes Sea e
sec foram observados, simultaneamente, em 6 desses isolados e 2 deles produziram
ambas as enterotoxinas. Em relagdo ao leite bovino, sec e seh foram os mais frequentes,
depois de seg, ocorrendo em 12 isolados (60%) e a producdo de SEC ocorreu em 8
dessas cepas (66,6%). O sea ocorreu em 8 (40%) isolados, dos quais 4 (50%) foram
produtores de SEA. A pesquisa de cepas meticilina- resistentes (MRSA) foi realizada
apenas em isolados de origem humana, com trés cepas positivas no teste de difusdo em
disco e pela presenca do gene mecA. Concluiu-se que, para os testes de adesdo e invasao
de S. aureus, independente da origem das cepas, podem ser usadas linhagens celulares
de origem humana, ja pré-estabelecidas, evitando-se o laborioso processo de obtengdo

de uma linhagem celular primaria. Os resultados também mostraram que cepas isoladas
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do leite humano, oriundos provavelmente da microbiota da pele das nutrizes, podem ser
reservatorios de MRSA. Além disso, o leite humano de bancos de leite pode causar
intoxica¢do alimentar em recém-nascidos e de origem bovina e seus derivados também
podem causar intoxicagdo aos consumidores, devido a presenca dos genes responsaveis
pela produgao de enterotoxinas e a verificagao da produgédo in vitro, pelas cepas de S.

aureus, se esse leite for estocado de maneira impropria, mesmo apds a pasteurizagao.

Palavras-chave: mastite, Staphylococcus aureus, Célula Epitelial Mamaria
Bovina (BMEC), HEp-2, HeLa, enterotoxinas, MRSA.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the main pathogens involved in human and
bovine mastitis. Among his many virulence factors is the ability to adhere and invade
mammary epithelial cells, establishing the disease, produce enterotoxin that can cause
foodborne poisoning, if any contaminated milk consumption. The objective of this study
was to evaluate and compare the potential of adherence and invasion of S. aureus,
isolated from dairy cows with subclinical mastitis and breast milk from a milk bank in
culture bovine mammary epithelial cells (BMEC), HEp -2 and HeLa, searching genes
involved in the formation of certain enterotoxins by PCR, verify the production of
enterotoxins classical in vitro and investigate the presence of the mecA gene, which
confers resistance to various beta lactam antibiotics. Were used 20 S. aureus isolates
from milk cows with subclinical mastitis and 20 human milk from a milk bank of a
public hospital in the city of Botucatu, SP. The isolated human milk showed better
adhesion to HeLa cells (p = 0.043), while isolates from bovine milk adhered better to
HEp-2 cells and BMEC (p = 0.01). In invasion testing, isolates from human milk and
bovine invaded the three cell types indistinctly in percentage from 1 to 62.5% invasion
for S. aureus of human origin and 0.7 to 100% for isolates from bovine origin. It was
concluded that the adhesion test for human isolates can be used and HeLa cells isolated
from bovine origin, can be used Hep-2 and BMEC cells. For testing invasion any cell
type may be utilized for S. aureus from both origins. The gene encoding the enterotoxin
C (sec) was the most common in both types of milk, with a prevalence of 90% (n = 18)
and 80% (n = 16) in human and bovine, respectively. In human milk, sea was the most
prevalent second, with 75% (n = 15), of which 11 (73.3%) produced SEA in vitro,
followed sec, which was observed in 9 (45%) isolates of which 4 (44.5%) enterotoxin
produced in vitro. The sea and Sec genes were observed simultaneously in these isolates
6 and 2 produced enterotoxins. In relation to bovine milk, sec and seh were the most
frequent, after sec, occurring in 12 isolates (60%) and the production of SEC occurred
in 8 of these strains (66.6%). The sea occurred in 8 (40%) isolates of which 4 (50%)
were SEA producers. The search methicillin resistant strains (MRSA) has been
performed only on isolated human origin, with three was positive in disk diffusion test
and in the presence of the mecA gene. The results allow the use of pre-established cell
lines, avoiding the laborious process of obtaining a primary cell line. The results also

showed that strains isolated from human milk coming from the microbiota of mothers
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may be MRSA reservoirs. Furthermore, human milk from milk banks may cause food
poisoning in newborns and bovine milk and their subproducts can also cause poisoning
because the presence of the genes and the production of enterotoxins in vitro by strains

of S. aureus, if milk is stored improperly, even after pasteurization.

Keywords: mastitis, Staphylococcus aureus, Bovine Epithelial Mammary Cell
(BMEC), HEp-2, HeLa, enterotoxin, MRSA.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ o sexto produtor mundial de leite e derivados, desempenhando um
papel relevante no suprimento de alimentos e na geracdo de emprego e renda para a
populagdo. Para cada dolar na producao no sistema agroindustrial do leite, hd acréscimo
de, aproximadamente, cinco dolares no Produto Interno Bruto-PIB (YANKJUNIOR,
2014). Entretanto, esse sistema pode ser afetado por diferentes problemas que afetam a
cadeia produtiva do leite, como a mastite bovina.

A mastite ¢ uma inflamagdo nas glandulas mamarias de vacas, geralmente
causada por infec¢do bacteriana (NAWROTEK et al., 2011), sendo reconhecida como
uma das principais doengas que afetam o gado leiteiro e causando perdas financeiras
devido a reducdo na producdo de leite, depreciagdo da qualidade nutritiva (por
mudangas fisico-quimicas), descarte de leite, desencadeamento de patologias nos tetos
das vacas, custos com servigos veterinarios ¢ medicamentos, reposi¢do de vacas, além
do tempo extra perdido no manejo e cuidados com o animal infectado (LACASSE &
ZHAOQ, 2008; SAEI et al., 2009).

Os agentes etiologicos da mastite podem ser classificados em ambientais e
contagiosos, de acordo com a fonte de infeccdo. Na ambiental, a vaca se infecta por
micro- organismos encontrados no ambiente (COSTA, 1998; RADOSTITS et al.,
2002), sendo os coliformes os mais comuns, principalmente Escherichia coli e
Klebsiella spp. (VOLTOLINI et al.,, 2001). Na mastite contagiosa, o agente ¢
encontrado no ubere e ¢ transmitido durante a ordenha, sendo os géneros
Staphylococcus e Streptococcus, os patogenos prevalentes (Mc DOUGALL et al., 2002;
MORONI et al., 2005).

O primeiro relato de intoxicagdo alimentar por Staphylococcus ocorreu em
1914, ap6s o consumo de leite de vaca com mastite, causada por S. aureus
(HENNEKINNE et al., 2012). Esse género bacteriano ¢ o mais frequentemente isolado
de casos de mastite (MAROGNA et al., 2011), sendo o S. aureus, o agente etiologico
predominante das mastites bovinas clinicas e subclinicas. E um patogeno ubiquo e o
mais dificil de erradicar no rebanho, causando casos severos e agudos ou infeccdes
cronicas (CHENG et al., 2010; MARTINS et al., 2010).

A mastite subclinica apresenta uma maior importancia epidemioldgica e de

saude publica por alastra-se silenciosamente pelo rebanho sem que sejam percebidas
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alteragdes macroscopicas a inspe¢ao do ubere ou de sua secrecdo, causando maior
prejuizo econdmico por ndo poder ser diagnosticada previamente (BARBALHO &
MOTA, 2001; MARTINS et al., 2010).

Em humanos, o leite materno ¢ a nutricao ideal para recém-nascidos e criangas
de até 6 meses de vida devido a sua composi¢ao de mais de 250 nutrientes essenciais a
saude do bebé que auxiliam na maturacdo do individuo. O leite humano oferece
protecdo contra varias infecgdes respiratorias, diarréia, septicemia, vomito, otite média,
entre outras, ja que possui agentes anti-inflamatorios, anticorpos € modula o sistema
imune (WAUBEN et al., 1998; HAMOSH, 2001; SILVA, 2004).

A mortalidade infantil ainda ¢ um tema preocupante em todo o mundo. Apesar
dos grandes avangos na nutri¢do e higiene, as infec¢des e a auséncia da amamentacao
sdo algumas das principais causas de morbidade e mortalidade infantil no mundo. O
aleitamento materno ¢ capaz de prevenir 6 milhdes de mortes em criancas de até 1 ano,
pois neonatos e lactentes sdo imunologicamente imaturos, tornando-se mais susceptiveis
a infec¢des (GIUGLIANI, 1994; LAWRENCE & PANE, 2007).

Os Bancos de Leite Humano (BLH) foram implementados pelo Ministério da
Satde em 1981, sendo responsaveis em oferecer prote¢do, apoio e incentivo ao
aleitamento materno para criangas que ndo receberam o aleitamento materno por algum
motivo clinico ou social, realizando a selecdo das doadoras, coleta, processamento,
controle de qualidade do leite e distribuicdo do produto aos lactentes (BRITO et al.,
2002; HINRICHSEN, 2004; BRASIL, 2006). Esta iniciativa evita a perda de,
aproximadamente, 180 milhdes de litros de leite humano e, economicamente,
proporciona uma economia de 540 milhdes de reais por ano no Brasil (ALMEIDA &
GOMES, no prelo).

A oferta do leite humano em Banco de leite ¢ destinada, preferencialmente, a
recém-nascidos de risco ou bebés doentes, prevenindo-os contra doengas e reduzindo a
mortalidade. Para que isto ocorra e se expanda, a RDC N° 171 (ANVISA, 2006)
informa e capacita os profissionais de satide de forma a garantir a qualidade do leite
fornecido pelos BLHs, cumprindo com o estabelecido no Pacto da Saude (no Brasil) e
na Declaracdo do Milénio (em 191 paises). Além disso, os BLHs sdo responsaveis por
qualquer irregularidade encontrada no leite distribuido, registrando todas as etapas do
processo e garantindo a rastreabilidade pela Vigilancia Sanitaria, em caso de surto

(FIOCRUZ, 2014a).
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A qualidade do leite ofertado pelos BLHs ¢ de interesse a saude publica, uma
vez que os receptores deste produto possuem déficit no sistema imunologico (CARMO
et al., 1990). Para que este alimento ndo cause agravos a saide do bebé é necessario que
passe por criterioso processo de controle de qualidade, além de condi¢des higiénico-
sanitarias adequadas durante ordenha, a fim de se evitar a contaminacao do leite.

Apesar das diversas vantagens do leite materno, este ndo possui protecao fisica
contra contaminantes da microbiota primaria (micro-organismos que passam
diretamente pela corrente sanguinea, como o virus do HIV) ou contra a microbiota
secundaria (oriundos da pele materna e meio ambiente, devido manipulagdo em
condi¢des higiénico-sanitarias insuficientes), podendo sofrer contaminag¢do pela
manipulacdo das lactantes e dos profissionais dos BLHs (ALMEIDA, 1999;
GIUGLIANI, 2000). S. aureus também ¢ um dos principais agentes etiologicos de
mastite em mulheres lactentes, doenca que pode afetar até 30% das nutrizes (JONSSON
& PULKKINEM, 1994).

Kinlay et al. (2000) realizaram um estudo com 1075 mulheres, que declararam
ter interesse em amamentar e dessas, 20% apresentaram mastite. Foxman et al. (2002)
avaliaram 840 lactentes por 12 semanas, com incidéncia de mastite de 9,5%. Embora
esses trabalhos nao tenham disponibilizado o numero de casos associados a S. aureus,
Amir (2002) afirmou que este patdgeno prevalece como principal agente etioldgico na
mastite puerperal (humana).

Do ponto de vista microbioldgico, embora devesse haver cuidado extremo
com este alimento, podem ocorrer falhas na cadeia do processo que tornam o leite uma
possivel fonte de infeccdo para os receptores (GIUGLIANI, 2000). Para o controle
microbiolégico, a RDC N° 171 (ANVISA, 2006) preconiza a auséncia de coliformes
totais no leite pasteurizado, que indicaria a qualidade higiénica durante a ordenha ou
manipulacdo do leite.

Além da preocupacdo quanto a forma como este leite ¢ coletado e conservado
pelas doadoras até chegar ao profissional do BLH, ainda h4 o problema deste produto
ser analisado microbiologicamente apenas apds a pasteurizacdo. Caso o leite cru
apresente contaminagdo bacteriana, o dano pode ser irreversivel mesmo apds a
pasteurizacdo, uma vez que pode estar contaminado com bactérias produtoras de
enterotoxinas termoestaveis, como S. aureus.

NG et al. (2004) analisaram 59 amostras de leite materno de um banco de leite

na China, das quais, 2 amostras estavam contaminadas por S. aureus, com contagens de
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1,4 x 10° e 2,8 x 10° UFC/mL, sendo que, a quantidade elevada desta bactéria no leite
pode desencadear doengas de origem alimentar, se fossem cepas enterotoxigénicas.
Desta forma, cuidados com a higienizagdo e antissepsia durante a lactagdo,
ordenha e estocagem devem ser observados para garantir a seguranga no consumo deste
alimento e auxiliar na redugdo dos indices de infeccdes causadas por mastite e,
consequentemente, nos quadros de intoxicacdes de origem alimentar, perdas

agropecuarias ¢ mortalidade infantil.

1.1.ENTEROTOXINAS

As enterotoxinas estafilococicas (SE) classicas s3o exoproteinas
hidrossoliiveis, com peso molecular de, aproximadamente, 30 KD. Os cinco tipos
soroldgicos classicos foram identificados e designados pelas letras de A a E (SEA —
SEE) (BERGDOLL & ROBBINS, 1973, BERGDOLL et al, 1981), ricas em lisina,
acido aspartico e glutamico, com duas cisteinas formando ponte de dissulfeto
(BERGDOLL, 1981). Além das classicas, outras enterotoxinas tem sido descritas e seus
genes seqiienciados, sendo nomeadas como enterotoxinas G, H, I, J, K, L, M, N, O, P,
Q. R, S, T, U, Ve X (JARRAUD et al., 2001; KURODA et al., 2001; ORWIN et al.,
2001; LETERTRE et al., 2003; OMOE et al., 2003; THOMAS et al., 2006; WILSON et
al.,, 2011). At¢ o momento somente SEG, SEH e SEI mostraram atividade emética
(OMOE et al., 2003).

Os genes das enterotoxinas estafilococicas podem ser carreados por plasmidios
(seb, sed e sej) (BAYLES E IANDOLO, 1989; ZHANG et al., 1998), por fagos (sea e
see) (BETLEY E MEKALANOS, 1985) ou por cromossomos (Seb, sec, seh, sei, sek,
sel, sem, sen, seo, sep, seq) (FITZGERALD et al., 2001; JARRAUD et al., 2001;
ORWIN et al., 2001, 2003; OMOE et al., 2002; LETETRE et al., 2003).

A enterotoxina estafilocdcica do tipo A (SEA) € a mais comumente implicada
nos casos de intoxicacdo alimentar, sendo composto por 771 pares de base (BORST &
BETLEY, 1994). O gene seb regula a producdo da enterotoxina do tipo B (SEB), que
apresenta, aproximadamente, 900 nucleotideos (JOHNS & KHAN, 1988). Esse gene
pode estar integrado ao DNA bacteriano, no caso de amostras clinicas ou carreado por
um plasmidio de 750Kb, em amostras de outras origens (SHAFER & IANDOLO,
1978). Entre as diferentes enterotoxinas, SEA ¢ a mais comumente associado com

intoxica¢do alimentar (ORDEN et al, 1992).
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O grupo da toxina C (SEC) ¢ formado por trés subtipos antigenicamente
distintos e denominados de SECI, SEC2 e SEC3. Segundo Marr et al. (1993), a
enterotoxina C ¢ heterogénea e apresenta variagdes antigénicas em sua seqiiéncia
molecular.

A enterotoxina estafilocécica tipo D (SED) ¢ o segundo tipo mais comum,
associado a casos de intoxicagdo alimentar. O gene responsavel por essa toxina esta
localizado no plasmidio PIB 485 (BAYLES e IANDOLO, 1989). O gene para a
enterotoxina E (SEE) codifica uma proteina de 29 Kda (VAN de BUSSCHE et al.,
1993). Em 1992, Betley et al. caracterizaram a toxina G e REN et al. (1994),
sequenciaram o gene da toxina H. Mempel et al. (2003) observaram que os genes para
as toxinas G, I, M, N e O pertencem ao mesmo cluster e a detecgdo de um desses genes,
geralmente indica a presenca dos outros quatro.

A enterotoxina tipo I (SEI), codificada pelo gene Sei, apresenta a menor
homologia entre as enterotoxinas, apresentando 218 nucleotideos e, junto com a SEG,
tém a capacidade de causar resposta emética e proliferagdo de células T, com produgdo
de Interleucina II e Interferon gama (MUNSON et al., 1998).

As novas enterotoxinas tem sido designadas como membros da familia das
enterotoxinas estafilocdcicas baseadas na sequencia de similaridade com as
enterotoxinas classicas. O Comite Internacional de Nomenclatura para Superantigenos
de Staphylococcus (INCSSN) recomendou que somente superantigenos que induzam
emese por administragdo oral em experiéncias utilizando primatas sejam chamadas de
enterotoxinas, enquanto outras toxinas relacionadas, mas que ndo causam emese nesse
modelo experimental sejam designadas como “enterotoxina estafilococica semelhante a
superantigeno” (staphylococcal entrotoxin-like (Sel) superantigens) (LINA et al., 2004).
Baseando-se nas recomendagoes do INCSSN, as toxinas SEJ, SEK, ..., SEX deveriam
ser renomeadas como SEIlJ, SEIK, ..., SEIX, respectivamente (OMOE et al, 2005). Com
excecdo de SEH, SEI e SEG, que ja apresentaram atividade emética (SU & WONG,
1995; MUNSON et al., 1998), o envolvimento das outras SEl em surtos de origem
alimentar ainda ndo esta totalmente esclarecido.

As SE sdo consideradas superantigenos por ligarem-se ao Complexo Maior de
Histocompatibilidade (CMH) de classe II, na célula apresentadora de antigeno e aos
receptores de células T, simultaneamente, ocasionando liberacdo exacerbada de
citocinas pelo sistema imune do hospedeiro. Os sintomas da intoxicagdo estafilococica

englobam febre alta, vomito, dor abdominal, dor de cabeca, cdibra muscular, diarréia,
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calafrio, prostracao e disfungdes hepaticas e renais. A doenga ¢ autoeliminada e dura de
24 -48h (BERGDOLL, 1989; FERNANDEZ et al., 2006).

A intoxicagdo ocorre apds a ingestdo de alimentos contaminados com as
toxinas pré-formadas e, aproximadamente, 95% dos surtos sdo causados por alguma SE
classica (SEA a SEE). As enterotoxinas sdo capazes de permanecer ativas no meio
ambiente por varios dias, além de resistirem a varias enzimas proteoliticas, permitindo
sua passagem pelo trato gastrointestinal sem perda de atividade (CLIVER, 1994; HUY,
1994). Entre as caracteristicas das SEs, uma das mais relevantes ¢ a resisténcia a
pasteurizagdo, devido ao seu perfil termoestavel (100°/30’). Sendo assim, o leite
pasteurizado pode apresentar risco a saude, ja que a pasteurizagdo elimina a bactéria,
mas ndo a enterotoxina.

Existe uma grande controvérsia sobre o papel das enterotoxinas na mastite.
Segundo Sutra & Poutrel (1994), SEC e SED sdo as mais importantes nos processos
infecciosos intramamarios, uma vez que induzem a libera¢do de fatores inflamatdrios.
Zecconi et al. (2006) identificaram ao menos um gene das enterotoxinas em todos os
bovinos estudados na Italia e o gene sej, em particular, pareceu ser um fator de risco.
Por outro lado, autores como Larsen et al. (2000) argumentaram que os genes dessas
enterotoxinas ndo parecem ter um papel importante no quadro de mastite, uma vez que
somente 1 em 414 animais com mastite apresentou S. aureus com o gene SeC, na
Dinamarca.

De acordo com Tranter (1996), a ingestdo de, pelo menos, 1 pg de toxina em
100g de alimento j4 induz o aparecimento de sintomas clinicos e a toxina comeca a ser
produzida quando a populagdo de S. aureus excede 10° UFC/g (quorum sensing). Ja
segundo Balaban & Rasooly (2001), a dose minima de enterotoxinas ingerida para a
ocorréncia desses sintomas ¢ menor, de 10 ng. Assim, devido a importancia destas
toxinas na saude publica, uma triagem eficiente para detectar a prevaléncia de cepas
enterotoxicas nos alimentos € necessaria, neste caso, tanto no leite de origem animal,

quanto no leite de origem humana, principalmente devido ao seu carater termoestavel.

1.2. Staphylococcus aureus Meticilina Resistentes (MSRA)

A partir da década de 60, com o aparecimento de cepas de S. aureus resistentes
a penicilina, pela produ¢do de enzimas que hidrolizam o anel B-lactamico, foi

desenvolvido um anel B- lactdmico sintético, a meticilina. Porém, resistente as -
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lactamases produzidas pelo S. aureus. Entretanto, rapidamente surgiram cepas
resistentes, denominadas Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)
(HIRAMATSU et al., 2002).

Os antimicrobianos B- lactamicos impedem que as proteinas que sintetizam a
parede celular (PBPs- proteinas ligadoras de penicilina) consigam formar a parede,
causando lise bacteriana. Os patogenos resistentes a meticilina adquiriram um elemento
genético movel, o gene mecA, integrante de um elemento gendmico denominado
“cassete cromossomico estafilococico mec” (SCCmec), que conferiu o desenvolvimento
de uma PBP adicional (PBP2), que possuem baixa afinidade a oxacilina e a outros
antimicrobianos B-lactamicos (LOWY, 2003; SANTOS et al., 2007).

As infeccdes causadas por MRSA tem crescimento continuo em instituigdoes
hospitalares, em todo mundo. Anteriormente, as infeccoes por MRSA estavam
relacionadas  exclusivamente a casos hospitalares (HA-MRSA), contudo,
gradativamente, essas infeccdes passaram a ser documentadas como adquiridas ou
associadas na comunidade (CA-MRSA). As CA-MRSA possuem menor resisténcia a
antibioticos e ndo possuem ligacdo aparente com o sistema hospitalar, sendo
responsaveis por infeccdes de pele e subcutdnea, como impetigo, erisipela, celulite e
foliculite, em populagdo ndo ligada ao sistema de saude (BUSTOS-MARTINEZ et al.,
2006; COHEN et al., 2008).

Segundo NOVAK et al. (2000), em 500 amostras de leite humano originadas
de vérias cidades brasileiras, foram identificadas 171 cepas de S. aureus, dentre as
quais, 57 eram MRSA e 7 amostras também eram enterotoxigénicas.

Pinheiro (2008) realizou um estudo com 44 mulheres com mastite associada a
S. aureus (grupo caso) e 88 mulheres sem doenga (grupo controle). Destas, 87% das
cepas isoladas foram resistentes a penicilina e 100% sensiveis a vancomicina. Cepas

MRSA foram observadas em 11,3% do grupo caso e 7,1% do grupo controle.

1.3. CULTURAS CELULARES

As células de culturas sdo classificadas em primdrias, de linhagem e
transformadas.
As células primarias provém de um fragmento de tecido, a partir do qual pode

ser realizado um explante. Essas células mantém as caracteristicas do tecido original,
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preservando as informagdes genotipicas e fenotipicas, sendo recomendadas para
comparar seu comportamento in vitro (FIOCRUZ, 2014b). Porém, sdo mais dificeis de
serem cultivadas e ndo proliferam normalmente, devido a alta capacidade de realizar
apoptose.

As células de linhagem mantém as caracteristicas do tecido de origem, mas
possuem alta taxa de proliferacdo, ao contrario das primarias. Desta forma, sdo as mais
utilizadas para pesquisa, como a HEp-2 e a HeLa.

Quando as caracteristicas genéticas sao alteradas, a morfologia dessas células
também se alteram, quando comparada a morfologia do tecido original, sendo chamadas
de transformadas. A luz ultravioleta, compostos quimicos e virus sdo exemplos de
agentes capazes de transformar células. A transformacdo celular consiste em uma
alteracdo genética em genes que controlam o ciclo celular, ou seja, super- expressdao de
proto-oncogenes ou inativagdo de genes supressores de tumor. Levando-se em
considera¢do seu comportamento, essas células ndo sdo utilizadas para vacinas, ja que
ha o risco da alteragdo no DNA celular causar alteragdo no DNA do individuo que fizer
uso da vacina.

Sistemas de culturas celulares sdo empregados no estudo de caracteristicas de
patdogenos, pois micro-organismos patogénicos apresentam diversos mecanismos de
evasdo do sistema imune do hospedeiro, como a capacidade de adesdo e invasdo

(FINLAY, 1990).

1.3.1. Célula Epitelial Maméaria Bovina (BMEC)- Primaria

As células epiteliais mamadrias bovinas sintetizam citoqueratina e proteinas
desmossomais (SCHMID et al., 1983b). Essas células possuem uma morfologia atipica,
apresentando aspecto alongado com processos longos delgados que se sobrepde a
superficie das células vizinhas e quando cultivadas, sintetizam baixo nivel de caseina,
proteina encontrada no leite (SCHMID et al., 1983a).

O potencial que algumas cepas tém de invadir as c€lulas epiteliais mamadrias
bovinas (BMECs) ¢ um importante fator para o estabelecimento da mastite (ANAYA-
LOPEZ et al., 2006). Almeida et al. (1996) demonstraram que S.aureus foi capaz de
invadir e se replicar dentro de células epiteliais mamarias bovinas. Anaya-Lopez et al.

(2006) testaram a capacidade de invasdo de cepas de diferentes espécies de
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Staphylococcus e apenas S.aureus e S.epidermidis foram capazes de invadir BMECs,
em niveis similares ao controle positivo.

A compreensdo de como as células se comportam frente a um patdégeno ¢
necessaria para maiores esclarecimentos sobre sinalizagdo durante condi¢des de
estresse, adesao ¢ invasao celular, bem como sobre o desenvolvimento da infeccao

bacteriana.

1.3.2. HelLa

As células HeLa foram estabelecidas em 1951, apds uma mulher de 31 anos,
Henrietta Lacks, desenvolver um tumor maligno de colo de tutero. O médico
responsavel, Dr. George Gey cultivou essas células, estabelecendo a linhagem, que ¢
utilizada até hoje em todo o mundo (JONES et al., 1971). Devido a sua alta taxa de
proliferacdo, essas células possibilitaram inimeros tipos de pesquisa, como o
desenvolvimento da vacina de poliovirus e pesquisas de citotoxicidade (FIOCRUZ,

2014b).

1.3.3. HEp-2

A origem das células HEp-2 ocorreu em 1952, a partir de um tumor
metastatico nodular de um paciente masculino de 57 com céancer de laringe. Através de
procedimento cirargico, as células foram removidas e implantadas em ratas
imunossuprimidas por irradiagdo com raio-X e cortisona, para serem estabelecidas para

cultivo celular (FJELDE, 1955).

1.4. ADESAO E INVASAO CELULAR

A adesdo de S. aureus nas células hospedeiras ¢é essencial para o
estabelecimento da mastite, porque posiciona o patégeno no tecido alvo apropriado.
Apdés a adesdo, algumas bactérias patogénicas permanecem localizadas
extracelularmente (MOLINARI & CHHATWAL, 1999). Entretanto, pode haver
internalizacdo por fagocitose e alguns patdogenos bacterianos conseguem induzir sua
internalizagdo por células ndo fagocitarias, mecanismo conhecido como invasao
(FINLAY & COSSART, 1997).

S. aureus nao ¢ um patodgeno intracelular obrigatério. Esta bactéria liga-se a

fibronectina (KUUSELA, 1978; HERRMANN et al., 1988), laminina (LOPES et al.,
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1985) e colageno tipo IV da célula (FINLAY, 1990). A bactéria pode aderir, ainda, a
uma superficie através de um antigeno capsular polissacaridico denominado
polissacarideo/adesina capsular (PS/A). Em seguida ocorre multiplicagdo para formar
um biofilme de multiplas camadas que estd associado com a producdao de adesina
polissacaridica intracelular/proteina de adesdao intracelular (PIA) (KRISTIAN et al.,
2004).

A invasdo requer dois passos principais: adesdo a superficie da célula
hospedeira e internalizacdo. Esses passos envolvem a participacdo da bactéria
patogénica e da célula eucaridtica hospedeira, pois ambas precisam facilitar a aderéncia,
proporcionando ligantes e seus receptores correspondentes. Além disso, a bactéria
precisa transmitir um sinal de invasdo através da membrana da célula hospedeira para
induzir os rearranjos de citoesqueleto necessarios para a entrada do patdogeno. (TANG et
al., 1993). Segundo Veiga et al. (2007), S.aureus expressa proteinas de invasdo que
interagem diretamente ou indiretamente com receptores da célula hospedeira, iniciando
uma cascata de sinaliza¢do que resulta em extensdes da membrana que circundam a
bactéria e a internaliza.

A internalizacdo das bactérias patogénicas pelas células hospedeiras permite as
bactérias ocupar um microambiente livre de mecanismos de defesa dos hospedeiros, que
chegam a atingir a superficie dessas células (FINLAY & COSSART, 1997). Dentro das
células, as bactérias garantem uma fonte de nutrientes e ficam protegidas ndo sé do
sistema de defesa do hospedeiro, como também da agdo de antibidticos (CIFRIAN et

al., 1994; ALVA-MURILLO et al., 2011).
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2. OBJETIVO

- Avaliar o potencial de adesdo e invasdo de cepas de S. aureus isolados de leite de
vacas com mastite subclinica e de leite humano de um banco de leite, em culturas de
células de epitélio mamario bovino (BMEC), HeLa e HEp 2.

- Comparar a eficiéncia de adesdo e invasdo nas trés linhagens celulares, levando-se em
conta a origem das cepas.

- Caracterizar genotipicamente as cepas, quanto a presenca de genes responsaveis pela
producao de algumas enterotoxinas (classicas, seg, seh e sei).

- Verificagao da producao das enterotoxinas classicas, pelas cepas de S. aureus.
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CAPITULO 1

Este trabalho originou o artigo “Adesao e invasdo de Staphylococcus aureus isolados de
leite de vacas com mastite subclinica e leite humano de um banco de leite em células

HEp-2, HeLa e BMEC”.
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RESUMO

Staphylococcus aureus ¢ um dos patdgenos mais prevalentes em casos de mastite
humana e bovina. Entre os diversos fatores de viruléncia, estd a capacidade de aderir e
invadir células do epitélio mamario, estabelecendo a doenca. Este trabalho descreveu a
comparacdo da capacidade de adesdo e invasdao de S. aureus isolados de leite de vaca
com mastite subclinica e de leite humano de um Banco de leite em célular HEp-2, HeLa
e células de epitélio mamario bovino (BMEC). A BMEC foi obtida a partir de explante
de um micro fragmento de tecido mamaério bovino. Os isolados de leite humano
apresentaram melhor adesdao em células HeLa (p= 0,043), enquanto os isolados de leite
bovino aderiram melhor em células HEp-2 ¢ BMEC (p=0,01). Nos testes de invasao, os
isolados de leite humano e bovino invadiram os trés tipos celulares indistintamente em
porcentagem de invasdo de 1 a 62,5% para S. aureus de origem humana e de 0,7 a 100%
para isolados de origem bovina. Concluiu-se que para os testes de adesdo, com S.
aureus, isolados de humanos, pode ser usada células HeLa e para isolados de origem
bovina, podem ser utilizadas células Hep-2 e BMEC. Para os testes de invasao, qualquer
tipo celular pode ser utilizado para S. aureus de ambas as origens. Os resultados
possibilitam o uso de linhagens celulares pré-estabelecidas de origem humana, para
testes de adesdo e de invasdo, mesmo em cepas de S. aureus, de origem bovina,

evitando-se o laborioso processo de obtencdo de uma linhagem celular primaria.

Palavras chave: Adesdo, Invasdo, BMEC, HEp-2, HeLa, Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is the prevalent pathogen in cases of human and bovine mastitis.
Among the many factors of virulence is the ability to adhere and invade the mammary
epithelium cells, establishing the disease. This paper describes the comparison of
adhesion and invasion of S. aureus isolated from cow's milk with subclinical mastitis
and breast milk from a milk bank in different cell types [Hep-2, HeLa and Bovine
Mammary Epithelial Cell (BMEC)]. The BMEC was obtained from a micro fragment of
bovine mammary tissue. The isolated human milk showed better adhesion to HeLa cells
(p = 0.043), while isolates from bovine milk adhered better to HEp-2 cells and BMEC
(p = 0.01). In invasion testing, isolates from human milk and bovine invaded the three
cell types indistinctly in percentage from 1 to 62.5% invasion for S. aureus of human
origin and 0.7 to 100% for isolates from bovine origin. It was concluded that the
adhesion test for human isolates can be used and HeLa cells isolated from bovine origin,
can be used Hep-2 and BMEC cells. For testing invasion any cell type may be utilized
for S. aureus from both origins. The results allow the use of pre-established cell lines,

avoiding the laborious process of obtaining a primary cell line.

Keywords: Adhesion, Invasion, BMEC, HEp-2, HeLa, Staphylococcus aureus.
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1.INTRODUCAO

A mastite ¢ uma inflamacdo das glandulas mamadrias, geralmente causada por
infec¢do bacteriana, sendo Staphylococcus aureus uma das espécies mais frequentes
(BELKUM et al., 2002; SMITH, 2006; NAWROTEK et al., 2011).

Em bovinos de leite, a mastite é responsavel por grandes perdas financeiras em
todo mundo, devido ao descarte de leite, gastos com tratamento veterinario, diminui¢ao
da producdo do leite e dos subprodutos lacteos ou descarte do animal (SAEI et al.,
2009). Estudos estimam prejuizos de, aproximadamente, US$ 200 para cada vaca
acometida pela doenga por ano (CASSOL, 2010). Além dos prejuizos econdomicos, a
doenca oferece risco a Saude Publica através do consumo do leite contaminado pela
bactéria, capaz de ocasionar infec¢des e intoxicagdes de origem alimentar no homem
(ZECCONI & HAHN, 2000).

A mastite ¢ classificada como ambiental quando o animal se infecta com micro-
organismos presentes no ambiente, sendo os coliformes os mais comuns, com
predominancia das espécies Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae; ou contagiosa
quando o agente etioldgico ¢ encontrado no ubere e ¢ transmitido durante a ordenha,
sendo S. aureus o patéogeno de maior importancia (VOLTOLINI et al., 2001; Mc
DOUGALL etal., 2002; MORONI et al., 2005).

O aleitamento materno ¢ capaz de prevenir até 13% de mortes em criangas de
até cinco anos e em até 22%, em recém-nascidos, pois neonatos e lactentes sdo
imunologicamente imaturos, tornando-se mais susceptiveis a infeccdes (JONES et al.,
2008; MULLANY et al., 2008; LAWRENCE & PANE, 2007), por isso o leite materno
¢ considerado a melhor nutricdo para o recém-nascido, além de protege-lo
imunologicamente. Contudo, ndo oferece protecdo contra contaminantes da propria
microbiota ou contra contaminantes secundarios vindos do ambiente, adquiridos no
momento da coleta (GIUGLIANI, 2000). Casos de mastite em mulheres sao
denominados de mastite puerperal, cujos sintomas podem variar de apenas uma
inflamagao local, até casos graves com abscessos e septicemia, com sintomas sistémicos
como febre, calafrios e prostacio (GIUGLIANI, 2004). Vérias espécies de micro-
organismos podem estar envolvidas em casos de mastite puerperal, afetando até 30%
das nutrizes, mas S. aureus prevalece como princiapl agente causador da doenca
(AMIR, 2002; FOXMAN et al., 2002).

S. aureus ¢ o mais frequente tanto em mastite clinica quanto em subclinica

(HENSEN et al., 2000). E considerado um patégeno ubiquo e o mais dificil de erradicar

46



do rebanho, podendo causar casos severos de infecgdes cronicas e danos permanentes
no tecido (CHENG et al., 2010; MARTINS et al., 2010). Esse micro-organismo ¢ capaz
de colonizar tecidos mamadrios por internalizacdo de células epiteliais e endoteliais e
desencadear resposta imune, aumentando a expressao de citocinas pro-inflamatorias,
como interleucinas-1p (IL-1B) e fator de necrose tumoral-o (TNF-a), além de induzir
apoptose das células epiteliais mamadrias bovinas pela ativacao de caspases (WESSON
et al., 2000; ANAYA-LOPEZ et al., 2006).

Entre os tipos de mastite, a subclinica apresenta maior importancia
epidemiologica por se alastrar silenciosamente pelo rebanho, sem que sejam percebidas
as alteracdes macroscdpicas a inspe¢ao do ubere ou do leite, causando maiores danos
econdmicos, por ndo ser diagnosticada previamente (BARBALHO E MOTA, 2001;
MARTINS et al., 2010).

A infeccdo bacteriana ¢ um processo com diversos estagios, iniciando-se com a
simples ligacdo entre a bactéria e a célula hospedeira. Inicialmente, ocorre a colonizagao
do epitélio com interagdo fisica ndo especifica, que se torna especifica por ligagdes entre
os receptores da bactéria e da célula alvo. A invasao do tecido ocorre por diversas vias
de sinalizacdo, seguido pela multiplicacdo bacteriana. A seguir, ocorre interferéncia do
sistema de defesa do hospedeiro, que € essential para manter o estado de colonizacdo e
causar o dano tecidual (BELKUM et al., 2002).

A adesdo e a invasdo sdo importantes mecanismos de viruléncia nas infecgdes
bacterianas, exercendo papel significativo na patogénese da mastite (HENSEN et al.,
2000). Uma série de fatores participam na adesdo do S. aureus as células, como
fimbrias, acido teicoico, proteinas ligantes de fibronectina, proteina A, o complexo
Microbial Surface Components Recongnizing Adhesive Matrix Molecules
(MSCRAMM), leucocidinas e coagulase (RICH et al., 1999; FOURNIER & HOOPER,
2000; VON EIFF et al., 2002).

A adesdo de S. aureus nas células hospedeiras posiciona o patdogeno no tecido
alvo, podendo ou ndo ocorrer a internaliza¢do por fagocitose, processo denominado de
invasdo (FINLAY & COSSART, 1997). A internalizacdo das bactérias patogénicas
pelas células hospedeiras permite que estas ocupem um microambiente livre das defesas
do hospedeiro e de antibidticos, garantindo uma fonte de nutriente segura (ALVA-
MURILLO et al., 2011). Este fato pode ser uma das razdes pelo carater cronico da
infeccdo intramamaria por S. aureus e pela auséncia de sucesso apresentada nos

tratamentos com antibioticos (HENSEN et al., 2000).
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Para estudar a adesdo e a invasdo de S. Aureus, ¢ preciso utilizar um modelo
celular in vitro. Em muitos paises, ndo existem células epiteliais mamarias bovinas
(BMEC) estabelecidas, sendo necessario sempre realizar o processo de cultivo celular
primario para efetuar os estudos com amostras de origem bovina. Diversos autores
estudaram estes mecanismos de viruléncia em célula epitelial mamaria, muitas vezes
com resultados conflitantes.

Lammers et al. (1999) realizaram um estudo comparativo utilizando, além da
BMEC, células de linhagem de ducto e alvéolos bovinos, para estudar a adesdo e
invasao de S. aureus, obtendo diferentes resultados para cada tipo celular. Hensen et al.
(2000) analisaram o papel da adesdo e da invasdo na patogénese da mastite utilizando
cepas de S. aureus em cultivo de BMEC, concluindo que o uso de BMEC foi um
método confiavel para o estudo destes mecanismos utilizando estirpes de origem
bovina. Anaya-Lopez et al. (2006) avaliaram a capacidade de algumas cepas de invadir
BMEC e instaurar o processo infeccioso, mas essas cepas nao foram testadas em células
humanas.

Existem diversas linhagens celulares epiteliais humanas estabelecidas, como as
c¢lulas Human Epithelial (HEp-2) de carcinamo de laringe e a Henrietta Lacks (HeLa),
de adenocarcinoma de colo de tutero, largamente utilizadas em diversos tipos de
pesquisas em todo o mundo, para fabricagdo de vacinas e testes de citotoxicidade
(LACROIX, 2008; FIOCRUZ, 2014).

O objetivo deste trabalho foi a comparacdo da capacidade de adesdo e invasdo
de S. Aureus, isolados de leite de vaca com mastite subclinica e de leite humano de um
Banco de Leite em células BMEC, HEp-2 e HeLa, visando a utilizagdo de linhagens de

mais facil obtengdo para pesquisas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao das cepas de S. aureus
Foram utilizadas 40 isolados de S. aureus, previamente obtidos pelo Laboratorio

de Microbiologia de Alimentos, no Departamento de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Biociéncias, UNESP/Botucatu. Desse total, 20 foram oriundas a partir de
leite de vacas com mastite subclinica e 20 de leite cru ou pasteurizado de doadoras do

Banco de Leite de um hospital publico, na cidade de Botucatu, SP.

2.2. Cultivos celulares utilizados nos testes de adesao e invaséao
Foram utilizados trés tipos celulares diferentes. Nao existem linhagens celulares,

estabelecidas em laboratorio, de células de epitélio mamario bovino no Brasil, que seria,
a principio, o tipo celular mais adequado para ensaios com cepas isoladas de mastite

bovina.

2.2.1. Cultivo de células de epitélio mamario bovino
O isolamento da BMEC foi realizado através de micro fragmentos do tecido, que

foram depositados em placas de Petri em meio de crescimento constituido por meio de
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado com antimicrobianos e 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB) para facilitar a ligagcdo das células. Esses procedimentos foram
realizados no Laboratério de Reprodugdo e Biotecnologia do Departamento de
Reprodu¢do Animal, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
UNESP/Botucatu. As concentragdes dos antimicrobianos foram 10X a concentragao
usual: gentamicina (50pg/mL), penicilina (250 U/mL), estreptomicina (Img/mL),
polimixina B (50 U/mL) e anfoterixina B (2,5 pug/mL). Apos 48 h, o meio foi
substituido por DMEM-10% FBS com os mesmos antibioticos, ja na concentracdo usual
(1x). Apos 72h de cultura, as monocamadas de células epiteliais mamarias primarias
formaram ilhas agregadas a fibroblastos, que foram selecionadas por tripsinizagao

seletiva.

2.2.1.1. Caracterizacio de BMEC por PCR em Tempo Real (qPCR)

Para caracterizagdo da BMEC, foi realizada PCR em Tempo Real para os

genes citoqueratina 18 (krt18), expresso pelas células epiteliais e para o gene vimentina
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(vim bos), expresso pelas células mesenquimais (ANAYA-LOPEZ et al., 2006). Como
controle endogeno da reagdo de PCR foi utilizado o gene “gliceraldeido 3-fosfatase
desidrogenase” (gapdh) (Tabela 1). Os primers para os genes vVim bos ¢ krtl8 foram
desenhados utilizando-se 0 programa Primer Blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore).

Tabela 1: Oligonucleotideos e suas propriedades, utilizados na caracterizacao da célula

epitelial de glandula mamaria bovina de isolamento primaério.

Gene Marcador Sequéncia (5’- 3°) Produto
Controle
gapdh Bos taurus F TGACCCCTTCATTGACCTTC
Endogeno 120pb
gapdh Bos taurus R ATGGCCTTTCCATTGATGAC
vim Bos F Fibroblasto CAGGATGTTGACAATGCGTCTC 1000b
vim Bos R CCGCATCATGCAGTTTCTTCAA P
Célula
krt18 F . ATAATGCCCGTCTTGCTGCT
epitelial 90pb
krt18 R GCCCGTGTATGTCACTCTCC

Extracdo de RNA: O RNA total foi extraido de amostras de células Madin-

Darby Bovine Kidney (MDBK), utilizadas como controle positivo, de Baby Hamster
Kidney (BHK-21), utilizadas como controle negativo e das células BMEC. A extragdo
do RNA total foi realizada com o kit comercial Total RNA Purification Kit (Norgen
Biotek Corp.), de acordo com as instrucdes do fabricante.

As amostras de RNA tiveram a quantificacdo e a qualidade avaliadas pelo
espectrofotometro  (Nanodrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific™),
considerando valores apropriados de relagdo A260/280 acima de 1,7.

Obtencdo do cDNA: 1 pL de Random Primer e 4 pL. de amostra de RNA,

totalizando 5 pL, foram incubados a 70°C/5 min. Apds este periodo, foram adicionados
15uL contendo: 1 pL de RNAse out (Invitrogen), 4 uL de Impron II 5x reaction buffer,
2,4 uL de MgCl, (25 mM), 1 pL de ANTP (10 mM), 0,5 pL Impron II RT e 6,1 uL. H,O
Nuclease Free (MgCl, de 20 mM), totalizando 20 pL, os quais foram incubados a
25°C/5 min, 42°C/60 min, 70°C/15 min e resfriado.
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PCR em Tempo Real: As rea¢des de tempo real foram padronizadas para o

volume final de 20puL contendo 0,3uM de cada primer, 10uL de GoTaq® qPCR Master

Mix (Promega), 6,8uL de dgua RNase-Free e 2ul. de amostra. As condi¢des usadas
foram 1 ciclo de 95°C/2 min, 40 ciclos de 95°C/15 seg, 60°C/1 min e 1 ciclo de 60-

95°C , para curva de dissociagao.

2.2.2. Cultivo de células HEp-2, HeLa e BMEC
As linhagens humanas (HEp-2 e HelLa) foram mantidas em DMEM Glicose

Max (Life), acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 50 UI de penicilina/mL, 200
UI de estreptomicina/mL ¢ 100mg de neomicina/mL. As culturas foram mantidas em

garrafas a 37°C/ 5-7 dias, em atmosfera de 5% de CO,.

As BMECs foram mantidas em solugdo com 50% de DMEM Glicose Max, 50%
F-12 (Life), acrescido de 10% SFB, 50 UI de penicilina/mL, 200 UI de
estreptomicina/mL e 100mg de neomicina/mL. As culturas foram mantidas em garrafas
a 37°C/ 5-7 dias, em atmosfera de 5% de CO,.

As células foram subcultivadas utilizando-se solug¢do de tripsina-EDTA (4cido

etileno diaminotetracético) e resuspensas em DMEM com 10 % de SFB.

2.3. Teste de adesdo das cepas de Staphylococcus aureus na cultura celular

2.3.1. Avaliacédo Qualitativa por Microscopia para Adesdo de S. aureus
Crescimentos overnight de S. aureus em Brain Heart Infusion (BHI, Difco)

foram diluidas em DMEM até a obtencdo de uma suspensdo bacteriana contendo,
aproximadamente, 1,5 x 10° UFC/mL.

O crescimento das células foi realizado como descrito no item 2.2.2., porém
ocorreu sobre laminulas em placas de 24 pocos. Esses pocos foram lavados quatro vezes
com PBS, para a retirada dos antibidticos e das células ndo aderidas. A seguir, ImL da
suspensao bacteriana foi adicionada, em triplicata, nos pogos e a placa, incubada por 90
min/37°C em atmosfera com 5% de CO,. A seguir, cada poco foi lavado com PBS, por
quatro vezes, para remoc¢ao das bactérias ndo aderidas. As laminulas foram mantidas
overnigth em metanol e coradas com uma solu¢do corante de May-Griinwald por 5
minutos e com uma solucdo corante de Giemsa, por 20 minutos. O teste foi considerado
positivo quando foram observadas bactérias aderidas na superficie das células.

(ALMEIDA & OLIVER, 2001).
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2.3.2. Enumeracao de S. aureus aderidos
As cepas de S. aureus em BHI foram diluidas em meio DMEM até a obtengao

de uma suspensdo bacteriana contendo, aproximadamente, 1,5 x 107 UFC/mL. As
culturas celulares foram cultivadas em placas de 24 pogos, conforme descrito no item
2.2.2. Antes do teste de adesdo, cada pogo foi lavado trés vezes com tampao PBS+ (PBS
0,01M, suplementado com 0,1 g/L de CaCl, e 0,2 g/L. de MgCl,) e ImL da suspensao
bacteriana foi adicionada em cada pogo sem laminula. Apds 3 horas de incubagdo, a
37°C em estufa com 5% de CO,, as monocamadas foram lavadas 4 vezes com o tampao
PBS+, para remoc¢ao das bactérias ndo aderidas. A seguir, as células foram resuspensas
pela adicdo de 500 pl de tripsina + EDTA (0,1% / 0,04%) em cada poco. As placas
foram incubadas numa atmosfera de 5% de CO2 a 37° C durante 10 a 15 min. Apos a
incubacdo, as suspensdes foram homogeneizadas por pipetagem e o desprendimento das
células foi verificado utilizando-se um microscépio de contraste de fase invertida. Apos
a ressuspensdo das células, a tripsinizagdo foi interrompida pela adi¢do de 500 pl de
DMEM, sem antibidtico. A seguir, foram preparadas diversas dilui¢des decimais a
partir das células lisadas. As diluicdes foram inoculadas em placas de agar Tryptone
Soya Agar (TSA, Difco), pela técnica de gota em superficie e incubadas a 35°C/24
horas. O resultado positivo foi determinado pela presenga de crescimento de unidades
formadoras de colonias no TSA, demonstrando a recuperagdo das bactérias aderidas

(HENSEN et al., 2000).

2.4. Teste de invasdo das cepas de Staphylococcus aureus na cultura celular
As estirpes de S. aureus em BHI foram diluidas em DMEM até a obtencdo de

uma suspensdo bacteriana contendo, aproximadamente, 1,5x10’ UFC/mL. Apods o
cultivo celular, conforme item 2.2.2., cada pogo foi lavado trés vezes com tampao PBS+
(PBS 0,01M, suplementado com 0,1 g/L. de CaCl, e 0,2 g/L de MgCl,) e adicionado de
ImL da suspensdo bacteriana (sem laminula). A placa foi incubada por 3 horas/37°C,
em estufa com 5% de CO,. A seguir, as monocamadas das células foram lavadas trés
vezes com tampao PBS+. Apos a lavagem, 1mL de solucao de Eagle com 5% de SFB e
10 mg/mL de gentamicina foi adicionada, em cada pogo, para eliminar as bactérias
extracelulares e a placa foi reincubada sob as mesmas condigdes. Apos este tratamento,
os pogos foram lavados quatro vezes com PBS e cada poco recebeu 1 mL de Triton X-
100, numa concentragdo final de 0,1% (vol/vol) em agua destilada, a 37°C/10 minutos

para a lise das células. A seguir, foram preparadas diluicdes decimais a partir das c€lulas
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lisadas, que foram inoculadas em placas de TSA, pela técnica de gota em superficie e
incubadas a 35°C/24 horas. O resultado positivo foi determinado pela recuperacio e
contagem das colonias, em relagdo percentual aos valores determinados no teste de

adesdo (HENSEN et al, 2000).

2.5. Forma de Analise dos Resultados
A comparagdo dos ensaios de adesdo e invasdo celular foi ajustada ao teste de

propor¢ado, com nivel de significancia de p<0,05.

3. RESULTADOS
3.1. Cultivo e Caracterizacdo de células de epitélio mamario bovino (BMEC)

As BMEC foram isoladas e cultivadas formando monocamadas confluentes em
4 a 5 dias de incubagdo (Figuras 1 e 2). O fibroblasto foi o principal contaminante
celular presente nesta cultura, tornando-se necessario selecionar as células epiteliais de

glandula mamaria bovina por tripsinizacao seletiva.

Figuras 1 e 2: Microscopia optica do cultivo celular priméario de epitélio mamario
bovino.

Ap6s o isolamento, as células foram avaliadas quanto a expressao de RNA para

os genes que codificam a citoqueratina 18 (marcador de célula epitelial) e vimentina
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(marcador de fibroblasto) (VANSELOW et al., 2008). Como controle de expressao para
as reagdes de PCR em tempo real, foi utilizado RNA total extraido de células MDBK,
de origem epitelial. Os resultados da qPCR para as células MDBK e das BMEC estdo
apresentados na Tabela 2, onde pode-se observar que as cé¢lulas MDBK apresentaram
expressao elevada do gene gapdh, seguido de alta expressao de citoqueratina 18 e baixa
de vimentina. O comportamento da expressao desses genes para BMEC foi similar ao
da MDBK, confirmando sua origem epitelial.

Os resultados foram expressos pela diferenga de Ct (threshold cycle), que é
uma medida relativa da concentragdo do alvo na reacdo de PCR, baseada na intersec¢ao
entre a curva de amplificagdo e uma linha limiar. A diferenca encontrada nos valores de
Ct esta relacionada com a quantidade inicial de RNA, que foi muito menor para as

amostras de BMEC (28ng/uL) quando comparadas as células MDBK (900ng/uL).

Tabela 2: Expressdo dos genes que codificam a produgdo de citoqueratina 18 (krt 18),
vimentina (vim bos) e do controle endégeno (gapdh), por PCR em Tempo Real, das
células Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) (controle positivo), Baby Hamster
Kidney (BHK-21) (controle negativo) e Célula Epitelial Mamaria Bovina (BMEC),

isolada primariamente.

Genes/Células ACt
MDBK BHK-21 BMEC
krt 18 19,9 0 32,8
vim bos 23.4 22,8 40
Gapdh 14,9 17,3 28,9

Os testes foram feitos em triplicata.

De acordo com os resultados apresentados, pode-se comprovar a origem
epitelial das BMEC devido a maior expressao de citoqueratina 18 quando comparada a
vimentina, possibilitando o uso destas células para os testes de capacidade de adesdo e

de invasao celular por S. aureus.
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3.2. Teste de adesao e invasao em cultivo celular

3.2.1. Avaliacdo Qualitativa por Microscopia para Adesao de S. aureus
Neste teste, as bactérias se distribuiram de modo desigual sobre o cultivo celular

e sobre a laminula de vidro, mostrando inespecificidade pelo cultivo, formando

aglomerados bacterianos e impossibilitando uma avaliagdo qualitativa (Figura 3).

¢
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Figura 3: Microscopia Optica de adesdo de Staphylococcus
aureus, isolados de leite humano em cultivo celular de linhagem
HEp-2.

3.2.2. Enumeracao da adesdo e invasao de Staphylococcus aureus em células HEp-2,
HelLa e BMEC

Pelas dificuldades observadas quando foi realizado o método de avaliagdo
qualitativa por microscopia, optou-se pela ado¢do de um método quantitativo,
largamente utilizado na literatura, para adesdo e invasdo que permite a avaliacdo das
cepas capazes de desenvolver tais mecanismos.

Pela Tabela 3, pode-se observar que todas as cepas de S. aureus, isoladas de leite
de um banco de leite humano, que invadiram qualquer uma das linhagens celulares,
anteriormente foram positivas para o teste de adesdo, mostrando que esse passo €
imprescindivel para a invasdo. Somente duas cepas ndo aderiram em nenhuma das

linhagens celulares utilizadas.
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Tabela 3: Capacidade de adesao e invasdo de Staphylococcus aureus, isolados de leite

humano de um banco de leite em células HEp-2, HeLa e Célula Epitelial Mamaria

Bovina (BMEC), independente do tipo celular.

Cepas de Células
Origem HEp-2 HeLa BMEC
Humana Adesdo Invasdo Adesdo Invasdo Adesdo Invasdo
1 - - + - - -
2 + - + + + -
3 - - - - + -
4 + - + - + -
5 - - - - + -
6 + - + - - -
7 + - + - - -
8 - - - - + -
9 + - + + + -
10 - - - - - -
11 + - + - - -
12 + - + - + +
13 - - - - + -
14 + - + - + -
15 - - - - - -
16 + - + - - -
17 - - + - - -
18 + - + - + +
19 + - + + + -
20 + - + - - -
Total (N %) 15 (75) 0 18(90) 4(20) 11(55) 2(10)

No teste de adesdo, S. aureus proveniente de leite humano aderiram melhor em

células HeLa (p=0,043). Dos isolados bovinos, tiveram adesao significativa em HEp-2 e

BMEC (p=0,01), conforme Tabela 4.

adesdo.

Pela Figura 4, observa-se a recuperacdo das células de S. aureus, em teste de
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Tabela 4: Capacidade de adesdo de Staphylococcus aureus isolados de leite humano de
um Banco de Leite e de leite de vaca com mastite subclinica em células HEp-2, HeLa e

Célula Epitelial Mamaria Bovina (BMEC).

Origem das Cepas Adesdo
(n=20) HEp-2 HeLa BMEC p
S. aureus humano 15 (75%) ** 18 (90%)*™ 11 (55%) **¢ p=10,043
S. aureus bovino 19 (95%)** 11 (55%) %" 16 (80%)**™  p=0,010
P p= 0,184 p=0,033 p=0,176

Letras minusculas: comparacdo da linha. Letras maitsculas: comparagao da coluna.
Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas.

Figura 4: Enumeracdo de
Staphylococcus aureus com
capacidade de adesdo em células
HEp-2.

Pela Tabela 5, observam-se os resultados dos testes de adesdo e invasdo das
cepas de S. aureus, isolados de leite de vacas com mastite subclinica e, ao contrario das
cepas de origem humana, todas aderiram a, pelo menos, um tipo celular. Nesse teste, foi
realizada a porcentagem de bactérias recuperadas apos lise das células, em relagdo a
quantidade de isolados aderentes.

E interessante notar que as quatro cepas de origem bovina que néo aderiram em
cé¢lulas BMEC, aderiram em ambas as linhagens de origem humana. Entre as 16 (80%)

cepas que aderiram BMEC, 10 (62,5%) também invadiram.
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Tabela 5: Capacidade de adesdo e invasdo de Staphylococcus aureus isolados de leite
de vacas com mastite subclinica em células HEp-2, HeLa e C¢lula Epitelial Mamadria

Bovina (BMEC), independente do tipo celular.

Células
o Cepas de HEp-2 HeLa BMEC
rigem Bovina
Adesdo Invasio Adesdo Invasio Adesdo Invasdo
1 - - + + + -
2 + + + + + +
3 + - + - + -
4 + - + + + -
5 + + + - + +
6 + - - - + +
7 + - + - - -
8 + - - - + +
9 + - - - + +
10 + - - - + +
11 + - - - + -
12 + - + + + -
13 + - + - - -
14 + - + - + +
15 + + + + - -
16 + - + - - -
17 + - - - + +
18 + - - - + -
19 + + - - + +
20 + - - - + +

Total (N %) 19(95) 4(20) 11(55) 5(25) 16(80) 10(50)

As cepas de S. aureus isoladas de ambos os tipos de leite invadiram os trés tipos
celulares de maneira indistinta, isto ¢, sem diferenca estatisticamente significante (p>

0,05) (Tabela 6).
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Tabela 6: Invasdo de Staphylococcus aureus isolados de leite humano de um Banco de
Leite e de leite de vaca com mastite subclinica em células HEp-2, HeLa e Célula

Epitelial Mamaria Bovina (BMEC).

Origem das Cepas Invasdo
(n=20) HEp-2 HeLa BMEC p
S. aureus humano 0(0%)*  4(20%)*  2(10%)** p=0,108
S. aureus bovino 4(20%) 4" 5(25%)** 10 (50%)®*  p=0,091
= p=0,11 p=1 p=o0,01

Letras minasculas: comparagdo da linha. Letras maiusculas: comparagdo da coluna. Letras diferentes representam
diferencas estatisticamente significativas.

Nenhuma cepa de S. aureus de origem humana invadiu células HEp-2,
entretanto, 4 isolados de leite bovino invadiram estas células com porcentagem de 20%,
3,3%, 0,7% ¢ 0,5%.

Em HeLa, os isolados de leite humano invadiram com porcentagens de 1%,
10%, 62,5% e 27,7% e de leite bovino com 38%, 5,8%, 100%, 2,8% e 100%.

Em relacdo as células BMEC, os isolados de leite humano foram capazes de

invadir com 4,5% e 18,8% ¢ os de leite bovino, com 2,1%, 1,7%, 17,7% e 100%.
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4. DISCUSSAO

S. aureus ¢ um dos patdégenos mais importantes que causam danos a glandula
mamaria bovina e a interagdo entre o micro-organismo e este tecido ¢ fundamental para
o desenvolvimento da mastite (LAMMERS et al., 1999). Ademais, S. aureus ¢ um
patogeno oportunista de grande importancia em humanos.

Segundo Fonseca & Santos (2007), a mastite por S. aureus pode ser um
reservatorio de infecgdo para o rebanho por ocorrerem, predominantemente, na forma
subclinica. Esta bactéria possui uma grande capacidade de penetracdo na glandula
mamaria, podendo levar a formagdo de tecido fibroso, limitando a agdo dos antibioticos,
caracterizando a infeccdo como cronica e com baixa taxa de cura espontdnea ou por
antibioticoterapia.

Sears e McCarthy (2003) afirmaram que isolados de S. aureus de animais apenas
podem causar doengas em animais, ocorrendo o mesmo com cepas de origem humana.
Contudo, de acordo com Peton e Loir (2014), esse micro-organismo deve ser
monitorado por poder ser transmitido de animais para humanos e vive- versa,
mostrando-se a importancia de analisar se a capacidade de adesdo e de invasdo ocorre
especificamente ou ndo. Sakwinska et al. (2011) analisaram a transmissao de gendtipos
de 500 cepas de S. aureus, isolados de mastite bovina, 57 isolados nasais de
agricultores e 133 de ndo agricultores. Genotipos especificos mostraram transmissao de
vacas para humanos e, inesperadamente, mais de um ter¢o dos isolados encontrados em
casos de mastite bovina pertenciam a estirpes CC8, bem documentadas em infecgdes
humanas. Os resultados mostraram que a especificidade do hospedeiro ¢ um traco que
pode evoluir, j4 que, embora a CC8 tenha uma relacdo estreita com humanos, o novo
genotipo de CCS8 foi isolado de apenas um agricultor, sugerindo que o novo clone se
adaptou ao passar de humanos para a vaca, diminuindo a capacidade de colonizar
humanos.

Na literatura consultada ndo foram encontrados outros artigos que compararam a
capacidade de adesdo e de invasdo em cepas de S. aureus isolados de leite com mastite
entre linhagens celulares de diferentes origens. Apos o trabalho de Finlay (1990) que
afirmou que a adesdo e invasdo dependem de receptores especificos, a maioria dos

trabalhos que se seguiram utilizaram exclusivamente BMEC (OLMSTED &
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NORCROSS, 1992; CIFRIAN et al., 1994; ALMEIDA et al., 1996; HENSEN et al.,
2000; ANAYA-LOPEZ et al. 2006).

No Brasil e em muitos outros paises, ndo ha uma linhagem de BMEC
estabelecida, tornando-se necessario o isolamento primario de uma linhagem celular de
complexa obtencdo, que mesmo apds o trabalhoso processo, pode ainda apresentar
fibroblastos, caso ndo sejam feitas sempre a tripsinizacdo seletiva.

As BMEC foram isoladas e cultivadas formando monocamadas confluentes, na
presenca de alguns fibroblastos. Neste trabalho, observou-se pequena quantidade de
vimentina, cuja presenga pode ser explicada pelos fibroblastos ocasionais, visto que a
expressao de citoqueratina 18 foi maior. Além disso, a vimentina também pode ser
expressa por células epiteliais in vitro (FRANKE, et al., 1979). Segundo Schmid et al.
(1983), essa expressao pode ser suprimida pelo acréscimo de prolactina, hidrocortisona
e insulina, o que nao foi usado nesse teste.

Nao houve adesdo e invasdo de todas as cepas de S. aureus isolados de vacas
com mastite subclinica, mesmo estes tendo sido realizados em células BMEC. Este
resultado estd de acordo com o realizado por Anaya-Lopez et al. (2006), que sugeriram
que a invasao bacteriana nao € um mecanismo necessario para o estabelecimento da
doenca. Anteriormente, entretanto, Hensen et al. (2000) concluiram que a capacidade de
adesdo e invasdo do S. aureus em células epiteliais eram importante na patogénese da
mastite, uma vez que protege o micro-organismo contra as defesas do hospedeiro.

No teste de adesdo por avaliacdo qualitativa em microscopia Optica, foi
observado que as bactérias ndo se distribuiram uniformemente sobre a monocamada
celular das trés linhagens utilizadas (HeLa, HEp-2 ¢ BMEC), formando pequenos
aglomerados ao longo da laminula de vidro. Esta técnica ndo distinguiu S. aureus
aderentes, pois estes se também aderiram ao vidro, em regides desprovidas de células,
sugerindo possivel formacdo de biofilme sobre a laminula ou simples adesdo
inespecifica, impossibilitando uma andlise morfologica clara e uma contagem.
Resultados semelhantes também foram observados por Hensen et al.(2000).

Hensen et al. (2000) observaram que a invasdo de S. aureus, isolados de mastite
em células BMEC foi consequéncia da adesdo, sendo que, 60% das cepas que aderiram,
também foram internalizadas. No presente estudo, também invadiram apenas as cepas
que aderiram previamente, mostrando que estes eventos estdo correlacionados para os

trés tipos celulares testados. Também foram observados resultados muito semelhantes
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aos de Hensen et al. (2000), pois ocorreu invasdo em 62,5% das cepas de S. aureus,
isolados de leite de vacas com mastite,em células BMEC.

A baixa invasdo de S. aureus, isolados de leite humano de Banco de Leite pode
ser explicada pela origem dessas cepas, que provavelmente pertenciam a microbiota da
nutriz, que para se tornar doadora de leite, deve estar isenta de qualquer doenga,
principalmente mastite e, por isso, essas cepas teriam menor potencial patogénico. Ao
contrario das cepas isoladas de leite de vaca com mastite subclinica, que sdo estirpes
patogénicas e, consequentemente, podem apresentar mais mecanismos de viruléncia,

como capacidade de adesdo e invasao.

5. CONCLUSAO

S. aureus, isolados de leite com mastite aderiram igualmente células HEp-2 e
BMEC e invadiram os 3 tipos celulares de maneira indistinta, permitindo-se o uso de
linhagens celulares de origem humana pré-estabelecidas e evitando-se o uso de

linhagens primarias de BMEC, método laborioso e demorado.
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CAPITULO 2

Este trabalho deu origem ao artigo “Perfil genotipico e fenotipico de
enterotoxinas de Staphylococcus aureus, isolados de leites de vacas com mastite

subclinica e de leite humano de um banco de leite.”
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RESUMO

O leite humano ¢ essencial para a saude de recém-nascido. Criangas que ndo tem
acesso ao aleitamento materno podem receber o leite através dos Bancos de Leite, que
sao responsaveis pela qualidade do alimento ofertado. O leite bovino e seus
subprodutos, importantes na nutricdo de criangas e adultos, sdo susceptiveis a
contaminagdo devido ao contato com o animal, os manipuladores ¢ o ambiente.
Staphylococcus aureus ¢ um dos principais contaminantes no leite de ambas as origens,
pela producdo de enterotoxinas termoestaveis, resistentes aos principais tratamentos
térmicos que o leite recebe. Este patdgeno também pode apresentar resisténcia a
meticilina (MRSA), o que torna a pesquisa de enterotoxina e de resisténcia a meticilina
de interesse a Saude Publica. Este trabalho pesquisou os genes envolvidos na producao
de enterotoxinas de S. aureus (sea-sei) por PCR e verificou a produgdo das
enterotoxinas classicas in vitro (SET-RPLA), em 20 cepas de S. aureus isolados de leite
humano de um Banco de Leite e em 20 de leite de vacas com mastite subclinica e
avaliou a resisténcia a meticilina nos isolados de leite humano. O gene seg foi o mais
frequente em ambos os tipos de leite, com prevaléncia de 90% (n=18) e 80% (n=16), em
humanos e bovinos, respectivamente. No leite humano, sea foi o segundo mais
prevalente, com 75% (n=15), dos quais 11 (73,3%) produziram SEA in vitro, seguido de
sec, que foi observado em 9 (45%) isolados, dos quais 4 (44,5%) produziram a
enterotoxina in vitro. Os genes sea e sec foram observados, simultaneamente, em 6
desses isolados e 2 deles produziram ambas as enterotoxinas. Em relagdo ao leite
bovino, sec e seh foram os mais frequentes, depois de seg, ocorrendo em 12 isolados
(60%) e a producao de SEC ocorreu em 8 dessas cepas (66,6%). O gene Sea ocorreu em
8 (40%) isolados, destes, 4 (50%) foram produtores de enterotoxina. Entre as 20 cepas
isoladas de leite humano, 3 apresentaram resisténcia a meticilina, pela presenca do gene
mecA. Assim, além de poder ser reservatorio de MRSA, o leite humano de banco de
leite pode causar intoxicagdo em recém-nascidos, devido a contaminagdo com cepas
enterotoxigénicas. Pelas mesmas caracteristicas, o leite de origem bovina e seus
derivados também podem causar intoxicagdes em adultos e criangas pelo consumo de

leite, mesmo apos a pasteurizacgao.

Palavras-chave: Enterotoxinas, MRSA, Staphylococcus aureus, Leite humano,

leite bovino.
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ABSTRACT

Human milk is essential for the health of the newborn. Children who do not have access
to breastfeeding can receive milk through milk banks, which are responsible for the
quality of food offered. Bovine milk and subproducts, important in nutrition of children
and adults are susceptible to contamination due to contact with the animal, the handlers
and the environment. Staphylococcus aureus is one of the major contaminants in milk
from both sources by enterotoxin producing thermostable, resistant to thermal
treatments leading to receive milk. This pathogen can also exhibit resistance to
methicillin (MRSA), which makes the search enterotoxin and methicillin resistance of
interest to public health. This study investigated the genes involved in the production of
enterotoxins of S. aureus (sea-know) by PCR and verified the production of classic
enterotoxin in vitro (SET-RPLA), 20 S. aureus strains isolated from human milk from a
Bank milk and 20 of milk cows with subclinical mastitis and evaluated the resistance to
methicillin in human milk isolated. The sec gene was the most common in both types of
milk, with a prevalence of 90% (n = 18) and 80% (n = 16) in human and bovine,
respectively. In human milk, sea was the most prevalent second, with 75% (n = 15), of
which 11 (73.3%) produced SEA vitro, followed sec, which was observed in 9 (45%)
isolates of which 4 (44.5%) enterotoxin produced in vitro. The sea and sec genes were
observed simultaneously in these isolates 6 and 2 both enterotoxins produced them. In
relation to bovine milk, sec and seh were the most frequent, after sec, occurring in 12
isolates (60%) and the production of SEC occurred in 8 of these strains (66.6%). The
sea gene occurred in 8 (40%) isolates of these, four (50%) were enterotoxin producers.
Among the 20 strains isolated from human milk, 3 were resistant to methicillin, the
presence of the mecA gene. Thus, in addition to be MRSA reservoir, human milk of
milk bank can cause poisoning in infants due to contamination with enterotoxin. For the
same characteristics, the bovine milk and dairy products can also cause poisoning in

adults and children by drinking milk, even after pasteurization.

Keywords: Enterotoxins, MRSA, Staphylococcus aureus, human milk, cow's
milk.
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1. INTRODUCAO

O leite bovino e seus subprodutos e o leite de origem humana podem servir
como substrato para o crescimento da bactéria e ser fontes de toxinfec¢des (LE
THOMAS et al., 2001; JORGENSEN et al., 2005).

Staphylococcus aureus ¢ um patéogeno ubiquo e associado a doengas em
humanos e animais, podendo ser encontrado na pele e narinas dos mamiferos
(SCHUBERTH et al., 2000) encontrado na pele e narinas dos mamiferos (LE LOIR et
al., 2003). O primeiro relato de intoxicagdo alimentar por Staphylococcus ocorreu em
1914, ap6és o consumo de leite de vaca com mastite, causada por S. aureus
(HENNEKINNE et al., 2012). O género Staphylococcus ¢ o mais frequentemente
isolado de casos de mastite, sendo S. aureus o agente etioldégico predominante das
mastites bovinas clinicas e subclinicas (PANTOJA et al., 2009; MAROGNA et al.,
2011). Além de serem causadoras de intoxicacds, as enterotoxinas podem participar do
processo infeccioso da mastite, induzindo fatores inflamatérios (LLEWELLYN &
COHEN, 2002).

Em humanos, o leite materno ¢ o alimento ideal para os recém-nascidos
(SILVA, 2004). Criangas que ndo tem acesso ao aleitamento materno podem receber a
alimentagdo por intermédio dos Bancos de Leite Humano, que se responsabilizam pela
qualidade do leite distribuido aos lactentes (BRASIL, 2006).

Do ponto de vista microbiologico, embora deva haver cuidado extremo com este
alimento, podem ocorrer falhas durante o processamento, levando a uma contaminagao
por S. aureus, por antissepsia inadequada da pele antes da ordenha, ma higienizagao dos
coletores ou manipulagdo incorreta pelos profissionais no banco de leite (GIUGLIANI,
2000). Uma vez contaminado com S. aureus, pode ocorrer a producdo de enterotoxinas,
se ocorrer tocagem em temperatura acima do recomendado, durante muito tempo

As enterotoxinas estafilococicas (SE) sdo exoproteinas hidrossoluveis, com peso
molecular de, aproximadamente, 30 kD. No total, 22 tipos de enterotoxinas foram
descritos (SCHELIN et al., 2011). Foram identificados 5 tipos sorologicos classicos:
SEA, SEB, SEC, SED e SEE (BERGDOLL & ROBBINS, 1973). A partir dos anos 90,
novas SEs foram relatadas ¢ os seus genes sequenciados, de seg a selx (SU e WONG,
1995; MUNSON et al., 1998;. ZHANG et al.,, 1998; ZSCHOCK et al., 2005,
FITZGERALD et al., 2001; JARRAUD et al. ., 2001; ORWIN et al., 2001, 2003;
OMOE et al., 2002;. LETERTRE et al., 2003). At¢ o momento, somente SEG, SEH e
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SEI apresentaram atividade emética (OMOE et al., 2003). As demais, cujo potencial
emético ainda ndo foi estabelecido, foram denominadas ‘“como enterotoxina
estafilococica" (LINA et al., 2004).

As SE sao consideradas superantigenos por ligarem-se o Complexo Maior de
Histocompatibilidade (CMH) de classe II na célula apresentadora de antigeno e aos
receptores de células T, simultaneamente, ocasionando liberagdo exacerbada de
citocinas pelo sistema imune do hospedeiro. (BERGDOLL, 1989; FERNANDEZ et al.,
2006).

As toxinas cldssicas sdo responsdveis por mais de 95% dos surtos e a
intoxicacdo ocorre apds a ingestdo de alimentos contaminados com as toxinas pré-
formadas, em concentragdo de, pelos menos, 100 ng (BENNETT, 2005). Apos ingestao
de toxina, ha um rapido (1-4 horas) aparecimento de vomitos, que podem ou nao ser
acompanhada por nauseas, dor abdominal, dor de cabega, febre, caibra muscular,
calafrios, prostagdo e disfungdes hepaticas e renais. A doenca ¢ autoeliminada, sendo
revertida entre 24-48 horas ((BERGDOLL, 1988; CARMO et al., 2001; JETT et al.,
2001).

As enterotoxinas sdo termoestaveis (100°C/30min) e resistentes a varias enzimas
proteoliticas, como tripsina e pepsina, permitindo sua passagem pelo trato
gastrintestinal sem perda de atividade (CLIVER, 1994). Essas caracteristicas as tornam
resistentes aos mecanismos que destroem a bactéria que as produziram. Agem no nervo
vago, estimulando o centro emético e aumentando o peristaltismo (LARRY, 2007).
Portanto, o leite pasteurizado pode apresentar risco a saude, ja que o processo térmico
elimina a bactéria, mas nao as enterotoxinas (ASAO et al., 2003).

Para o controle microbioldgico, a lei RDC n° 171 (ANVISA, 2006) preconizou
a auséncia de coliformes totais no leite pasteurizado e nenhuma andlise ¢ realizada no
leite cru, (NOVAK & ALMEIDA, 2002).

Além de poderem causar intoxicagdes, S. aureus podem causar infecgdes de
dificil tratamento, quando apresenta resisténcia a meticilina.

A partir da década de 60, surgiram cepas resistentes a penicilina e para
solucionar o problema, foi desenvolvido um anél B- lactamico sintético, a meticilina,
também a base de penicilina, porém, resistente as P-lactamases produzidas pelo S.
aureus. No entanto, logo apés iniciar a terapéutica com a meticilina surgiram as
primeiras cepas resistentes, denominadas Staphylococcus aureus resistentes a meticilina

(MRSA) (HIRAMATSU et al., 2002).
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Os antimicrobianos B- lactamicos impedem que as proteinas que sintetizam a
parede celular (Proteinas Ligante de Penicilina, PBPs) consigam formar a parede,
causando lise bacteriana. As estirpes resistentes a meticilina adquiriram um elemento
genético movel denominado “cassete cromossdmico estafilococico mec” (SCCmec), que
¢ capaz de desenvolver uma proteina adicional responsavel pela sintese da parede
celular, denominada Proteina Ligante de Penicilina 2A (PBP2A), que conferiu a
resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos e a oxacilina. Este fragmento possui de 15
a 60 kb, formado pelos genes mecA, ccrA e ccrB. Sendo que, o gene cCrA e ccrB estao
relacionados a mobilidade do gene e o gene mecA estd relacionado a resisténcia
(LOWY, 2003; SANTOS et al., 2007).

As infec¢des causadas por MRSA tem crescimento continuo em instituigdes
hospitalares em todo mundo. Anteriormente, as infecgdes por MRSA estavam
relacionadas  exclusivamente a casos hospitalares (HA-MRSA), contudo,
gradativamente, essas infecgdes passaram a ser documentadas a nivel mundial como
adquiridas ou associadas a comunidade (CA-MRSA), que ndo possuem ligagdo aparente
com o sistema hospitalar, sendo responsaveis por infec¢des de pele e subcutanea, como
impetigo, erisipela, celulite e foliculite, em populacdo ndo ligada ao sistema de saude
(BUSTOS-MARTINEZ et al., 2006; COHEN et al., 2008).

Assim, torna-se necessaria a pesquisa dos genes responsaveis pela producao de
algumas enterotoxinas em cepas de S. aureus isoladas de leite de vacas com mastite
subclinica e leite cru e pasteurizado de banco de leite humano, bem como a verificagdo

da producao de enterotoxinas cldssicas por essas cepas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo das cepas de S. aureus
Foram utilizadas 40 isolados de Staphylococcus aureus, previamente obtidos

pelo Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Biociéncias, da UNESP de Botucatu. Desse total, 20 foram
oriundos de leite de vacas com mastite subclinica e 20 de leite cru ou pasteurizado, de

doadoras do Banco de Leite de um Hospital ptiblico em Botucatu-SP-Brasil.

2.2. Pesquisa dos genes responsaveis pela producao de enterotoxinas e do gene de
resisténcia meticilina

2.2.1. Extracéo e Purificacdo de DNA

Cada cepa isolada foi cultivada em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Difco), a
35°C/24 h e 1 mL foi transferido para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e submetidos
a extracdo e purificacio do DNA empregando-se o kit comercial “MiniSpin” (GE
Healtcare), conforme instrucdes do fabricante.

O tubo foi centrifugado em rotacdo maxima (13.000 rpm) por 30 segundos
(Eppendorf 5415R), o sobrenadante foi desprezado e foram adicionados 40l de tampao
de lisozima (USB), imediatamente homogeneizado com o auxilio de um vortex para
ressuspensao das células bacterianas. Em seguida, foram adicionados 10 pL lisozima, o
tubo foi homogeneizado e mantido em temperatura ambiente por 15 min, com
homogeneiza¢do ocasional. Apos, foram adicionados 10uL de proteinase K (USB),
homogeneizado e incubado a 55°C/ 15 min, homogeneizando ocasionalmente. Apds o
periodo de incubacdo, foram adicionados 500ul de solugdo de extragdo,
homogeneizado e incubado a temperatura ambiente por 10 min.

A mistura foi transferida para a coluna e centrifugada a 8.000 rpm/1 min. O
volume filtrado foi descartado e novamente foram adicionados 500uL de solugdo de
extracdo na coluna que foi centrifugada a 8.000 rpm/1 min, descartando-se o volume
filtrado. Em seguida, foram adicionados 500uL de solugdo de lavagem e centrifugado a
12.000 rpm/3 min, com descarte do filtrado. A coluna foi transferida para um tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL (Axygen), com adi¢do de 500uL de solugdo de eluigdo (agua

Milli Q autoclavada e previamente aquecida a 56°C em banho-maria), incubado a
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temperatura ambiente por 1 min e centrifugado a 8.000 rpm/l min. A amostra foi
congelada a - 20°C até o momento do uso para a reacdo em cadeia pela polimerase

(PCR).

2.2.2. Amplificacao do &cido nucléico (PCR)

Foram utilizados tubos de microcentrifuga de 0,5 mL em um volume total de
25 pL, composto por 2,5 uL. de PCR Buffer 10x, 2,0 uM de Cloreto de Magnésio, 200
uM de cada ANTP, 1 U de Taq DNA Polimerase, 10 picomoles de cada primer (Tabela
2), agua ultrapura autoclavada (qsp) (Milli-Q Plus, Millipore) e 3 uL da amostra de
DNA. A incubagdo foi realizada em termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.)
empregando-se os pardmetros de um ciclo inicial a 94°C /5 min para desnaturacdo
inicial, 94°C/ 2 min para desnaturacdo e 72°C/1 min para extensdo. Em relacdo a
temperatura de anelamento dos primers, as diferentes temperaturas estdo listadas na
Tabela 1. Em todas as reagdes realizadas foi utilizado um controle negativo, através da
substitui¢do do acido nucléico por dgua ultrapura.

Os controles positivos usados foram S. aureus ATCC 13565 (sea), ATCC
14458 (seb), ATCC 19095 (sec), FRI 361 (sed, seg, sei), ATCC 27664 (see), FRI 137
(seh) e N315 (mecA).

2.2.3. Visualizacéo dos produtos amplificados
Os produtos das reagdes de PCR foram submetidos a eletroforese

(Electrophoresis Power Supply Model EPD 600 — Amersham-Pharmacia Biotech Inc.)
em gel de agarose 1,5% em tampao de acido borico-Tris-EDTA (TBE) e revelados com
SYBR Safen (Invitrogen). Os fragmentos de DNA foram analisados comparativamente
com marcadores de DNA de 100 bp (100 Base Pair Ladder), sendo analisados e
fotografados em analisador de imagens (Alphaimager — Alpha esasy FC Software —

Alphalnotech Corporation).
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Tabela 1: Oligonucleotideos e suas propriedades utilizados na detec¢do de genes

produtores de enterotoxinas estafilococicas e de resisténcia a meticilina.

Tamanho Temperatura Referéncias
Gene  Primer Seqiiéncia produto  de anelamento
(bp)

sea SEA-1 ttggaaacggttaaaacgaa

SEA-2 gaaccttcccatcaaaaaca 120 50°C Johnson et al. (1991)
seb SEB-1 tcgcatcaaactgacaaacg

SEB-2 gcaggtactctataagtgec 478 50°C Johnson et al. (1991)
sec SEC-1 gacataaaagctaggaattt

SEC-2 aaatcggattaacattatcc 257 50°C Johnson et al. (1991)
sed SED-1 ctagtttggtaatatctcct

SED-2 taatgctatatcttataggg 317 50°C Johnson et al. (1991)
see SEE-1 aggttttttcacaggtcatcc

SEE-2 cttttttttcttcggtcaatc 209 50°C Mehrotra et al. (2000)
seg SEG-1 aagtagacatttttggcgttcc

SEG-2 agaaccatcaaactcgtatagc 287 55°C Omoe et al. (2002)
seh SEH-1 gtctatatggaggtacaacact

SEH-2 gacctttacttatttcgetgtc 213 46,4°C Omoe et al. (2002)
sei SIE-1 ggtgatattggtetaggtaac

SIE-2 atccatattctttgcctttaccag 454 50°C Omoe et al. (2002)

mecA  mecA-1 gggatcatagcgtcattattc
mecA-2 aacgattgtgacacgatagcc 886 55°C CRL-AR, (2009)

2.3. Caracterizacéo fenotipica da producéo de enterotoxinas classicas

2.3.1. Producédo de enterotoxinas classicas por cepas de S. aureus

As cepas de S. aureus foram cultivadas em caldo BHI e incubadas a 37°C/24

horas. A seguir, 0,1ml do crescimento foi transferido para placas de agar BHI, acrescido

de 1% de extrato de levedura, com um papel celofane esterilizado na sua superficie.

Esse volume foi espraiado com o auxilio de uma al¢a em “L” e essas placas foram

incubadas a 37°C, por 24 horas. Apds este periodo, uma aliquota de 2,5 ml de Na,HPO4

0,01M foi adicionada a superficie e, apés homogeneizacdo com o crescimento, O
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volume foi transferido para um eppendorf, submetido a uma centrifugacao a 10.000
rpm/10 min/4°C (ROBBINS et al., 1974).

Os sobrenadantes foram submetidos ao kit de aglutinacdo reserva passiva em
latex (PRPLA — OXOID), conforme recomendagdes do fabricante, para as enterotoxinas
A, B, C e D. Para as demais enterotoxinas ndo existe kit capaz de detectar a produgéo in

vitro.

2.3.2. Pesquisa das cepas de Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA)
As cepas isoladas de leite humano foram submetidas a dois procedimentos

para avaliar a resisténcia a meticilina:

- Teste de difusdao em disco: cada cepa foi cultivada em caldo BHI e diluida

em solucdo salina de NaCl (8,5%) até atingir 10® UFC/mL. Apés, o crescimento foi
espraiado em placa com agar Miiller-Hinton e a avaliacdo da sensibilidade a oxacilina
(1png) e cefoxitina (30 pg) foi realizada de acordo com o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012). Apds 24h/35°C, foi realizada a leitura do didmetro do
halo de inibi¢do, sendo classificadas como sensiveis as cepas que apresentaram halos >
13mm para oxacilina e > 22mm para cefoxitina. As amostras foram consideradas
resistentes quando apresentaram halos menores do que os citados acima (CLSI, 2008).

- Presenca do gene mecA: a pesquisa do gene mecA foi realizada de acordo

com o item 2.2.

3. RESULTADOS

3.1. Pesquisa dos genes responsaveis pela producéo de enterotoxinas e producao in
vitro
Entre as 20 cepas de S. aureus isoladas de leite humano, o gene responsavel pela

producdo da enterotoxinas G (Seg) esteve presente em 18 amostras (90%), sendo o mais
prevalente. O gene sea foi o segundo mais frequente, ocorrendo em 15 cepas (75%), das
quais 11 (73,3%) produziram SEA in vitro (Tabela 2). O gene sec foi observado em 9
(45%) cepas e, dessas, 4 (44,5%) produziram a enterotoxina. Foi utilizado o mesmo
numero de cepas de S. aureus, isolados de leite de vacas com mastite subclinica. O gene
seg novamente foi o mais frequente, ocorrendo em 16 (80%) amostras, seguido pelos
genes Sec e seh, ambos observados em 12 (60%) amostras de leite bovino. Quanto a

producdo de enterotoxinas in vitro, sea ocorreu em 8 (40%) cepas, dessas, 4 (50%)

78



foram produtoras e a producao de SEC ocorreu em porcentagem semelhantes, uma vez

que das 12 cepas de sec positivas, 8 (66,6%) produziram a enterotoxina.

Os genes seb ¢ sed ndo foram observados em nenhuma das cepas pesquisadas,

sendo observados somente nos controles positivos das reacdes da PCR e, por esse

motivo, ndo foram analisados quanto a produg¢ao de toxina in vitro.

Tabela 2. Frequencia dos genes responsaveis pela producao de algumas
enterotoxinas, por Staphylococcus aureus, isolados de leite de vacas
com mastite subclinica e de leite humano de um banco de leite (2013).

Leite Humano

Leite Bovino

n=20 (%) n=20(%)
Producao Producao
gene in vitro gene in vitro
sea/SEA 15 (75) 11 (55) 8 (40) 4 (20)
seb/SEB - - - -
sec/SEC 9 (45) 4 (20) 12 (60) 8 (40)
sed/SED - - - -
See 2 (10) NT 0 NT
Seg 18 (90) NT 16 (80) NT
Seh 6 (30) NT 12 (60) NT
Sei 2 (10) NT 1(5) NT

NT: néo testado
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A figura 1 ilustra a PCR das cepas padrao, utilizadas como controle positivo,
no teste de deteccdo das enterotoxinas cléssicas e alguns dos genes mais recentemente

descobertos.
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Figura 1. Gel de eletroforese do produto da PCR das enterotoxinas de Staphylococcus
aureus. ATCC 13565 (sea - 120 pb), ATCC 14458 (seb - 478 pb), ATCC 19095 (sec -
257 pb), FRI 361 (sed — 317 pb; seg - 287 pb; sei - 454 pb e sej - 142 pb), ATCC 27664
(see — 209 pb) e FRI 137 (seh — 213 pb).

Figura 2: Microplaca utilizada para testes qualitativos da producdo de  enterotoxinas
in vitro, por Staphylococcus aureus. A imagem ilustra o resultado negativo de produgéo
de enterotoxinas (representado por um ponto) e o resultado positivo (representado pela
formagao de granulos).
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Os genes sea e Sec estavam presentes, simultaneamente, em 6 isolados e 2
produziram ambas as enterotoxinas (Tabela 3 e Figuras 1 e 2).

Foi possivel observar diferentes genotipos, em relagdo a presenca e distribuigdo
dos genes pesquisados, ocorrendo 10, nas cepas isoladas de leite humano e 11, nos
isolados de leite de vacas com mastite subclinica, segundo Tabela 3.

O gendtipo sea/seg foi o mais frequente em leite de origem humana, ocorrendo
em 4 (20%) das 20 cepas e um isolado (5%) da mesma origem apresentou positividade
para 5 genes diferentes (Sea/sec/see/seg/seh). E interessante notar que o gendtipo mais
frequente nas cepas isoladas de leite de vaca também continham sea/seg, podendo estar
acompanhados ou ndo de outros genes (sea/sec/seg/seh), ocorrendo em 3 (15%) cepas.

Tal percentagem também foi observada para o gendtipo sec/seg.

Tabela 3. Perfil genotipico das enterotoxinas das cepas de Staphylococcus aureus,
isolados a partir de amostras de leite de vaca com mastite subclinica e de leite humano
de um banco de leite (2013).

Leite Leite
Perfil genotipico Humano Bovino

n=20 % n=20 %
sea/seg 4 20 1 5
sea/see/seg 1 5 0 0
sea/sec/seg 3 15 2 10
sea/seh 2 10 0 0
sea/sec/seg/seh 2 10 3 15
sea/seg/seh 1 5 1 5
sec/seg/sei 1 5 0 0
sea/sec/see/seg/seh 1 5 0 0
sec/seg 2 10 3 15
seh/sei 0 0 1 5
sea/seg/sei 1 5 0 0
seg/seh 0 0 1 5
sec/seg/seh 0 0 2 10
sec/seh 0 0 1 5
sea/sec/seh 0 0 1 5
seg/sei 0 0 1 5
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3.2. Pesquisa das cepas Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA)
As 20 cepas de S. aureus isoladas de leite humano de um banco de leite foram

submetidas ao teste de difusdo em disco utilizando os antibidticos oxacilina e cefoxitina
e a pesquisa da presenca do gene mecA para verificar a resisténcia a meticilina, das

quais, 3 apresentaram resultado positivo.

Figura 3: Gel de eletroforese do produto
da PCR dos Staphylococcus aureus
expressando gene MeCA em cepas
meticilina resistente.

Figura 4: Teste de difusdo em disco utilizando os
antibioticos oxacilina e cefoxitina para avaliar
Staphylococcus aureus meticilina resistente.
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4. DISCUSSAO

O gene mais frequente foi o seg, com 90% de positividade em leite humano e
80% em leite bovino. Essa maior ocorréncia também foi observada por Zschock et al.
(2005), que realizaram um estudo com 104 cepas S. aureus isolados de vacas com
mastite e observaram que 36 (59%) apresentaram o gene Seg, seguido por 23 (22,1%)
positivas para sej e 22 (21%), para sei e nenhuma das cepas foi positiva para seh. Ao
contrario, no presente trabalho, seh foi encontrada em 12 (60%) das cepas de S. aureus
de origem bovina. O gene sei ocorreu em 2 (10%) cepas isoladas de leite humano e em
1 (5%) de leite bovino.

Quanto as enterotoxinas classicas, os resultados estdo de acordo com outros
estudos, nos quais a SEC foi a toxina mais frequentemente produzida por cepas isoladas
de bovinos (STEPHEN et al., 2001; LONCAREVIC et al., 2005; JORGENSEN et al.,
2005; KATSUDA et al., 2005; DA SILVA et al., 2005) e a SEA, a toxina predominante
em amostras humanas (ORDEN et al., 1992).

Os resultados diferem desse trabalho de outros estudos, nos quais encontraram
maior propor¢ao de SEA, SED e sej, relatando que a enterotoxinas A ¢ D foram as mais
encontradas em isolados lacteos de vacas, na Italia (NORMANNO et al., 2005;
MORANDI et al., 2007). Boynukara et al. (2008) ndo encontraram nenhum gene Sea em
106 amostras de S. aureus isolados de vacas com mastite subclinica.

De acordo com Sutra e Poutrel (1994), as enterotoxinas Sec ¢ Sed sdao as mais
importantes para as infec¢des intramamarias por induzirem a liberacdo de fatores de
inflamagdo. Larsen et al. (2000) isolaram apenas 1 cepa com a presenca do gene Sec em
414 amostras de S. aureus, isolados de mastite bovina e também concluiram que a
presenca de enterotoxinas ndo exercem papel importante no desenvolvimento da
mastite. Gomez et al. (2007) analisaram o perfil genotipico das enterotoxinas sea, seb e
sec de 41 S. aureus isolados de vacas com mastite no México e ndo encontraram
nenhum desses genes. Diferentemente desses resultados, no atual trabalho, encontrou-se
cinco tipos diferentes de genes que codificam para enterotoxinas (sea, Sec, seg, seh e
sei) em isolados de leite de vaca com mastite subclinica. Nao foram observados os
genes Seb e sed em bovinos ou humanos. No entanto, Sec esteve presente em 9 isolados
humanos e em 12 isolados de bovinos com mastite subclinica. Embora os isolados de

mastite tenham apresentado alta porcentagem de sec, ainda nao ha uma relagdo com o
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processo infeccioso quando comparado ao perfil humano, uma vez que o leite humano
também apresentou elevada quantidade de sec, mesmo sendo obtido de maes saudaveis.

Cepas MRSA foram encontradas em 3 (15%) das 20 cepas isoladas de leite
humano. Novak (2000) analisou 500 amostras de leite humano de Banco de Leite de
varias cidades brasileiras e 171 estavam contaminadas com S. aureus, das quais 57 eram
MRSA (11,4%) e apenas 7 (1,4%) amostras estavam contaminadas com cepas
enterotoxigéncias.

Pinheiro (2008) realizou um estudo com 44 mulheres com mastite associada a
S. aureus (grupo caso) e 88 mulheres sem a doenca (grupo controle) ¢ MRSA foram
observadas em 11,3% do grupo caso e 7,1% do grupo controle.

S. aureus resistente a meticilina provenientes da comunidade (CA-MRSA)
estdo, comumente, ligados a producdo de enterotoxinas SEB e SEC e nenhuma das
cepas de S. aureus deste estudo apresentaram Sseb, contudo, uma das trés cepas MRSA
foi produtora de SEC.

Em um estudo realizado por Garcia (2013), foram analisadas a presenga de S.
aureus e portadores de MRSA em 403 recém-nascidos, em 382 maes e em 148
profissionais da satde, dos quais, 59 recém nascidos (15%) foram positivos para esse

micro-organismo, além de 18 (4,7%) das maes e 5 (3,4%) dos profissionais de satde.

5. CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que o leite humano, de bancos de
leite, pode causar intoxicacdo alimentar em recém-nascidos, devido a presenca de S.
aureus enterotoxigénicos, se esse leite for estocado de maneira impropria. Pelas mesmas
caracteristicas, o leite de origem bovina e derivados também podem causar intoxicagdes
em adultos e criancas, pelo consumo de leite, mesmo apds a pasteurizagao.

A presenca do gene meCA, aumenta o potencial patogénico de S. aureus,
isolados do leite de banco de leite, principalmente se for considerado o consumidor

alvo, que sdo recém nascidos prematuros, com baixa imunidade.
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