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FACCIOLI, P.Y. Deteccédo molecular de Staphylococcus aureus e de suas
toxinas no leite de tanque de rebanhos bovinos, em condi¢cbes de
refrigeracdo e sob temperatura ambiente. Botucatu, 2010. 132p. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Botucatu,

Sao Paulo.

RESUMO

O leite € de extrema importancia na alimentacdo humana. A exigéncia quanto a
sua qualidade tem aumentado, inclusive com relacdo a transmissdo de
patégenos. Staphylococcus aureus é um dos principais agentes da mastite
bovina e tem grande importancia em saude publica por produzir enterotoxinas.
Os objetivos do trabalho foram avaliar o perfil dos produtores da regiao
considerando-se a atual legislacdo e a qualidade do leite produzido com énfase
na presenca de Staphylococcus enterotoxigénicos, utilizando a PCR na
deteccdo de S. aureus e dos genes codificadores das enterotoxinas sea, seb,
sec e sed diretamente do leite de tanque em comparacdo ao exame
microbiolégico tradicional, e realizando a deteccdo das respectivas
enterotoxinas pelo método de aglutinacdo passiva reversa em latex (RPLA)
diretamente do leite, comparando com os resultados genotipicos. Utilizaram-se
104 amostras de leite de tanque, estudadas a fresco e ap6és incubacgéo por 5
horas, uma aliquota a 7°C e outra a 25°C concomitantemente. A PCR foi
altamente sensivel, detectando S. aureus em 99% das amostras, mas com
moderada concordancia com o microbiolégico nas amostras positivas. As
amostras de Staphylococcus enterotoxigénicos apresentaram predominio do
gene sec (58,65%), seguido pelo gene sea (43,27%), seb (23,27%) e sed
(1,28). Quanto as enterotoxinas, houve a sua deteccdo em 9% das amostras
em quantidades que variaram de 1 a 5 ng/yL. Verifica-se a importancia do
estudo do potencial do leite como fonte de S. aureus enterotoxigénico e de
suas enterotoxinas, fornecendo risco para a saude publica caso o leite ndo seja

refrigerado adequadamente.

Palavras-chave: bovino, enterotoxinas, leite, PCR, RPLA, Staphylococcus

aureus.
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FACCIOLI, P.Y. Molecular detection of Staphylococcus aureus and its
toxins in bulk tank milk of dairy herds, on refrigeration condition, and on
room temperature. Botucatu, 2010. 132p. Tese (Doutorado) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Botucatu, Sdo Paulo.

ABSTRACT

Milk has extreme importance to human feed. The demand for quality milk has
increased, including pathogens transmission. Staphylococcus aureus is one of
the main agents of mastitis and has importance in public health for producing
enterotoxins. The study aims were to evaluate the region producer’s profile,
considering the present legislation and the quality of milk produced with
emphasis in enterotoxigenic Staphylococcus presence, using PCR in detection
of S. aureus and enterotoxins encoding genes sea, seb, sec and sed directly
from bulk tank milk in comparison with traditional microbiological test, and
carring out the detection of respective enterotoxins by reverse passive latex
agglutination method (RPLA) directly from milk comparing with genotypic
results. A total of 104 samples of bulk tank milk were used, studied fresh and
after 5-hour storage, one bracket at 7°C the another at 25°C concurrently. PCR
was highly sensitive, detecting S. aureus in 99% of samples, but with moderate
concordance with microbiological test in positive samples. The samples of
enterotoxigenic Staphylococcus presented predomination of sec (58.65%),
followed by sea (43.27%), seb (23.27%) and sed (1.28%) genes. As the
enterotoxins, its detection occurred in 9% of samples in quantities that ranged
from 1 to 5 ng/uL. The importance of the study of milk potential as
enterotoxigenic S. aureus and enterotoxins source is verified, providing risk to

public health if milk is not refrigerated properly.

Keywords: bovine, enterotoxins, milk, PCR, RPLA, Staphylococcus aureus.
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1. INTRODUCAO

O leite é de extrema importancia na alimentagdo humana, principalmente
nos primeiros anos de vida, pois é fonte de proteinas, carboidratos, gorduras e
sais minerais, com destaque para o calcio. O seu consumo tem aumentado e é
necessario a obtencdo de um produto de qualidade nutricional e in6écuo a
saude. Para os animais, constitui-se no primeiro alimento do recém nascido e é
importante na transmisséo da imunidade passiva (COSTA, 1991; FAGUNDES;
OLIVEIRA, 2004).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
constatando o atraso da legislacao sanitaria federal quanto a producéo de leite,
elaborou a Instrucdo Normativa n° 51 de 2002 (IN 51), buscando o
aperfeicoamento e a modernizacdo das normas, segundo a realidade de cada
regido do pais, e a consequente melhoria da pecuaria leiteira (BRASIL, 2002).
Muitos produtores ainda ndo se adaptaram as exigéncias e ainda produzem e
transportam o leite de forma inadequada antes de entregé-lo ao laticinio.

Para os produtores a mastite € um dos principais problemas do rebanho
por afetar a qualidade do leite, pela alta prevaléncia, causar prejuizos devido a
diminuicdo da producdo, ao comprometimento funcional da glandula mamaria
e, ocasionalmente, pela morte do animal. Constitui-se em ameaca a saude
publica pelo risco de transmissdo de patégenos aos humanos pelo leite
(COSTA, 1991; MOTA et al., 2004; RADOSTITS et al., 2007).

Nas mastites infecciosas contagiosas podemos destacar Staphylococcus
aureus como um dos mais importantes agentes (NADER-FILHO et al., 1985;
COSTA, 1998; LANGONI et al., 1998; MOTA et al., 2004). Essa bactéria tem
grande importancia em saude publica por ser produtora de enterotoxinas
termorresistentes associadas ao choque téxico, intoxicacdes alimentares,
diversas formas de alergias e doencas autoimunes (FAGUNDES; OLIVEIRA,
2004).

Nos ultimos anos houve aumento significativo no desenvolvimento de
métodos genéticos para a deteccdo e caracterizacdo de bactérias patogénicas
em alimentos. A introducdo da biologia molecular estabeleceu uma alternativa
viavel aos métodos tradicionais de cultura para o diagndstico microbiano. Entre

as vantagens pode-se destacar o maior poder de tipificacdo e discriminacéo,



maior rapidez, bom limite de deteccdo, maior seletividade, especificidade,
potencial para automacgédo e a possibilidade de se trabalhar com bactérias que
nao sao cultivaveis em meios de cultura utilizados na rotina (SILVA; GANDRA,
2004).

Seguindo este delineamento, a deteccdo de S. aureus do leite de tanque
de expansdo por técnicas biomoleculares despende menor tempo e € mais
sensivel quando comparada aos métodos tradicionais. Além disso, permite a
diferenciacdo de linhagens enterotoxigénicas das ndo produtoras de toxinas,
nao havendo necessidade de se isolar o agente para posterior verificacdo da
producdo de toxinas, o que pode ser realizado pela deteccdo dos genes
codificadores das enterotoxinas, como por exemplo, sea, seb, sec e sed
(JOHNSON et al., 1991).

E possivel também realizar a deteccdo direta das enterotoxinas
correspondentes aos genes (A, B, C e D) pela técnica de aglutinacdo passiva
reversa em latex (RPLA), que sao citadas na literatura como as mais comuns
nos casos de intoxicacdo alimentar (SA et al., 2004; SILVA; GANDRA, 2004;
FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004).

Houve motivacdo para a elaboragéo desta pesquisa tendo-se em vista a
corrente implantacdo de uma legislacdo mais criteriosa quanto a qualidade do
leite bovino, os possiveis riscos de transmissdo de patdgenos pelo leite e a
auséncia de trabalhos na literatura que detectem as enterotoxinas
estafilocécicas diretamente do leite de tanques de expanséo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pecuaria leiteira

A cadeia leiteira tem sofrido grandes modificacées nos ultimos anos, e
ainda nédo esta definido claramente o rumo que serd tomado. Estdo havendo
mudancas no mercado consumidor, aumento do consumo de leite longa vida, a
maior preocupagdo com a qualidade de vida e a escolha por produtos
diferenciados. Houve a implantagdo intensa do resfriamento do leite nas
propriedades e granelizacdo pela acdo da nova legislacdo. O processo de
transformacdo em andamento tem sido importante para que o Brasil mude sua
condicdo histérica de grande importador para uma condicdo de auto-
suficiéncia, havendo expectativas de que o pais aumente significativamente a
sua producéo, a ponto de se tornar um exportador de peso no mercado exterior
(CARVALHO et al., 2007). Esse cenario favorece a melhoria da qualidade do
leite, 0 que sera benéfico para o mercado consumidor interno e para a cadeia
produtiva leiteira.

O rebanho leiteiro e a producéo de leite tem aumentado gradativamente,
contabilizando 21,5 milhdes de vacas ordenhadas e 27,8 bilhdes de litros de
leite em 2008 (BRASIL, 2009). A producédo de leite esta dispersa por todo o
territério nacional e é caracterizada pela grande heterogeneidade no que diz
respeito ao tamanho das propriedades, ao tipo de produtor, rebanho e as
tecnologias de producdo adotadas, ou seja, ao processo produtivo. Existem
produtores especializados, que investem em tecnologia, obtém ganhos de
escala e produzem com melhor qualidade, recebendo melhor remuneracéo
pelo produto. Estdo concentrados principalmente (mas nao exclusivamente)
nas bacias leiteiras como as dos estados de Minas Gerais, Sado Paulo, Goias e
do Parana. H4, em outro extremo, produtores de pequeno porte, que muitas
vezes permanecem a margem desse processo, mas que representam, tanto
em numero como em quantidade da producéo, volume significativo a ponto de
serem priorizados em politicas publicas, especialmente apdés 2003. Esses
produtores vivem da renda gerada na atividade leiteira, em grande parte
compondo o que se denomina agricultura familiar, conforme observado por
Zoccal et al. (2004). O Brasil, em uma analise geral, parece indicar que ao

menos em médio prazo, trilha um caminho diferente de alguns dos principais



produtores de leite, em que o aumento na escala de produgcé&o por meio de
ganhos de produtividade, foi a condigdo fundamental para a permanéncia na
atividade. Assim como o Brasil, vale lembrar a india e o Paquistdo, grande
produtores de leite que lastreiam a producdo na agricultura familiar
(CARVALHO et al., 2007).

2.2 A legislacao

O leite brasileiro nem sempre apresenta a qualidade necessaria. A partir
desta evidéncia, 0 MAPA comecou uma discussao no inicio da década de 90,
envolvendo os setores cientificos e econdmicos da cadeia leiteira buscando
alternativas para melhorar a qualidade do leite produzido no Brasil. Dessa
discussédo surgiu a portaria n° 166 (BRASIL, 1998) que estabeleceu um grupo
de trabalho para analisar e propor um programa de medidas visando o
aumento da competitividade e a modernizacdo do setor leiteiro no Brasil. O
grupo desenvolveu uma versdao do Programa Nacional de Melhoria da
Qualidade do Leite (PNMQL), projeto que ja vinha sendo desenvolvido desde
1996, e o submeteu a consulta publica pela Portaria n° 56 (BRASIL, 1999). A
Instrucdo Normativa n° 51 (IN 51) publicada em 2002 (BRASIL, 2002) foi a
versdo definitiva das novas normas para a producdo leiteira, no que diz
respeito a producdo, identidade e qualidade de leite tipos A, B, C, pasteurizado
e cru refrigerado, além de regulamentar a coleta de leite cru refrigerado e seu
transporte a granel. Um incentivo para a modernizacdo dos produtores foi a
resolucdo n° 3088 (BRASIL®, 2003), que aprovou o financiamento de
equipamentos de resfriamento e coleta a granel. A principal razdo de todas
essas medidas foi a necessidade de adequacdo das normas publicadas no
RIISPOA (Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal) as atuais realidades de producédo e consumo de leite no Brasil
(NERO et al., 2005).

A IN 51 esta sendo implantada gradativamente, para que os produtores e
as industrias possam se adaptar as novas normas. Em junho de 2005 foi
estabelecido o prazo de 6 meses como fase de transi¢cdo, tendo o objetivo de
levantar as informacbes sobre as condi¢des higiénico-sanitarias do leite

produzido e/ou distribuido nas regifes sul, sudeste e centro-oeste. Nesse



periodo foi obrigatdrio o envio de amostras de leite para anélise, mas sem a
aplicacdo de medidas de caréter fiscal, e sim de carater orientativo (BRASIL,
2005a).

Em dezembro de 2005 (BRASIL, 2005") reforcou-se a obrigatoriedade do
envio de amostras de leite para analise, o cumprimento do Regulamento
Técnico da Coleta de Leite Cru Refrigerado e seu Transporte a Granel, em
especial os itens 9.1.3. Implantacdo de Programa de Controle de Qualidade da
matéria-prima e 9.1.4. Implantacdo de Programa de Educacdo Continuada dos
Participantes.

Em 2006, ap6s um ano de vigéncia da IN 51, os primeiros dados foram
liberados pelos laboratérios integrantes da Rede Brasileira de Laboratoérios de
Controle de Qualidade do Leite (RBQL) no Il Congresso Brasileiro de
Qualidade do Leite. De todos os quesitos avaliados, a contagem bacteriana
total mostrou ser o grande problema a ser enfrentado. Dos seis laboratérios,
cinco tinham na CBT 18,4 a 68,99% das amostras acima do limite estipulado
(PINTO; ISIDORO, 2007).

Quanto a questao do recebimento do leite na plataforma do laticinio sem
refrigeracdo dos produtores que ainda ndo possuem tanque segue um dado
importante que deve ser levado em consideracdo. O Anexo IV da IN 51
(BRASIL, 2002) admite o transporte do leite em latdes ou tarros em
temperatura ambiente, desde que o laticinio aceite, a matéria-prima atinja os
padrées de qualidade afixados e o leite seja entregue ao laticinio no maximo
até 2 horas apos a conclusdo da ordenha. Considerando-se que com o tempo
de ordenha e de transporte do leite até o laticinio, ele fica exposto a
temperatura ambiente por aproximadamente 5 horas, € importante verificar a

influéncia deste tempo na qualidade final do leite.

2.3 Contagem de Células Sométicas (CCS)

A CCS avalia a quantidade de células inflamatérias por mililitro de leite,
sendo um indicativo de mastite subclinica, principalmente causada por agentes
contagiosos. A presengca de mastite subclinica demonstra indiretamente a
presenca de agentes infecciosos e de alteragbes na composicao do leite, com
consequente reducao de sua qualidade. Para um panorama geral do rebanho

realiza-se esta contagem em amostra do leite do tanque da propriedade.



Com a IN 51 (BRASIL, 2002), foram determinados limites maximos para a
CCS de acordo com a regido do pais:

QUADRO 1. Contagem de células sométicas maxima admitida no leite cru
refrigerado

A partir de 01/07/2005
nas regides CO, SE e S
e a partir de 01/07/2007
nas regides N e NE.

1.000.000 células/mL
Fonte: Modificado de BRASIL, 2002.

A partir de 01/07/2008
nas regides CO, SE e S
e a partir de 01/07/2010
nas regiées N e NE.
750.000 células/mL

A partir de 01/07/2011
nas regibes CO, SE e S
e a partir de 01/07/2012
nas regides N e NE.
400.000 células/mL

Atualmente esta em vigéncia o valor de 750.000 células/mL. O leite acima
deste limite esta sendo comprado pelo laticinio com um valor menor, mas no

futuro a intencdo € que esse leite seja rejeitado.

2.4 Contagem Bacteriana Total (CBT)

A CBT é a avaliacdo da contagem de bactérias aerobicas em unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) de leite. Essa contagem indica a
higiene do leite, demonstrando indiretamente se a ordenha, armazenamento e
transporte foram realizados corretamente, e se em todas estas etapas 0s
utensilios e equipamentos foram higienizados adequadamente. E uma forma
de fazer o diagndstico de uma propriedade com uma amostra do tanque, assim
como com a CCS.

Pela IN 51 (BRASIL, 2002), também foram determinados limites para a
CBT, que deverdo ser reduzidos gradualmente. Atualmente o limite é de
750.000 UFC/mL.

QUADRO 2. Contagem bacteriana total maxima admitida no leite cru refrigerado

A partir de 01/07/2005 nas
regibes CO, SE e S e a
partir de 01/07/2007 nas
regioes N e NE.

A partir de 01/07/2008
nas regibes CO, SE e S
e a partir de 01/07/2010
nas regides N e NE.

A partir de 01/07/2011
nas regibes CO, SEe S e
a partir de 01/07/2012
nas regides N e NE.

1.000.000 UFC/mL

750.000 UFC/mL

400.000 UFC/mL

Fonte: Modificado de BRASIL, 2002.




Baixa CCS e CBT resultam em um produto com maior vida de prateleira,
que mantém suas caracteristicas sensoriais, nutritivas e de seguranca,

importantes para o consumidor e para a industria (SANTOS, 2007).

2.5 A mastite bovina

A mastite € o problema mais sério nos rebanhos leiteiros pela alta
prevaléncia, prejuizos devido a diminuicdo da producéo, ao comprometimento
funcional da glandula mamaria e, ocasionalmente, pela morte de animais.
Constitui-se em ameaca a saude publica pelo risco de transmissdo de
patbgenos ou de suas toxinas aos humanos. Trata-se de inflamacdo da
glandula mamaéria, de natureza fisioldgica, traumatica, alérgica, metabdlica ou
infecciosa. Caracteriza-se por uma série de alteracdes fisicas, quimicas e
microbiolégicas do leite e modificacbes patoldégicas do tecido glandular,
traduzidas por grumos ou codgulos de pus, sangue e presenca de grande
namero de leucdcitos (COSTA, 1991; MOTA et al., 2004; RADOSTITIS et al.,
2007).

Esta afeccdo pode se apresentar de duas formas: clinica e subclinica. Na
forma clinica ha alteracdes da glandula maméria com aumento de temperatura,
rubor, edema, dor e fibrose. No leite aparecem grumos ou coagulos de pus,
sangue, ou leite aguado em dessora (COSTA, 1998). A forma subclinica
caracteriza-se pela auséncia de sinais clinicos, observando-se aumento de
células sométicas, diminuicdo da producdo leiteira dos quartos afetados e
alteracdo da composicao do leite (ZAFALON et al., 2007; CUNHA et al., 2008).

Os agentes da mastite bovina séo classificados em dois grupos, quanto a
origem e modo de transmissdo: 0s contagiosos e ambientais. Varios sdo os
patdgenos contagiosos, entretanto, 0s mais patogénicos sdo S. aureus e
Streptococcus agalactiae. Sdo chamados de “vaca dependentes” e transmitidos
de vacas infectadas ou portadoras sadias para outras pelas maos do
ordenhador, ordenhadeira mecénica, toalhas para higienizacéo dos tetos, e por
outros fébmites de uso comum entre os animais. A alta prevaléncia de S. aureus
nas mastites se deve a capacidade de causar infeccbes de longa duracédo e
resisténcia a antimicrobianos, tendendo a cronicidade, com baixa taxa de cura
e levando a queda na producéo leiteira (SABOUR et al., 2004; ZAFALON et al,

2007). Os patogenos ambientais sdo o0s microrganismos da familia
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Enterobacteriaceae, como Escherichia coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp.,
Proteus spp., além de Pseudomonas spp., leveduras, fungos e algas, e
algumas espécies de Streptococcus. A via de transmissdo é o ambiente e os
microrganismos sao veiculados pelo manejo inadequado como camas umidas,
excesso de sujidade nas areas de permanéncia dos animais, ordenha de
Uberes sujos e molhados, higiene inadequada no preparo de pré-ordenha,
objetos nas instalacfes e nos pastos que favorecam a ocorréncia de lesbes
nos tetos (COSTA, 1998; RADOSTITIS et al., 2007).

2.6 Staphylococcus aureus

Espécie pertencente a familia Staphylococacceae, género Staphylococcus
o qual é composto atualmente por 43 espécies (EUZEBY, 2010). Sao
geralmente encontrados na pele e mucosas (principalmente nasal) dos
humanos e de animais saudaveis. Entre as espécies coagulase-positiva, S.
aureus € a mais importante por possuir inumeros fatores de viruléncia, entre
eles as enterotoxinas, e ocorrer com alta frequéncia. E importante ressaltar que
outras espécies de estafilococos, inclusive os coagulase-negativos, também
podem produzir enterotoxinas e causar mastite (KONEMAN et al., 2008).

Staphylococcus aureus é anaerobio facultativo, produtor de catalase,
negativo a oxidase, imovel e coagulase-positivo. Dentro do grupo dos
estafilococos coagulase-positivos podemos destacar Staphylococcus
intermedius e Staphylococcus hyicus, que sao diferenciados de S. aureus pelas
provas de fermentacdo da trealose, do manitol, da maltose, resisténcia a
polimixina B (300 Ul) e producéo de acetoina (QUINN et al., 2005; KONEMAN
et al., 2008).

A multiplicagdo da bactéria ocorre em meio convencional, como agar
nutriente e agar sangue. As colbnias se desenvolvem entre 18 a 24 horas a
37°C, com 2 a 3 mm de didametro, de coloracdo entre branca ao amarelo
dourado, e halo de hemdlise (QUINN et al., 2005).

Para a enumeragdo de Staphylococcus aureus em alimentos o método de
referéncia € a contagem em placa de agar Baird Parker, pois permite o
isolamento mesmo de bactérias injuriadas, sem necessitar da etapa de
enriquecimento nao seletivo (MARSHALL, 1992; CUNNIFF, 1995). A

desvantagem deste meio € ndo ser totalmente seletivo, o que ja foi observado
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por outros autores (ISIGIDI et al., 1989; OLLIS et al., 1995; DE BUYSER et al.,
1998; ZANGERL, 1999). Dessa forma, a pesquisa de S. aureus em leite cru e
derivados muito contaminados por microrganismos competidores fica
dificultada (SANTOS, 2008).

2.7 Enterotoxinas estafilocdcicas (SE)

Além do significado das mastites para a producdo leiteira, ha uma
preocupacao da transmisséo de S. aureus para 0os humanos quando eliminado
pelo leite. Muitas linhagens de S. aureus sdo enterotoxigénicas, fornecendo
risco para a saude publica por estarem associadas ao choque toxico, alergias,
doencas autoimunes e a intoxicacbes alimentares pela ingestdo de lacteos
contaminados. Alguns autores consideram que as enterotoxinas tem potencial
para serem usadas como arma biol6gica (DINGES et al., 2000; SILVA;
GRANDA, 2004).

As enterotoxinas estafilococicas sdo proteinas extracelulares com baixo
peso molecular (25.000 a 30.000 daltons), hidrossollveis, cuja composi¢cao de
aminoacidos, estrutura molecular e atividades farmacolégicas sao semelhantes
entre si, possuindo, entretanto, propriedades imunolégicas distintas. Nado sao
inativadas por enzimas proteoliticas, motivo pelo qual permanecem ativas
mesmo apds a ingestdo, ndo sendo afetadas por enzimas de outros
microrganismos ou do proprio alimento. S&o termoresistentes, resistindo a
pasteurizacdo e ultrapasteurizacdo, o que favorece a permanéncia no leite e
derivados (SILVA; GRANDA, 2004; FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004).

Sado consideradas toxinas por exibirem pelo menos trés propriedades
bioldgicas: pirogenicidade, superantigenicidade e a capacidade de aumentar a
letalidade de endotoxina em coelhos em até 100.000 vezes. Além disso sdo
potentes agentes eméticos (DINGES et al., 2000).

Até o momento foram identificadas 23 enterotoxinas estafilocdcicas (SE),
denominadas SEA, SEB, SEC,, SEC,, SEC3, SED, SEE, SEG, SEH, SEl, SEIJ,
SEIK, SEIL, SEIM, SEIN, SEIO, SEIP, SEIQ, SER, SES, SET, SEIU e SEIV. O
Comité Internacional de Nomenclatura para Superantigenos Estafilocécicos
propuseram que somente superantigenos estafilococicos que induzem emese
apos administracdo oral em um modelo experimental de primata deve ser

designado como enterotoxina estafilocécica. Além disso, recomendam que
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outras toxinas similares que ndo exibem propriedades eméticas em modelos
animais primatas ou ndo foram ainda testadas devem ser designadas como
enterotoxinas estafilocdcicas-semelhantes, staphylococcal enterotoxin-like
toxins (SEI) tipo “X”. Dessa forma, somente as enterotoxinasde Aal,R,Se T
provaram ter propriedades eméticas. As demais possuem somente atividade de
superantigeno (VASCONCELOS; CUNHA, 2010). As enterotoxinas mais
comuns em intoxicacfes alimentares séo A, B, C e D (SA et al., 2004; SILVA;
GRANDA, 2004; FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004).

O quadro clinico das pessoas intoxicadas se desenvolve pela propria
resposta do sistema imune, visto que as enterotoxinas agem Ccomo
superantigenos. A resposta imune celular frente a estes antigenos ocorre como
evento primario de reconhecimento da toxina pelos receptores de antigenos
ligados @a membrana da célula T (TCR).

O TCR é composto por varias cadeias (a e B ou y e &). O antigeno é
apresentado ao TCR na forma de peptideos processados ligados a moléculas
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), classe | e I, as quais sdo
proteinas ligadas & membrana e expostas na superficie das células
apresentadoras de antigeno (APC). Esse tipo de reconhecimento é a chave
para a alta especificidade da resposta imune, onde somente algumas células T
podem reconhecer um antigeno especifico (BALABAN; RASOOLY, 2000).

Em contraste, 0s superantigenos podem interagir com muitas células T de
maneira inespecifica, e sdo 0os mais potentes ativadores de linfocitos T. Eles
requerem somente reconhecimento especifico da cadeia vB do TCR para
interacdo e ligacdo entre o receptor da célula T e a célula apresentadora de
antigeno do MHC classe Il (figura 1), causando ativacdo de um grande namero
de células T e liberacdo exacerbada de citocinas (BALABAN; RASOOLY,
2000).



13

Fonte: KOTB, 1995
FIGURA 1. Ligagdo entre as células T e APC: um modelo esquematico de
interacdo do superantigeno (SAg) com o TCR e as moléculas de classe Il

Com os antigenos h& uma resposta de 0,0001 a 0,000001% das células T.
Nos superantigenos, por essa ligacdo inespecifica, ha uma resposta de 5 a

20% das células.

2.8 Surtos relatados na literatura

Existem dois momentos criticos para a contaminacéo de leite e derivados
com S. aureus que podem produzir enterotoxinas e levar a quadros de
intoxicacdo alimentar em pessoas pela ingestdo do produto: antes da
pasteurizacdo, na secrecao do leite por infeccdo da glandula mamaria do
animal, na obtencdo do produto pela ordenha, ou apds a pasteurizacao,
durante a elaboracéo de derivados.

O primeiro surto de gastroenterite em que foi possivel estimar a dose
humana de enterotoxina estafilococica A ocorreu com leite achocolatado em
uma escola dos EUA em 1988. Cada caixinha tinha uma quantidade de
enterotoxina A que variou de 94 a 184 ng. Como houve uma variagédo entre o
namero de caixinhas consumidas pelos estudantes que apresentaram

intoxicacao, calculou-se a mediana de 1,33 caixas, 0 que correspondeu a 192



14

ng de SEA, ou seja, uma dose de 192 ng foi suficiente para causar intoxicacao
alimentar (EVENSON et al., 1988).

Um incidente massivo de intoxicacdo alimentar por estafilococos ocorreu
no estado de Minas Gerais em 1998. Aproximadamente 8000 pessoas
reuniram-se para celebrar a ordenacdo de um padre catdlico. Menos de quatro
horas depois, quase 4000 pessoas estavam incapacitadas com intensa
nausea, emese, diarréia, dor abdominal, prostracdo e tontura. Destes, 2000
lotaram os setores de emergéncia de 26 hospitais regionais. Apés a triagem,
396 (20%) foram internados, e destes, 81 (20%) foram admitidos em UTIs. Um
total de 16 (20%) dos pacientes de UTI progrediu para um quadro irreversivel
de choque multi-sistémico e vieram a Obito. As mortes ocorreram nos idosos e
nas criancas menores de 5 anos. Uma investigacdo detalhada implicou os
preparadores dos alimentos que apresentaram cultura positiva para
Staphylococcus aureus como a fonte de infeccdo. Além disso, esses alimentos
(frango, carne assada, arroz e feijao) ficaram praticamente dois dias e meio
sem refrigeracdo por ndo haver espaco suficiente para armazena-los até o
consumo. A contagem de Staphylococcus coagulase e termonuclease positivos
nos restos de alimentos foi maior que 2x10® UFC/g. Da amostra composta dos
alimentos houve a deteccao da enterotoxina A por ELISA na concentracao de 6
ug/g. Este estudo demonstrou a assoladora toxicidade das enterotoxinas
estafilocécicas e a facilidade de transmissédo. A letalidade das enterotoxinas
estafiloccicas quando ingeridas parece estar relacionada ao estado de saude
e idade, mas como visto neste estudo pode causar casos massivos e
incapacitacdo em um curto periodo de tempo, inclusive com casos fatais
(CARMO et al., 2004).

Almeida Filho e Nader Filho (2000) estudaram o risco de intoxicagéo
alimentar por S. aureus pelo consumo de queijo tipo Minas “frescal” produzido
artesanalmente, sem a pasteurizacdo prévia do leite utilizado como matéria-
prima, e comercializado na cidade de Pocos de Caldas - MG. Os resultados
evidenciaram a presenca de S. aureus em 40 (50%) amostras de queijo com
contagens médias de 10° UFC/g. Esses valores sdo extremamente
preocupantes, pois além de se situarem acima do limite maximo de 10® UFC/g

estabelecido pelo Ministério da Saude, mostraram-se muito préximos dos
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requeridos (>10° UFC/g) para a producdo de enterotoxinas em quantidades
suficientes para a ocorréncia de surtos de intoxicagéo alimentar.

Nesse mesmo estado ocorreram dois surtos, nas cidades de Manhuacu e
Passa-Quatro. O primeiro envolveu 50 individuos que adoeceram apos
ingerirem queijo minas. Os sinais de intoxicacdo (diarréia, vomito, tontura,
calafrios, e dor de cabecga) ocorreram em até duas horas apds a ingestdo do
queijo. O segundo surto envolveu 328 individuos, que apresentaram diarréia e
vOmito apos ingerirem leite cru. As analises do primeiro surto mostraram que S.
aureus estava presente no leite ndo pasteurizado com contagem de 2,4x10°
UFC/g e produziu as enterotoxinas A e B, e presente no queijo com contagem
de 1,0x10° a 2,0x10® UFC/g e produziu as enterotoxinas A, B e C. As andlises
do leite cru do segundo surto indicaram a presenca de estafilococos coagulase-
negativos, excedendo a contagem de 2,0x10° UFC/g, e a producdo das
enterotoxinas C e D. As enterotoxinas especificas encontradas nestes dois
surtos implicam que a fonte de infeccdo do primeiro surto foram os
manipuladores de alimento e do segundo as vacas com mastite (CARMO et al.,
2002).

Um surto ocorrido no Japédo demonstrou o impacto da contaminacao do
leite. Aproximadamente 13.420 pessoas ingeriram produtos derivados do leite
manufaturados pela fabrica Osaka City, que utilizou como principal ingrediente
leite em pd desnatado elaborado pela fabrica Hokkaido. A enterotoxina A foi
detectada no leite desnatado (< 0,38 ng/mL) e aproximadamente 3,7 ng/g no
leite em po6 desnatado. O total de enterotoxina A (SEA) ingerida por pessoa foi
estimada em aproximadamente 20-100 ng. O surto foi considerado baixo em
relacdo a outros surtos previamente relatados. A SEA exposta a pelo menos
duas pasteurizagcdes a 130°C por quatro ou dois segundos reteve tanto as
atividades imunoldgicas quanto biologicas, embora tenha sido parcialmente
inativada. O presente surto foi incomum pelo processo térmico ter destruido o
estafilococo no leite, mas a SEA ter mantido atividade suficiente para causar
intoxicagéo (ASAO et al., 2003).

E demonstrando que ainda ha o habito de consumo de leite cru, e por
criangas, houve o relato de caso de intoxicagdo alimentar em trés criancas

suicas 4 horas apoés ingerirem leite cru de uma cabra com mastite clinica por S.
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aureus que se apresentava com contagem de 5x10° UFC/mL
(GIEZENDANNER et al., 2009).

2.9 Métodos diretos de deteccao de enterotoxinas nos alimentos

Conforme relatado no item anterior, as intoxicacdes alimentares pelas
enterotoxinas estafilococicas séo frequentes e a sua deteccdo € importante no
estudo epidemiolégico. Varios métodos de deteccdo tem sido desenvolvidos e
usados desde a década de 60, incluindo imunodifusdo em gel, método de
hemaglutinagéo passiva reversa, aglutinacao passiva reversa em latex (RPLA),
radioimunoensaio e ensaio imunoenzimatico (ELISA). Destes, o RPLA era o
mais simples e sensivel, mas pouco especifico pelas particulas de latex serem
sensibilizadas com antisoro ndo purificado. Em sequéncia o método foi
melhorado quanto a especificidade pela sensibilizacdo das particulas de latex
com imunoglobulina anti-SE purificada. Desde entdo, houve a disponibilidade
de kits comerciais, como o SET-RPLA® (Oxoid), por exemplo (FUJIKAWA;
IGARASHI, 1988).

O método de RPLA tem como vantagens alta especificidade e
sensibilidade, simplicidade (ndo necessita de procedimentos complicados ou
egquipamentos caros) e economia. A desvantagem do teste € o consumo de
tempo (cerca de 16 horas de incubacédo). Alguns cuidados devem ser tomados
quanto a ocorréncia de reacfes inespecificas de alguns materiais com as
particulas de latex sensibilizadas. Isso pode ser visualizado com a aglutinacao
concomitante do latex controle (sem nenhum antisoro incorporado, somente
latex). Para a minimizacao desta reacao inespecifica € necessario o preparo do
sobrenadante obtido da amostra de forma que fique o mais claro possivel,
removendo qualquer material que possa interferir, tal como particulas de amido
e lipideos. Deve-se realizar centrifugacdo refrigerada para auxiliar nesse
processo, e em amostras como queijo, por exemplo, pode-se fazer um
tratamento com éter (FUJIKAWA,; IGARASHI, 1988).

Este método fornece leituras semi-quantitativas, graduando as reacdes
em %, 1+, 2+ e 3+. Porém, com a utilizacdo de um controle positivo diluido em
série, como referéncia, € possivel estimar a concentragdo das enterotoxinas
(FUJIKAWA; IGARASHI, 1988).
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2.10 Métodos indiretos de deteccdo de enterotoxinas

A producao dos fatores de viruléncia pelos microrganismos depende da
presenca de genes para esses fatores no seu material genético. O mesmo
ocorre para as enterotoxinas, reguladas por diversos genes, que sao
frequentemente transportados por elementos genéticos, tais como fagos e ilhas
de patogenicidade. S&o segmentos de DNA com diferentes tamanhos e
potencialmente moveis que codificam genes relacionados a viruléncia e sdo
transferidos horizontalmente entre as estirpes (VASCONCELOS; CUNHA,
2010). O numero de genes associados a viruléncia carreados por uma estirpe
bacteriana € o produto da interacdo entre as taxas de aquisicdo de genes, 0
custo para a manutencao biolégica e a taxa de falha da estirpe em causar a
doenca (PEACOCK et al., 2002).

O gene da enterotoxina estafilococica A estéa localizado nos profagos, das
enterotoxinas B e C estdo localizados nas ilhas de patogenicidade e o gene da
enterotoxina D é encontrado em plasmidio pIB485 (VASCONCELOS; CUNHA,
2010).

Com a PCR é possivel detectar a presenca desses genes nas bactérias
pelo uso de primers, como os descritos por Johnson et al. (1991) que sao
capazes de detectar de 1 pg de DNA para seb e 10 pg para sea, sec e sed.
Essa presenca nao indica que ha a producéo ativa de enterotoxinas, mas sim o
potencial genético da estirpe.

Para se detectar a producédo por métodos genéticos é possivel pesquisar a
presenca de sequéncias de RNAm, comprovando a atividade do gene, pela
técnica de RT-PCR (VASCONCELOS; CUNHA, 2010).
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O bjetivos
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3. OBJETIVOS

Geral
Avaliar o perfil dos produtores da regido considerando-se a atual legislacédo e a
gualidade do leite produzido com énfase na presenca de Staphylococcus

enterotoxigénicos.

Especificos
Determinar o perfil dos produtores por meio da coleta de informac¢des sobre o

rebanho e manejo;

Padronizar e avaliar a sensibilidade e especificidade da técnica de Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR) na deteccdo de S. aureus e dos genes
codificadores das enterotoxinas A, B, C e D (sea, seb, sec e sed, respectivamente)
diretamente do leite bovino de tanques;

Comparar a deteccdo de S. aureus pela técnica de PCR com a deteccédo pelos
métodos tradicionais de isolamento e classificacdo biogquimica, no momento inicial

e apo6s 5 horas (refrigerado e a 25°C);

Padronizar a deteccdo e quantificacdo das enterotoxinas estafilocdcicas A, B, C e

D pela técnica de RPLA direto do leite bovino de tanques;

Comparar a detecgéo genotipica (PCR) dos genes codificadores de enterotoxinas
sea, seb, sec e sed, com a deteccdo fenotipica pela técnica RPLA, no momento

inicial e apds 5 horas (refrigerado e a 25°C).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao das propriedades

Foram colhidas amostras de leite de tanque de 71 propriedades leiteiras
pertencentes a quatro linhas de leite de um laticinio da regido de Botucatu-SP,
acompanhando-se todo o trajeto dos caminhfes de coleta a granel, para
triagem inicial das propriedades que apresentassem S. aureus no leite do
tanque. Foram selecionadas 35 propriedades, que abrangeram os municipios
de Botucatu, Pardinho, Pratania, Itatinga, Torre de Pedra, Bofete, Porangaba,
Cesario Lange e Quadra, e uma propriedade na regido de Campinas, municipio
de Nova Odessa, e que armazenavam o leite em tanque de imersdo ou de
expansao individual. As identificagdes das propriedades escolhidas foram n° 4,
12, 16, 19, 20, 24, 25, 29, 30, 31, 33, 34, 35, 36, 37, 44, 45, 49, 50, 51, 53, 56,
57, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 66, 67, 69, 70, 71 e 72. Uma das propriedades
possuia tanque de expansao comunitario (identificacdo n° 16) e foi mantida no
estudo para comparacdo de resultados com o0s demais tanques. Foram
realizadas trés coletas em cada uma das propriedades, exceto na n° 71 por ter
saido da linha do laticinio ap6s a segunda coleta, totalizando a avaliacdo de 90
amostras de leite de tanque de expansao e 14 de tanque de imersao.

4.2 Determinacéo do perfil dos produtores

Na primeira visita foi aplicado questionario aos produtores para verificar o
tamanho do rebanho e o tipo de manejo realizado (Anexo 1). Além disso, foram
anotados os dados de contagem bacteriana total (CBT) e contagem de células
somaticas (CCS) fornecidos pelo laticinio, do exame mensal, realizado na

Clinica do Leite — Esalq/USP, referentes aos meses das coletas do projeto.

4.3 Colheita das amostras

Foram colhidas 104 amostras de 250 mL de leite de tanques (leite total)
gue foram acondicionadas em frascos estéreis, e encaminhadas ao laboratorio
do Nucleo de Pesquisa em Mastites - NUPEMAS, do Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu,
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SP em caixas isotérmicas, contendo gelo reciclavel. Essas coletas ocorreram
no periodo de 19/06/2008 a 28/02/2009.

No laboratério as amostras foram processadas a fresco (momento 0), e
em seguida, foram divididas em duas aliquotas para incubacgéo por cinco horas,
uma aliquota refrigerada a 7°C (M7) e a outra mantida a 25°C (M25). O tempo
inicial de cinco horas foi definido considerando-se que esse é o tempo médio
de exposicdo do leite nas propriedades sem tanque de refrigeracdo do
momento da ordenha até o transporte ao laticinio. Amostras desses trés
momentos foram congeladas a -20°C em microtubo livre de DNAse e RNAse
para realizacdo da PCR e em tubo falcon estéril de 15 mL para deteccdo das
enterotoxinas. As amostras foram armazenadas e processadas no Laboratorio
de Bacteriologia, Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de
Biociéncias, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus
de Botucatu, SP.

4.4 Consentimento (Etica)

As amostras foram colhidas apds esclarecimento para o responsavel da
propriedade sobre o projeto e assinatura de termo autorizando a colheita de
leite.

Foi solicitada autorizacdo ao Fiscal Agropecuario responsavel pelo
laticinio para realizacdo da pesquisa nos tanques.

Todos os procedimentos foram aprovados pela Camara de Etica em

Experimentacdo Animal, protocolo numero 13/2007-CEEA.

4.5 Exame microbiolégico: isolamento de Staphylococcus spp.

As 104 amostras de leite colhidas foram processadas imediatamente ap0s
chegarem ao laboratorio. Para a contagem de UFC foram cultivados 0,1 mL de
cada amostra de leite (momento 0 — MO0), apoés incubacédo por cinco horas sob
refrigeracdo a 7°C (M7) e a 25°C (M25), e suas respectivas diluigcbes, em
placas contendo 20 mL de agar Baird-Parker, espalhando-se o in6culo com o
auxilio de alca de Drigalski estéril. Todas as amostras foram diluidas a 10, 10°
2 e 10° e nas amostras incubadas a 25°C foi realizada diluicdo adicional 10™

em virtude do aumento na contagem e maior dificuldade de visualizagao.
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As amostras foram incubadas em condi¢bes de aerobiose a temperatura
de 37°C por até 72 horas, com observacdo do desenvolvimento microbiano a

cada 24 horas, bem como contagem das colbnias.

4.5.1 Caracterizacéo e contagem dos isolados de S. aureus

Utilizou-se a placa cuja diluicdo permitiu visualizar e isolar as colonias de
interesse. Fez-se a contagem de colonias tipicas e atipicas segundo o0s
critérios estabelecidos por Silva et al. (1997).

Selecionaram-se de 5 a 10 colbnias de cada padréo (tipico e atipico) para
submeter aos testes bioquimicos para classificacdo dos S. aureus. Se
houvesse menos que cinco colbnias, selecionavam-se todas disponiveis. Cada
colénia submetida a caracterizacdo foi reisolada em agar sangue ovino,
identificada pelos aspectos morfolégicos, coloracdo pelo método de Gram,
provas de catalase, coagulase em tubo, fermentacéo da trealose, da maltose e
do manitol, resisténcia a polimixina B (300 Ul) e producdo de acetoina,

conforme observado no quadro abaixo:

QUADRO 3. Caracteristicas observadas para classificacdo das espécies de
estafilococos coagulase positivos. Botucatu, 2010.

o Caracteristicas
Espécie i __ _
Coagulase | Trealose | Maltose | Manitol | Polimixina B | Acetoina
S. aureus + + + + R +
S. delphini + - + + NA -
S. intermedius + + Ve Ve S -
S. hyicus v + - - R -
S. schleiferi  spp
+ - - Vv NA +
coagulans

v = variavel; sl = reacgao lenta, v'" =variavel, mas guando positiva a reacgao € fraca, NA = ndo avaliado
Fonte: Modificado de KONEMAN, 2008

A prova de coagulase em tubo foi realizada com 250 pL de plasma de
coelho adicionado de 500 uL de caldo BHI turvo com a coldénia em 24 horas. A
incubacéo foi realizada a 37°C e as leituras foram procedidas apés 1, 4 e 24
horas.

A fermentacdo de acucares foi observada pela adicdo de uma alcada de
caldo BHI turvo em 24 horas em cada um dos tubos com os agucares. A

incubacéo foi realizada a 37°C, com leituras apos 24, 48, 72 e 96 horas.
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Considerou-se como reacdo positiva aquelas com viragem da cor do indicador
de pH vermelho fenol, passando de vermelho para amarelo.

A resisténcia a polimixina B foi verificada em placa contendo o meio de
Mueller Hinton, utilizando-se solucéo salina turvada com caldo BHI de 24 horas
até atingir a escala 0,5 de MacFarland. Utilizou-se disco impregnado com
polimixina B (300 Ul) e a leitura foi realizada apés 24 horas de incubacédo a
37°C.

A producédo de acetoina foi verificada com a adicdo de 100 pL de caldo
BHI de 24 horas em 2,5 mL de meio M.R.V.P (Methyl-red e Voges-Proskauer).
Os tubos foram incubados por cinco dias a 37°C. Um mililitro do M.R.V.P. turvo
foi transferido para tubo limpo e foi acrescentado 0,6 mL de a-naftol a 5%. Em
seguida, foi adicionado 0,2 mL de hidroxido de potassio a 40% e a solucéo
homogeneizada, permanecendo por até 15 minutos, sob agitacdo intermitente,
para leitura final. Isolados produtores de acetoina apresentaram formacao de
um anel réseo (MAC FADDIN, 2000).

Ap6s a confirmacdo de cada colbnia como S. aureus pelas provas
bioguimicas, calculou-se a sua contagem (UFC/mL) em cada amostra de leite,
de acordo com Silva et al. (1997):

- Quando ha somente colbnias tipicas

UFC/mL = N° de col6nias tipicas X diluicdo x 10x porcentagem de col6nias confirmadas
Ex.: Diluicao 107, 30 coldnias tipicas, 5 submetidas a confirmacéo, 3 confirmadas (60%)

UFC/mL =30 x 10°x 10 x 0,6 = 1,8 x 10*

- Quando ha somente colbnias atipicas

UFC/mL = N° de col6nias atipicas X diluigdo x 10x porcentagem de coldnias confirmadas

- Quando ha colbnias tipicas e atipicas
UFC/mL =

(N° de colonias tipicas X diluicdo x 10x porcentagem de coldnias confirmadas) + (N° de coldnias tipicas X diluicdo x 10x porcentagem de coldnias

confirmadas)
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Ex.: Diluicdo 10, 20 colbnias tipicas e 10 atipicas, 5 tipicas e 5 atipicas submetidas a confirmacao, 5

tipicas confirmadas (100%) e 2 atipicas confirmadas (40%)

UFC/mL = (20 x 10° x 10 x 1,0) + (10 x 10 x 10 x 0,4) = 2,4 x 10*

4.5.2 Meios de cultura e testes bioquimicos utilizados no isolamento e

identificacdo de S. aureus

O agar Baird-Parker foi preparado a partir do Baird-Parker agar Base
(Cédigo: CM0275) conforme instrucéo do fabricante (Oxoid®), adicionando-se
50 mL de gema de ovo com telurito (Newprov®).

Os acucares foram preparados em caldo de vermelho fenol a partir do
Phenol Red Broth Base (BD®, Cédigo: 211506) adicionado de 1% do agucar
correspondente e distribuidos nos tubos no volume de 3 mL.

A producdo de acetoina foi verificada com o meio M.R.V.P preparado
com o M.R.V.P. medium (Codigo: CM0043) conforme instrucdo do fabricante
(Ox0id®) e distribuido em tubos no volume de 2,5 mL. Os reagentes preparados
foram os reagentes VP de Barritt (MAC FADDIN, 2000):

Reagente A: 5% de a-naftol (Vetec®) em alcool etilico absoluto (etanol)
Reagente B: 40% de hidroxido de potassio (KOH)

4.6 Estudo biomolecular

4.6.1 Deteccdo genotipica de S. aureus e dos genes codificadores de

enterotoxinas diretamente do leite

4.6.1.1 Extracdo de DNA
A extracdo de DNA do leite foi realizada com o kit lllustra Blood

GenomicPrep Mini Spin® (GE Healthcare), de acordo com o seguinte protocolo,
com uma modificacao inicial do proposto pelo fabricante:

1. Em um microtubo de 1,5 mL, adicionou-se 900 puL da amostra de leite.

2. Centrifugou-se a 14.000 g por 2 minutos.

3. Eliminou-se o sobredanante por inverséo, deixando o pellet. Retirou-se a

gordura da parede do tubo com auxilio de suabe estéril (individual).
4. Adicionou-se ao pellet 40 yuL de tampéo lisozima, homogeneizando-se

imediatamente em vortex.
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5. Adicionou-se 10 pL da lisozima (10 mg/mL) e homogeneizou-se em
vortex.

6. Incubou-se a temperatura ambiente por 15 minutos, agitando-se
ocasionalmente.

7. Adicionou-se 10 pL da proteinase K (20 mg/mL), homogeneizando-se
em vortex.

8. Incubou-se a 56°C por 15 minutos a 30 minutos, agitando-se
ocasionalmente, até a dissolucao do pellet.
A partir dessa fase seguiu-se as instrugdes do kit lllustra Blood

GenomicPrep Mini Spin no item “Hemdlise das células”.

9. Adicionou-se 400 ul de Lysis Solution no microtubo, homogeneizando-se
por 15 segundos em vortex.

10.Incubou-se o microtubo sob temperatura ambiente por 10 minutos com
homogeneizacgéo intermitente para lise adicional.

11.Centrifugou-se rapidamente (5000 g/1 minuto) para decantacdo das
amostras.

12.Montou-se uma minicoluna sobre o tudo de coleta fornecido. Usaram-se
colunas individuais descartaveis para amostras individuais.

13.Transferiu-se o lisado completo para a coluna com o auxilio de uma
pipeta e centrifugou-se a 11.000 g por 1 minuto.

14.Removeu-se cuidadosamente o tubo de coleta contendo o liquido, sem
tocar a base da coluna, descartando-se o liquido, e retornou-se a coluna
sobre o tubo de coleta.

Para uma primeira lavagem adicionou-se 500 pl de Lysis Solution na
coluna e centrifugou-se a 11.000 g por 1 minuto, descartando-se o liquido, para
garantir a completa lise das células e a desnaturacao de proteinas residuais.

Procedeu-se uma segunda lavagem adicionando-se 500 uyl de Wash
Buffer a coluna e centrifugou-se a 11.000 g por 3 minutos, descartando-se o
tubo de coleta com o liquido.

Nesta fase, tomou-se o cuidado de nédo deixar residuos da solugcéo de
lavagem (etandlica) na coluna. No caso de residuo, descartou-se o liquido
remanescente e centrifugou-se por mais 1 minuto. Desta forma, o DNA preso

a matriz de silica esté altamente puro e pronto para eluigéo.
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A eluicdo foi procedida transferindo-se a coluna de purificagdo para um
microtubo novo. A seguir adicionou-se 100 ul de Elution Buffer pré-aquecido a
70°C diretamente na coluna e incubou-se a mesma por 1 minuto em
temperatura ambiente. Em seguida centrifugou-se a 11.000 g por 1 minuto para

recuperar o DNA.

4.6.1.2 Amplificagéo do DNA
Os primers para detecgcédo de S. aureus foram escolhidos de acordo com
os resultados de Straub et al. (1999) com as caracteristicas descritas na Tabela

1 e amplificam fragmento conservado de 1250 pb do DNA ribossomal.

TABELA 1. Sequéncia das bases e tamanho do produto amplificado pelos

primers S. aureus-especificos

Sequéncia dos oligonucleotideos (5’-3’) Tamanho do produto

Primer amplificado (pb)
Staur4 ACGGAGTTACAAAGGACGAC

1250
Staur6 AGCTCAGCCTTAACGAGTAC

Fonte: STRAUB et al., 1999

Os parametros do termociclador foram: 94°C por 4 minutos, desnaturacao
a 94°C por 45 segundos, anelamento a 64°C por 1 minuto, extensao a 72°C
por 2 minutos. Repeticdo do ciclo por 35 vezes e extenséo final a 72°C por 10
minutos (KUMAR, 2009).

Foram utilizados os primers especificos para os genes codificadores de
cada enterotoxina, sea, seb, sec e sed, de acordo com Johnson et al. (1991).
As enterotoxinas estudadas foram A, B, C e D, respectivamente, de acordo
com a Tabela 2.
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TABELA 2. Sequéncia das bases, localizagdo dentro dos genes, e tamanhos

detectados dos produtos amplificados pelos primers enterotoxina-especificos

Primer Sequéncia dos Localizacdo dentro  Tamanho do produto
Gene oligonucleotideos (5'-3’) do gene amplificado (pb)

SEA-1 TTGGAAACGGTTAAAACGAA 490-509

sea 120
SEA-2 GAACCTTCCCATCAAAAACA 591-610
SEB-1 TCGCATCAAACTGACAAACG 634-653

seb 478
SEB-2 GCAGGTACTCTATAAGTGCC 1091-1110
SEC-1 GACATAAAAGCTAGGAATTT 676-695

sec 257
SEC-2 AAATCGGATTAACATTATCC 913-932
SED-1 CTAGTTTGGTAATATCTCCT 354-373

sed 317
SED-2 TAATGCTATATCTTATAGGG 652-671

Fonte: JOHNSON et al., 1991

Os parametros da amplificacdo dos genes codificadores das enterotoxinas
preconizados por Cunha et al. (2007) foram modificados para as condi¢cdes do
laboratorio e do estudo:

SEA-1/SEA-2 - 94°C por 4 minutos, desnhaturacdo a 94°C por 2 minutos,
anelamento a 51°C por 2 minutos e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30
segundos. Desnaturacdo a 94°C por 2 minutos, anelamento a 53°C por 2
minutos e extensao a 72°C por 1 minuto e 30 segundos. Repeticdo do ultimo
ciclo por 35 vezes e extensao final a 72°C por 7 minutos.

SEB-1/SEB-2 - 94°C por 4 minutos, desnaturacdo a 94°C por 2 minutos,
anelamento a 55,5°C por 2 minutos, extensdo a 72°C por 1 minuto e 30
segundos. Repeticdo do ciclo por 37 vezes e extensao final a 72°C por 7
minutos.

SEC-1/SEC-2 — 94°C por 4 minutos, desnaturacdo a 94°C por 2 minutos,
anelamento a 52,4°C por 2 minutos, extensao a 72°C por 1 minuto e 30
segundos. Repeticdo do ciclo por 37 vezes e extensédo final a 72°C por 7
minutos.

SED-1/SED-2 — 94°C por 4 minutos, desnaturacdo a 94°C por 2 minutos,
anelamento a 55°C por 2 minutos e extensao a 72°C por 1 minuto e 30

segundos. Desnaturacdo a 94°C por 2 minutos, anelamento a 53°C por 2
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minutos e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos. Desnaturagéao a 94°C
por 2 minutos, anelamento a 51°C por 2 minutos e extensdo a 72°C por 1
minuto e 30 segundos. Repeticdo do ultimo ciclo por 37 vezes e extensao final
a 72°C por 7 minutos.

As reacdes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5
mL em volume total de 25ul, contendo 5 pmol de cada primer (Tabelas 1 e 2),
1,25U de Platinum® Tagq DNA polimerase, 200 uM de desoxiribonucleotideos
trifosfatados, PCR buffer 1x, 0,75 mM de MgCl; e 3 ul da amostra. Em todas as
reacOes foi utilizado um controle negativo pela substituicdo do acido nucléico
por agua Milli Q.

4.6.1.3 Eletroforese em gel de agarose para visualizagdo dos produtos
amplificados da PCR

Foi preparado gel de agarose a 2% em tampé&o TBE 1,0x e adicionado o
corante SYBER® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®) na concentracdo de 1ul/10
mL de gel. Foram utilizados 15 ul do DNA amplificado e 2 ul do marcador de
peso molecular de 100pb (GE®). Para todas as amostras foi acrescentado 2 pl
de tampéo de corrida. A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal

contendo TBE 0,5x a 110V. O gel foi fotografado sob transiluminacéo UV.

4.6.1.4 Determinacao do limiar de deteccao da técnica de PCR
4.6.1.4.1 Obtencéo do in6culo

O inéculo foi obtido pelo cultivo das cepas padrdo de S. aureus em agar
sangue a 8% e incubacao a 37°C por 48 horas. Como cepa padrédo dos genes
sea e sed foi utilizada a ATCC 13565, do gene seb a ATCC 14458 e do gene
sec a ATCC 19095. As colbnias foram transferidas com auxilio de alga para um
microtubo contendo 1 mL de &gua Milli Q, até se conseguir uma turvagao

correspondente ao valor 1,0 da escala de MacFarland.

4.6.1.4.2 Extracao de DNA a partir de agua Milli Q contaminada
Para a extracdo do DNA a partir da dgua Milli Q contaminada, procedeu-
se como descrito no item 4.6.1.1. com algumas pequenas modifica¢des, pois o

volume é menor e ndo ha gordura como interferente:
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1. Em um microtubo de 1,5 mL, adicionou-se 200 pyL de agua Milli Q
contaminada.
2. Centrifugou-se a 10.000 g por 1 minuto.
3. Eliminou-se o sobredanante por inversao, deixando o pellet.
A partir dessa fase procedeu-se como descrito no item 4.6.1.1., subitem 4.

Na fase de eluicdo utilizou-se 200 pL de Elution Buffer ao invés de 100 pL.

4.6.1.4.3 Quantificacdo de DNA

A quantificacdo foi realizada em espectofotbmetro NanoVue (GE
Healthcare®) ap6s duas calibracdes com 2 pL de agua Milli Q (branco).

Foram colocados 5 puL do DNA extraido. De acordo com a leitura em
ng/uL, foi feita uma diluicdo em um microtubo de 1,5 mL com agua Milli Q para
acertar a concentracdo em 1ng/uL.

Foram preparados 5 microtubos contendo cada um 90 pL de agua Milli Q.

Da amostra contendo 1 ng/pL retirou-se 10 puL que foram diluidos em 90
pUL de agua Milli Q contido no primeiro microtubo. A partir dele foram feitas
diluicdes sucessivas, em base 10, nos demais.

Desta forma, obteve-se as concentracfes de DNA de 1 ng/uL, 100 pg/uL,
10 pg/pL, 1 pg/uL, 100 fg/uL, 10 fg/uL.

Foram realizadas as PCR com os primers de cada gene, de acordo com a
cepa padrao correspondente, utilizando-se 3 pL de DNA de cada uma das 6

diluicdes.

4.7 Deteccgédo e quantificacdo de enterotoxinas estafilococicas pelo Método de

Aglutinacdo em Latex (RPLA) diretamente do leite

4.7.1 Extragéo de enterotoxinas
O protocolo de separacdo da gordura e filtracdo do leite para a extracao de
enterotoxinas foi padronizado da seguinte forma:
1. Acrescentou-se 5 mL de leite em tubo de centrifuga tipo falcon de 15 mL
2. Centrifugou-se a 12.800 g por 15 minutos a 4°C
3. Com uma ponteira de 1000 pL tranferiu-se o sobrenadante para um

novo tubo
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4. Acrescentou-se sobre o sobrenadante cloroférmio P.A. na proporcédo 1:1
Homogeneizou-se e centrifugou a 12.800 g por 15 minutos a 4°C
6. Nessa etapa sdo formadas trés fases, a superior com o sobrenadante, a
fase intermediaria com a gordura e a fase inferior com o cloroférmio.
Retirou-se o sobrenadante, sem encostar na gordura, com agulha e
seringa de 5 mL descartaveis
7. Filtrou-se o sobrenadante com filtro para seringa com membrana de 0,22
pum de poro para um microtubo
Diluiu-se com o diluente do kit SET-RPLA na propor¢ao 1:10
9. Esse sobrenadante diluido foi utilizado na detec¢édo e quantificacdo das
enterotoxinas e armazenado a -20°C.
A utilizacdo do cloroférmio foi sugerida por Carmo® (comunicacdo pessoal,
04 de marco de 2010) e o uso desse tipo de solvente é relatado na literatura

(PHILLIPS et al., 2008) para a extracao de gordura total em alimentos.

4.7.2 Triagem das amostras

Em todas as amostras foi realizada uma triagem inicial para deteccao das
enterotoxinas A, B, C e D. Na deteccéo das enterotoxinas utilizou-se o kit SET-
RPLA (Oxoid®), conforme orientag&o do fabricante.

Utilizou-se uma microplaca de fundo em “V”, na qual era possivel testar 12
amostras ao mesmo tempo (da coluna 1 a 12 da placa) para os quatro
anticorpos (anti-A na linha A, anti-B na linha B, anti-C na linha C e anti-D na
linha D) e para o latex controle (somente latex, para controle de reacdes
inespecificas, na linha E). Na linha G colocaram-se o0s quatro controles

positivos das enterotoxinas.

4.7.3 Quantificacdo das amostras
A quantificacdo foi realizada comparando-se a intensidade de reacao do

sobrenadante com a da toxina padrao de TSST-1.

! Dr. Luiz Sime3o do Carmo
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4.8 Analise Estatistica

As associacdes foram realizadas por meio dos testes ndo-paramétricos de
Mann-Whitney (Tabela 6 e Tabela 25), Kruskal-Wallis (Tabela 9 e Tabela 11) e
Friedman (Tabela 12). O teste de Kruskal-Wallis utilizou anélise de variancia
ndo paramétrica para o modelo com um fator complementada com o método de
Dunn para as comparacgdes entre todos pares de grupos, considerando o nivel
de 5% de significancia (ZAR, 1999).

Nas Tabelas 18 e 20 foi utilizado o teste de Goodman para contrastes
entre e dentro de populacdes binomiais (GOODMAN, 1964; GOODMAN, 1965).

Para todas as associacdes foram considerados significativos os valores
p<0,05.

A analise estatistica foi realizada pelo Departamento de Bioestatistica do

Instituto de Biociéncias — UNESP/Botucatu.
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Resultados



5. RESULTADOS

5.1 Perfil dos produtores

Com base nas informagdes obtidas nas trés coletas de cada propriedade

(exceto da propriedade n° 71, devido ao produtor ter saido da linha do laticinio

apos a segunda coleta) foi realizada uma analise descritiva do namero de

animais, producdo diaria da propriedade, valores de producdo meédia
(L/vacal/dia), CCS (células/mL) e CBT (UFC/mL) como pode ser observado nas

Tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Medidas descritivas das variaveis quantitativas. Botucatu, 2010.

Medida Total de Vacas em Vacas Producao diaria
descritiva vacas lactacdo secas (L)/Propriedade
Minimo 5 3 0 10
Mediana 35 19 12 136
Maximo 170 111 59 3632,8
Média 43,9 27,4 16,4 303,8
Desvio Padréo 32,0 23,2 13,0 592,9

Encontrou-se uma grande variacdo entre as propriedades quanto a média
da producédo diaria de leite por vaca (CV = 68,89%), a CCS do tanque (CV =

78,30%) e principalmente a CBT do tanque (174,4%). A producao de leite da

maioria dos animais foi baixa, média de 8,42 litros, variando de 1,88 a 35,99

litros por dia (Tabela 4).
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TABELA 4. Medidas descritivas das variaveis quantitativas. Botucatu, 2010.

Producéo
Medida descritiva Média ces CBT
. (células/mL) (UFC/mL)
(L/vaca/dia)
Valor minimo 1,88 4000,0 4000,0
P1* 2,00 86000,0 5000,0
P5 2,61 141000,0 19000,0
P10 2,86 161000,0 10000,0
P25 4,50 235000,0 55000,0
P50 7,22 365000,0 179000,0
P75 10,22 591000,0 958000,0
P90 14,22 811000,0 3990000,0
P95 18,00 1033000,0 5327000,0
P99 30,19 1700000,0 7519000,0
Valor Maximo 35,99 2586000,0 9999000,0
Média 8,42 468227,7 1099773,0
Desvio padrao 5,80 366627,1 1918230,0
Coeficiente de Variagao (%) 68,89 78,30 174,4

P* = percentil

Das 35 propriedades estudadas, 11 (31,4%) apresentaram CCS acima do
limite determinado pelo MAPA em alguma das coletas, atingindo o valor
maximo de 2.586.000 células/mL (Tabela 4 e Figura 2). Quanto a CBT, um
namero ainda maior de propriedades (57,1%) apresentou um valor de CBT
acima do permitido, atingindo o valor maximo de 9.999.000 UFC/mL (Tabela 4
e Figura 3).

O tanque comunitario que faz parte do presente estudo apresentou CCS
de 269.000 células/mL, 293.000 células/mL e 247.000 células/mL e os valores
de CBT foram 586.000 UFC/mL, 793.000 UFC/mL e 3.399.000 UFC/mL na
primeira, segunda e terceira coletas, respectivamente (Figuras 2 e 3).

Nas Figuras 2 e 3 pode-se avaliar os resultados das analises de contagem
de células somaticas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT), das amostras

de tanque de cada propriedade, obtidos nos meses das coletas.
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A maioria das amostras de leite examinadas foram provenientes de tanque
de expanséo individual (85,29%), seguidas por tanque de imersao (14,71%).

TABELA 5. Distribuicdo do tipo de tanque utilizado nas propriedades
estudadas. Botucatu, 2010.

. Frequéncia
Tipo de tanque :
Absoluta Relativa (%)
Expanséo individual 29 85,29
Imersao 5 14,71
Total 34 100,00

Na Tabela 6 avaliaram-se as variaveis producdo média das vacas, CCS e
CBT do tanque, correlacionando-as com o tipo de tanque, expansao individual
ou de imerséo. Houve diferenca significativa (p<0,01) somente entre a mediana
da producéo de leite nas propriedades com tanque de expansao individual em
comparacao com as propriedades com tanque de imersdo. As propriedades
com tanque de expanséo individual apresentaram uma producdo média diaria
de leite de 7,50 litros, contra 4,88 litros nas propriedades com tanque de

imersao.
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TABELA 6. Medidas descritivas das variaveis segundo tipo de tanque utilizado

nas propriedades estudadas. Botucatu, 2010.

Tipo de tanque

. Medida
Variavel N Expansao Valor p
descritiva Imersao
individual
Valor minimo 2,00 1,88
1° Quiartil 5,00 4,00
Producao Mediana 7,50 4,88 p<0,01
média 3° Quartil 11,47 6,42
(L/vaca/dia)  Valor maximo 35,97 7,50
Média 8,94 5,14
Desvio padrao 6,06 1,65
Valor minimo 86000,0 4000,0
1° Quartil 252250,0 171000,0
ccs Mediana 388000,0 245500,0 p>0,05
] 3° Quartil 589750,0 741000,0
(céls/mL) '
Valor maximo 2586000,0 1335000,0
Média 4729425 438928,6
Desvio padrao 434991,9 434991,0
Valor minimo 4000,0 8000,0
1° Quartil 54250,0 220000,0
caT Mediana 162000,0 499000,0 p>0,05
3° Quatrtil 722250,0 1709000,0
(UFC/mL) _
Valor maximo 9999000,0 3990000,0
Média 1074105,0 1259286,0
Desvio padrao 1985404,0 1481939,0

Foi possivel observar que uma consideravel porcentagem (55,88%) de

propriedades ja possui mecaniza¢ao da ordenha (Tabela 7).
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TABELA 7. Distribuicdo do tipo de ordenha utilizado nas propriedades

estudadas. Botucatu, 2010.

Frequéncia

Tipo de ordenha

Absoluta Relativa (%)
Manual 15 44,12
Mecanica 18 52,94
Manual e mecéanica 1 2,94
Total 34 100,00

Apenas 17,65% das propriedades realizam todos os procedimentos

necessarios para uma ordenha higiénica e controle de mastites e 23,53% nao

realiza preparo algum (Tabela 8).

TABELA 8: Distribuicdo do tipo de procedimento adotado nas propriedades

estudadas. Botucatu, 2010.

Frequéncia
Procedimento Relativa
Absoluta
(%)
Nenhum procedimento 8 23,53
Lavagem dos tetos 3 8,83
Secagem dos tetos 2 5,88
Lavagem e Secagem 5 14,71
Pré-dipping e Secagem 2 5,88
Pré e Pos-dipping 1 2,94
Secagem e Pés-dipping 1 2,94
Lavagem, Pré-dipping e Secagem 1 2,94
Lavagem, Secagem e Terapia VS* 2 5,88
Lavagem, Pré-dipping, Secagem, Pés-dipping 1 2,94
Lavagem, Secagem, Pés-dipping e Terapia da VS 2 5,88
Lavagem, Pré-dipping, Secagem, Pés-dipping e Terapia VS 6 17,65
Total 34 100,00

* Terapia VS = terapia da vaca seca
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Da mesma forma avaliaram-se as varidveis producdo meédia das vacas,
CCS e CBT do tanque, correlacionando-as com o tipo de ordenha, manual,
mecanica ou associacdo de ordenha manual e mecanica. Houve diferenca
significativa (p<0,01) entre a mediana da producédo de leite nas propriedades
com ordenha mecanica em comparagdo com as propriedades com ordenha
manual e associacdo de mecéanica e manual. As propriedades com ordenha
mecanica apresentaram mediana da producdo média diaria de leite de 10,00
litros, contra 5,00 litros nas propriedades com ordenha manual e 4,17 litros com

ordenha manual e mecénica (Tabela 9).
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TABELA 9. Medidas descritivas das variaveis segundo o tipo de ordenha

utilizado nas propriedades estudadas. Botucatu, 2010.

Tipo de ordenha

_ Medida
Variavel N _ Manuale Valorp
descritiva Manual Mecanica .
Mecénica
Valor minimo 2,00 3,13 1,88
1° Quartil 3,30 7,23 2,45
Producéo Mediana 5,00° 10,00° 4,17° p<0,01
média 3° Quartil 7,15 13,48 4,48
(L/vaca/dia) Valor maximo 10,00 35,97 4,58
Média 5,29 11,34 3,54
Desvio padrao 4,78 6,50 1,46
Valor minimo 4000,0 86000,0 91000,0
1° Quartil 201000,0  245750,0  149000,0
ccs Mediana 388000,0 351000,0 323000,0 p>0,05
] 3° Quartil 590000,0 602500,0  720500,0
(céls/mL) .
Valor maximo  1335000,0 2586000,0 853000,0
Média 442111,1  493000,0  422333,3
Desvio padrao  291503,9 423538,4  390591,0
Valor minimo 8000,0 4000,0 220000,0
1° Quartil 85000,0 33750,0 270000,0
cBT Mediana 271000,0  113000,0  420000,0 p>0,05
3° Quartil 1754750,0 578750,0 2858250,0
(UFC/mL) .
Valor maximo  5783000,0 9999000,0 3671000,0
Média 1221845,0 977039,6 1437000,0
Desvio padrdao  1778501,0 2054403,0 1937284,0

Quanto a assisténcia técnica, 17,65% das propriedades ndo recebem

qualquer tipo de suporte, 17,65% recebem assisténcia comunitaria (Casa da

Lavoura), 55,88% recebem assisténcia privada e 8,82% recebem assisténcia

comunitaria e privada, concomitantemente (Tabela 10).
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TABELA 10. Distribuicdo do tipo de assisténcia técnica recebido nas
propriedades estudadas. Botucatu, 2010.

o Frequéncia
Assisténcia técnica :
Absoluta Relativa (%)

Nenhuma 6 17,65
Comunitaria 6 17,65
Privada 19 55,88
Comunitaria e Privada 3 8,82
Total 34 100,00

Por fim, avaliaram-se as variaveis producdo média das vacas, CCS e CBT
do tanque, correlacionando-as com o tipo de assisténcia técnica, cuja andlise
pode ser apreciada na Tabela 11.

Houve diferenga significativa entre a mediana da produgao de leite nas
propriedades com assisténcia privada em comparacdo com as propriedades
sem assisténcia técnica ou com assisténcia técnica comunitaria. As
propriedades com assisténcia privada apresentaram mediana da producdo
média diaria de leite de 8,21 litros, contra 5,68 litros nas propriedades sem
assisténcia técnica e 5,88 litros com assisténcia comunitaria. A associacdo da
assisténcia técnica privada e comunitaria demonstrou uma producdo de leite
maior, mas sem diferenca significativa entre as demais.

Na CCS, as propriedades com assisténcia técnica privada apresentaram
uma menor contagem em relacdo aquelas com assisténcia comunitaria. Ja na
CBT houve uma menor contagem nas propriedades com assisténcia técnica
privada.
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Pelo menos um representante de cada isolado ndo caracteristico de S.
aureus foi submetido a PCR para confirmacdo da espécie pelos primers
espécie-especificos Staur-4 e Staur-6. Todos confirmaram como sendo S.
aureus, apresentando a banda de 1250pb.

5.2.2 Dindmica da contagem de S. aureus
A seguir sdo apresentados os resultados da dinamica do desenvolvimento
de S. aureus nas amostras de leite influenciada pela pré-incubagéo (Tabela
12).
Apos incubacdo a 25°C (M25) houve um aumento significativo nesta
contagem, quando comparada com o momento inicial (MO) e apOs pré-
incubacédo a 7°C (M7).

TABELA 12. Medidas descritivas da contagem (UFC/mL) de S. aureus segundo
0 momento. Botucatu, 2010.

Medida Momento
N valor p
descritiva MO M7 M25
Valor minimo 0,0 0,0 0,0
Mediana 10,02 25,02 99 5° p<0,05
Valor maximo 8000,0 4500,0 496000,0
Média 318,8 339,3 109117,7
Desvio padrao 942.,4 761,7 51999,8

MO = a fresco; M7 = incubacéo a 7°C por cinco horas; M25 = incubag&o a 25°C por cinco horas

Pode-se observar também que com as pré-incubacdes, além de ocorrer
uma tendéncia de aumento nas contagens (Tabela 12), em 6 amostras
negativas (sem crescimento) no MO houve a possibilidade de contagem no M7

e em 8 amostras no M25 (Tabela 13).
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TABELA 13. Distribuicdo dos resultados microbiologicos para S. aureus
segundo o momento de avaliagdo. Botucatu, 2010.

Microbioldgico

Momento Total (%)
Sem crescimento (%) Com crescimento (%)
MO 50 (48,1) 54 (51,9) 104 (100,0)
M7 44 (42,3) 60 (57,7) 104 (100,0)
M25 42 (40,4) 62 (59,6) 104 (100,0)

MO = a fresco; M7 = incubacéo a 7°C por cinco horas; M25 = incubag&o a 25°C por cinco horas

Nas Figuras 4 (propriedades de 4 a 33), 5 (propriedades de 34 a 56) e 6
(propriedades de 57 a 72) pode-se observar as contagens de S. aureus nos
trés momentos de avaliacdo (MO, M7 e M25), nas trés coletas. As contagens

iguais ou superiores a 10.000 UFC/mL foram atingidas com as incubacdes a
25°C.
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5.3 Estudo biomolecular

5.3.1 Determinacéo do limiar de deteccao (sensibilidade analitica)
Na deteccdo de S. aureus com primers Staur-4 e Staur-6 o limiar de
detecgéo foi de 1 pg/ pL.
Para os primers dos genes sea, seb, sec e sed o limiar de deteccéo foi de
100 fg/uL.

7 8 9 10 11 12

1250 pb

S. aureus

FIGURA 7. Eletroforese em gel de agarose 2%. (A) Limiar de detec¢ao de S.
aureus. 1-10: DNA de S. aureus ATCC 13565 em diluigbes seriadas (1 ng/uL,
100 pg/pL, 10 pg/pL, 1 pg/uL, 100 fg/pL, 10 fg/uL, 1 fg/uL, 100 ag/uL, 10
ag/uL e 1 ag/pL), 11: controle negativo (dgua), 12: marcador de peso
molecular 100pb. (B) Limiar de deteccdo do gene codificador da enterotoxina
A — sea. 1: marcador de peso molecular 25pb, 2-6: DNA de S. aureus ATCC
13565 em diluicdes seriadas (1 ng/uL, 100 pg/uL, 10 pg/uL, 1 pg/uL, 100
fg/uL), 7: controle negativo (agua).
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FIGURA 8. Eletroforese em gel de agarose 2%. (A) Limiar de deteccdo do
gene codificador da enterotoxina B — seb. 1 e 8: marcador de peso
molecular 100 pb, 2: controle negativo (dgua), 3-7: DNA de S. aureus ATCC
14458 em diluicdes seriadas (1 ng/pL, 100 pg/uL, 10 pg/pL, 1 pg/uL, 100
fg/uL). (B) Limiar de detecgéo do gene codificador da enterotoxina C — sec.
1 e 8: marcador de peso molecular, 2-6: DNA de S. aureus ATCC 19095 em
diluicdes seriadas (1 ng/uL, 100 pg/uL, 10 pg/pL, 1 pg/uL, 100 fg/uL), 7:
controle negativo (dgua).

FIGURA 9. Eletroforese em gel de
agarose 2%. Limiar de deteccéao do
gene codificador da enterotoxina D —
sed. 1: marcador de peso molecular
100 pb, 2-6: DNA de S. aureus
ATCC 13565 em diluicdes seriadas
(100 pg/uL, 10 pg/uL, 1 pg/uL, 100
fg/uL, 10 fg/uL). 7: controle negativo
(agua).
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5.3.2 Determinacgéo da sensibilidade e especificidade diagndstica

Para a determinacdo da sensibilidade e especificidade de um teste é
necesséria a existéncia de um padrdo-ouro. Para a deteccdo de S. aureus em
alimentos o padrdo-ouro considerado pela comunidade cientifica € o método
tradicional de isolamento. Considerando-se as caracteristicas intrinsecas da
amostra utilizada (alta contaminacdo) e a grande sensibilidade analitica da
PCR, quando se calcula os valores de sensibilidade e especificidade
diagnoéstica, ha um prejuizo para a técnica de PCR, indicando erroneamente
muitos resultados falso-positivos, com uma moderada probabilidade do
resultado positivo da PCR ser realmente positivo: sensibilidade de 100%,
especificidade de 2%, valor preditivo positivo (VPP) de 57%, valor preditivo
negativo (VPN) de 100%. Quando se considera a PCR como padrao-ouro
observa-se moderada quantidade de resultados falso-negativos, com uma
baixissima probabilidade do resultado negativo do microbiolégico ser realmente
negativo: sensibilidade de 57%, especificidade de100%, VPP de 100%, VPN de
2%.

Lembrando que:

Sensibilidade diagnéstica = ——— x 100  Especificidade diagnéstica =——— x 100
VP+FN VN+FP

VP: Verdadeiro Positivo VN: Verdadeiro Negativo

FN: Falso Negativo FP: Falso Positivo

5.3.3 Deteccdo genotipica de S. aureus e dos genes codificadores de
enterotoxinas diretamente do leite
Das 104 amostras pesquisadas pela PCR para a deteccdo genotipica de
S. aureus, 103 (99,0%) foram positivas, independente do momento estudado
(Tabela 14).
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TABELA 14. Resultados da PCR para Staphylococcus aureus em amostras
de leite de tanques segundo o0 momento de avaliagdo. Botucatu, 2010.
PCR

Momento Total (%)
Negativa (%) Positiva (%)
MO 1 (0,96) 103 (99,04) 104 (100,00)
M7 1 (0,96) 103 (99,04) 104 (100,00)
M25 1 (0,96) 103 (99,04) 104 (100,00)

MO = a fresco; M7 = incubacéo a 7°C por cinco horas; M25 = incubag&o a 25°C por cinco horas

Com as pré-incubacdes (M7 e M25) do leite houve diminuicdo no numero
de amostras negativas para S. aureus pelo exame microbiolégico, mas sem
ocorrer alteracdo nos resultados da PCR, que continuou a detectar as 103
amostras positivas. A concordancia entre os testes em MO foi de 52,88%, em
M7 de 58,65% e em M25 de 60,58% (Tabela 15).

TABELA 15. Distribuicdo dos resultados da PCR e do microbioldgico para S.

aureus segundo o momento de avaliacdo. Botucatu, 2010.

Microbiol6gico

Momento PCR Sem crescimento Com crescimento Total (%)
(%) (%)

MO Negativa 1 (0,96) 0 (0,00) 1 (0,96)
Positiva 49 (47,12) 54 (51,92) 103 (99,04)

M7 Negativa 1 (0,96) 0 (0,00) 1 (0,96)
Positiva 43 (41,35) 60 (57,69) 103 (99,04)

M25 Negativa 1 (0,96) 0 (0,00) 1 (0,96)
Positiva 41 (39,42) 62 (59,62) 103 (99,04)
Total 136 (43,59) 176 (56,41) 312 (100,00)

MO = a fresco; M7 = incubacéo a 7°C por cinco horas; M25 = incubag¢éo a 25°C por cinco horas

As trés amostras negativas a PCR para S. aureus foram negativas
também ao exame microbiolégico. A PCR detectou S. aureus em amostras de

leite com contagens deste microrganismo variando de zero a 496.000 UFC/mL
(Tabela 16).
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TABELA 16. Medidas descritivas da contagem (UFC/mL) de S. aureus
segundo a PCR. Botucatu, 2010.

PCR
Medida descritiva : _
Negativa (3) Positiva (309)

Valor minimo 0,0 0,0

Mediana 0,0 30,0
Valor maximo 0,0 496000,0

Média 0,0 3896,0

Desvio padrao 0,0 30493,2

A PCR foi positiva para S. aureus em 309 (99,04%) das amostras, sendo
que o microbiolégico foi capaz de detectid-lo em apenas 176 (56,41%) das
amostras de leite. As trés amostras negativas a PCR também foram negativas
ao microbiolégico. Houve concordancia entre a PCR e a contagem em 57,37%

das amostras (Tabela 17).

TABELA 17. Distribuicdo dos resultados microbioldgicos e da PCR para S.
aureus. Botucatu, 2010.

Microbiolégico

PCR Total (%)
Sem crescimento (%) Com crescimento (%)
Negativa 3 (0,96) 0 (0,00) 3 (0,96)
Positiva 133 (42,63) 176 (56,41) 309 (99,04)
Total 136 (43,59) 176 (56,41) 312 (100)

Quanto aos genes codificadores das enterotoxinas, 135 (43,27%)
amostras foram positivas para o gene sea, 73 (23,40%) para o gene seb, 183
(58,65%) para o gene sec e 4 (1,28%) amostras positivas para o gene sed, de

acordo com a tabela 18.
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TABELA 18. Resultados da pesquisa de genes codificadores das enterotoxinas
nas amostras de leite, segundo o momento de avaliagdo. Botucatu, 2010.

Ocorréncia
PCR Momento Total (%)
Negativa (%)  Positiva (%)
MO 61 (58,7)*" 43 (41,3)* 104
sea M7 53 (51,0)* 51 (49,0)* 104
M25 63 (60,6)*" 41 (39,4)* 104
MO 74 (71,2)* 30 (28,8)* 104
seb M7 79 (76,0)*® 25 (24,0)* 104
M25 86 (82,7)%° 18 (17,3) 104
MO 48 (46,2)* 56 (53,8)*" 104
sec M7 37 (35,6)** 67 (64,4)%° 104
M25 44 (42,3)* 60 (57,7)** 104
MO 103 (99,0)* 11,0 104
sed M7 102 (98,1)*® 2 (1,9) 104
M25 103 (99,0%)* 1 (1,0%)** 104

MO = a fresco; M7 = incubacéo a 7°C por cinco horas; M25 = incubag¢éo a 25°C por cinco horas

Quando se associa 0 momento avaliado com a ocorréncia do gene
observa-se que para o gene codificador da enterotoxina A (sea) ndo houve
diferenca significativa entre os momentos avaliados e ndo houve diferenca
significativa entre os resultados positivo e negativo. Para o gene codificador da
enterotoxina B (seb) nos trés momentos houve maior nimero de resultados
negativos do que positivos, mas sem diferenca de resultado entre os
momentos. J& na deteccdo do gene codificador da enterotoxina C (sec) houve
uma positividade maior na amostra pré-incubada a 7°C, mas sem diferenca
significativa em relagdo aos demais momentos. Na deteccdo do gene
codificador da enterotoxina D (sec) ndo houve diferenca entre a positividade

das amostras sob as diferentes condi¢des (Tabela 18).
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5.4 Deteccdo de enterotoxinas estafilocécicas pelo método de aglutinagdo em
latex (RPLA) diretamente do leite
5.4.1 Padronizacao da quantificacdo das enterotoxinas

A quantificacao foi realizada comparando-se a intensidade de reacao do
sobrenadante com a da toxina padrao de TSST-1.

Foi utilizada a toxina padrdao TSST-1 com concentragdo conhecida de 4
pg/mL. Essa toxina foi diluida em solucdo estéril contendo salina 0,85%
adicionada de 0,3% de proteose peptona n°3 para obtencéo das concentracdes
finais de 10 ng/mL, 5 ng/mL, 2,5 ng/mL, 1 ng/mL, 0,5 ng/mL e 0,25 ng/mL
(Figura 10). Observou-se que nao houve uma graduagédo fina com essas
concentracdes, entdo se realizaram diluicbes adicionais intermediarias de 0,4
ng/mL, 0,3 ng/mL, 0,2 ng/mL e 0,1 ng/mL (Figura 11).

Em cada microplaca de fundo em “V” foram colocadas as cinco dilui¢des
da toxina padrdo TSST-1 na coluna 1 e 2, da linha A a E. Na coluna 1 foi
adicionada a respectiva anti-enterotoxina do kit TST-RPLA (Oxoid®) e na

coluna 2 foi colocado latex controle (Figura 10).

B C
D E
A F G

FIGURA 10. Microplaca com diluicbes seriadas da toxina padrdo TSST-1. (A)
Visédo geral das diluicdes. Maior detalhe na intensidade das reagbes em 5
ng/mL (B), 2,5 ng/mL (C), 1,0 ng/mL (D), 0,5 ng/mL (E) e 0,25 ng/mL (F). (G)
controle negativo.
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De acordo com a primeira leitura, anotou-se a intensidade de reacao,
comparando com a toxina padréo. Aquelas amostras que apresentaram reacao
intermediaria as diluicdes testadas, foram comparadas novamente com as

diluicbes menores.

B C
D E
A F G

FIGURA 11. Microplaca com diluigbes seriadas da toxina padréo TSST-1. (A)
Viséo geral das diluigbes. Maior detalhe na intensidade das reagbes em 0,5
ng/mL (B), 0,4 ng/mL (C), 0,3 ng/mL (D), 0,2 ng/mL (E) e 0,1 ng/mL (F). (G)
controle negativo.

Como a amostra foi diluida na proporcdo 1:10, a concentracdo de
enterotoxina foi considerada pelo valor da leitura corrigida pela multiplicacdo do

fator 10. Portanto, se a leitura comparativa foi 0,5 ng/mL, a amostra foi

considerada 5 ng/mL.
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5.4.2 Resultados da deteccéo e quantificagdo das enterotoxinas
A enterotoxina B foi detectada em 25 (8,0%) das amostras e a

enterotoxina D em 19 (6,1%) das amostras de leite (Tabela 19).

TABELA 19. Resultados da pesquisa de enterotoxinas diretamente das
amostras de leite. Botucatu, 2010.

Ocorréncias

Enterotoxina Total (%)
Negativa (%) Positiva (%)
A 312 (100,0) 0 (0,0) 312 (100,0)
B 287 (92,0) 25 (8,0) 312 (100,0)
C 312 (100,0) 0 (0,0) 312 (100,0)
D 293 (93,9) 19 (6,1) 312 (100,0)

A seguir sdo apresentados os resultados referentes a pesquisa de
enterotoxinas diretamente das amostras de leite nos diferentes momentos
pesquisados (Tabela 20). As enterotoxinas A e C nao foram detectadas em
nenhuma das amostras, nos trés momentos pesquisados. A enterotoxina B foi
detectada em 9 (8,7%) amostras no momento 0 (M0), em 6 (5,8%) no M7 e em
10 (9,6%) no M25, ndo havendo diferenca significativa de resultados entre os
momentos, porém houve maior niumero de resultados negativos nos trés
momentos. A enterotoxina D foi detectada em 7 (6,7%) amostras no MO, em 5
(4,8%) no M7 e em 7 (6,7%) amostras no M25, também ndo havendo diferenca
significativa de resultados entre os momentos, mas com maior niumero de

resultados negativos em relacdo aos positivos.
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TABELA 20. Distribuicdo dos resultados da pesquisa de enterotoxinas
diretamente das amostras de leite nos diferentes momentos. Botucatu, 2010.

Ocorréncia
Enterotoxina  Momento Negativa (%) Positiva (%) Total (%)
(valor # 0)
MO 104 (100,0) 0 (0,0) 104 (100,0)
A M7 104 (100,0) 0(0,0) 104 (100,0)
M25 104 (100,0) 0(0,0) 104 (100,0)
MO 95 (91,3)%° 9 (8,7)" 104 (100,0)
B M7 98 (94,2)*® 6 (5,8)* 104 (100,0)
M25 94 (90,4)*® 10 (9,6)* 104 (100,0)
MO 104 (100,0) 0 (0,0) 104 (100,0)
C M7 104 (100,0) 0(0,0) 104 (100,0)
M25 104 (100,0) 0(0,0) 104 (100,0)
MO 97 (93,3)* 7 (6,7)** 104 (100,0)
D M7 99 (95,2)%® 5 (4,8)* 104 (100,0)
M25 97 (93,3)%® 7 (6,7)" 104 (100,0)

MO = a fresco; M7 = incubacéo a 7°C por cinco horas; M25 = incubagéo a 25°C por cinco horas

5.4.3 Associacdo entre a deteccdo genotipica e fenotipica das

enterotoxinas nas amostras de leite de tanques

Em 135 (43,3%) amostras de leite detectou-se o gene sea. Comparando-
se os resultados de deteccdo do gene sea e de deteccdo da enterotoxina A
verifica-se que em todas as amostras positivas para 0 gene nao houve
deteccdo fenotipica da enterotoxina A. A concordancia foi de 56,7% entre a

deteccdo do gene sea e da enterotoxina A (Tabela 21).
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TABELA 21. Distribuicdo dos resultados de deteccdo do gene sea e da
enterotoxina A, nas amostras de leite de tanque nas propriedades pesquisadas.
Botucatu, 2010.

Enterotoxina A

>ea Negativa (%) Positiva (%) Total (%)
Negativa 177 (56,7) 0 (0,0) 177 (56,7)
Positiva 135 (43,3) 0 (0,0) 135 (43,3)

Total 312 (100,0) 0 (0,0) 312 (100,0)

Para o gene seb houve a deteccdo de 73 (23,4%) amostras de leite
positivas, sendo 68 (21,8%) sem a deteccdo de enterotoxina B e 5 (1,6%) com
a deteccao de enterotoxina B. Em 20 amostras positivas para a enterotoxina B
nao se detectou o gene seb. A concordancia foi de 71,8% para a deteccdo do

gene seb e da enterotoxina B. (Tabela 22).

TABELA 22. Distribuicdo dos resultados de deteccdo do gene seb e da
enterotoxina B, nas amostras de leite de tanque nas propriedades pesquisadas.
Botucatu, 2010.

Enterotoxina B

seb Total (%)
Negativa (%) Positiva (%)
Negativa 219 (70,2) 20 (6,4) 239 (76,6)
Positiva 68 (21,8) 5(1,6) 73 (23,4)
Total 287 (92,0) 0 (8,0) 312 (100,0)

Detectaram-se 183 (58,7%) amostras de leite positivas para o gene sec,
sem deteccdo fenotipica da enterotoxina C. Houve concordancia entre os
resultados de deteccdo do gene seb e da enterotoxina C em 41,3% (Tabela
23).
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TABELA 23. Distribuicdo dos resultados de deteccdo do gene sec e da
enterotoxina C, nas amostras de leite de tanque nas propriedades

pesquisadas. Botucatu, 2010.

Enterotoxina C

>e¢ Negativa (%) Positiva (%) Total (%)
Negativa 129 (41,3) 0 (0,00) 129 (41,3)
Positiva 183 (58,7) 0 (0,00) 183 (58,7)

Total 312 (100,00) 0 (0,00) 312 (100,00)

Quanto ao gene sed detectaram-se 4 (1,28%) amostras de leite positivas,
sendo 3 (0,96%) sem a deteccdo de enterotoxina D e 1 (0,32%) com a
deteccdo de enterotoxina D. Em 18 amostras positivas para a enterotoxina D
nao houve a deteccdo do gene sed. A concordancia entre os resultados de

deteccdo do gene sed e da enterotoxina D foi de 93,27% (Tabela 24).

TABELA 24. Distribuicdo dos resultados de deteccdo do gene sed e da
enterotoxina D, nas amostras de leite de tanque nas propriedades

pesquisadas. Botucatu, 2010.

Enterotoxina D

sed Total (%)
Negativa (%) Positiva (%)
Negativa 290 (92,95) 18 (5,77) 308 (98,72)
Positiva 3 (0,96) 1 (0,32) 4 (1,28)
Total 293 (93,91) 0 (0,00) 312 (100,00)

5.4.4 Associagcdo entre a contagem de S. aureus e a deteccdo das

enterotoxinas

Na tabela 25 apresenta-se a comparacao entre a contagem de S. aureus
nas amostras positivas e negativas para as enterotoxinas B e D. Nao houve
associacao entre a positividade para a enterotoxina e uma alta contagem de
S.aureus. As maiores contagens foram encontradas nas amostras negativas

para as enterotoxinas.
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TABELA 25. Medidas descritivas da contagem (UFC/mL) de S. aureus nas

amostras de leite de tanque das propriedades estudadas segundo a
enterotoxina. Botucatu, 2010.
Medida Ocorréncia
Enterotoxina N valor p
descritiva Negativa Positiva
Valor minimo 0,0
Mediana 28,0
A Valor maximo 496000,0 - -
Média 3858,6
Desvio padrao 30348,2
Valor minimo 0,0 0,0
Mediana 31,0 10,0 p>0,05
B Valor maximo 496000,0 32000,0
Média 4021,8 1984,2
Desvio padrao 31583,6 6608,5
Valor minimo 0,0
Mediana 28,0
C Valor maximo 496000,0 - -
Média 3858,6
Desvio padréo 30348,2
Valor minimo 0,0 0,0
Mediana 31,0 10,0 p>0,05
D Valor maximo 496000,0 10000,0
Média 4035,7 1127,3
Desvio padrao 31103,9 2822,8

Na Tabela 26 pode-se verificar que as amostras de leite com altas

contagens de S. aureus (> 10* UFC/mL) ndo apresentaram enterotoxinas

possuiam pelo menos um dos genes codificadores.
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TABELA 26. Medidas descritivas da contagem (UFC/mL) de S. aureus
nas amostras de leite de tanque que possuiam potencial enterotoxigénico

sem expressao fenotipica. Botucatu, 2010.

Presenca do gene Medida descritiva  Sem deteccao fenotipica
Valor minimo 0
Mediana 36
sea Valor maximo 100000
Média 1789,0
Desvio padréao 9812,6
Valor minimo 0
Mediana 38
seb Valor maximo 129900
Média 3645,2
Desvio padrao 17701,0
Valor minimo 0
Mediana 30
sec Valor maximo 100000
Média 2797,0
Desvio padrao 12057,9
Valor minimo 0
Mediana 80
sed Valor maximo 1500
Média 526,7
Desvio padréao 843,9

No Quadro 5 séo apresentados os resultados da deteccdo genotipica e
fenotipica das enterotoxinas, nos diferentes momentos, bem como a contagem
de S. aureus e CBT (no més da coleta) das amostras de leite dos tanques das
propriedades com deteccdo das enterotoxinas.

Todas as amostras em que ocorreu a deteccdo fenotipica de
enterotoxinas houve a deteccdo genotipica de S. aureus. Por outro lado a sua
contagem variou de zero a 32.000 UFC/mL. Em 5 amostras a deteccdo
genotipica e fenotipica da enterotoxina B ocorreu concomitantemente e para a

enterotoxina D apenas uma amostra. A concentracdo das enterotoxinas B e D
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variaram de 1 a 5 ng/mL. A CBT no més de realizagcdo da coleta variou de

6.000 UFC/mL a 1.892.000 UFC/mL.

QUADRO 5. Associagao entre os resultados da deteccao de S. aureus com a

deteccdo genotipica e fenotipica das enterotoxinas. Botucatu, 2010.

S.aureus Enterotoxina B | EnterotoxinaD | CBT no
Propr.*| Col. | Mo | Cont RPLA RPLA mes da
: : ontagem | oo | pcR PCR coleta**
(UFC/mL) (ng/mL) (ng/mL) | (uFcimL)
19 1 25 72 + - 1 - 1 179.000
0 4296 + - 2,5 - 0
24 3 7 1399 + - 0 - 3 478.000
25 10000 + - 5 - 3
0 100 + - 5 - 0
29 1 6.000
25 10 + - 2,5 - 2,5
31 1 25 201 + - 1 - 1 152.000
0 0 + - - 0
2 7 0 + - 2,5 - 1 76.000
25 0 + - 2,5 - 1
35
0 0 + - 4 - 2,5
3 7 0 + - 5 + 5 113.000
25 0 + 3 - 1
0 600 + 2,5 - 2,5
1 7 0 + - 2,5 - 1 108.000
25 99 + - 3 - 0
37
0 20 + + 2,5 - 1
3 7 16 + - 4 - 2,5 271.000
25 0 + + 4 - 2,5
53 2 7 0 + - 2,5 - 0 1.826.000
2 0 0 + + 3 - 3 1.892.000
57 7 300 + - 3 - 0
3 120.000
25 0 + - 2 - 0
59 2 0 0 + - 1 - 1 201.000
3 0 8000 + - 0 - 2,5 46.000
60 3 25 32000 + - 5 - 0 25.000
61 1 0 1100 + - 0 - 1 344.000
63 3 0 1892 + - 2,5 - 0 322.000

* Propr. = propriedade, Col. = coleta, Mo = momento

** \/alor referente ao resultado da analise do més da coleta



66

D ISCUSSA0



67

6. DISCUSSAO

Este trabalho permitiu uma avaliagdo ampla da cadeia produtiva leiteira da
regido, considerando desde as caracteristicas dos produtores até a qualidade
do leite recebido no laticinio, aspecto fundamental para que se alcancem os
objetivos da IN 51.

O estudo do perfil dos produtores permitiu verificar que ha grande
diversidade entre as propriedades, tanto no tamanho do rebanho e volume de
producdo quanto no tipo de manejo. Ha propriedades pouco produtivas,
algumas com apenas trés animais em lactacdo e producao diaria de 10 litros,
um pouco mais de 3 litros/vaca. Outras apresentavam até 111 vacas em
lactacdo, com producao diaria de 3.632,8 litros, quase 33 litros/vaca. Para se
ter uma idéia, em 1995 a média da producao de leite por vaca em lactacdo em
Minas Gerais, 0 maior estado produtor do pais, era de 4,9 litros e subiu para
8,10 litros em 2005 (CARVALHO et al., 2007) e em algumas propriedades com
gado holandés a pasto no Rio Grande do Sul a producdo chega a 224
L/vaca/dia (FONTANELI, 2005).

Grande parte dos produtores da regido parece nao encarar a producao
leiteira como negdcio, e se mantem no setor por tradicdo familiar, com pouca
infra-estrutura, animais em numero reduzido e com genética inadequada,
pouco conhecimento de boas praticas de producao e falta de recursos, varias
dessas caracteristicas observadas na Zona da Mata de Minas Gerais (ZOCCAL
et al., 2004) e na regido de Jaboticabal-SP (LOPES, 2007). Este aspecto é
comum em outras regides do pais, e reforca a importancia da adogcdo de
programa de estimulo a producdo leiteira aos pequenos produtores, com
politicas publicas conforme ressaltado por Lopes (2007), visando melhorar a
cadeia produtiva de leite, aumentando a producéo e a rentabilidade, bem como
a qualidade do produto final oferecido para o consumo, atendendo as
exigéncias do mercado interno e externo.

Os valores da CCS e CBT oscilaram bastante, mesmo dentro da mesma
propriedade. Essas variagdes, muitas vezes, ultrapassaram o0s limites
determinados pelo MAPA, resultando em prejuizos para os produtores com o
descarte do leite e para a industria, demonstrando que estdo ocorrendo falhas

importantes na cadeia leiteira que devem ser detectadas e corrigidas. Isso ja foi
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observado por Nero et al. (2005) avaliando a qualidade do leite cru quanto a
CBT, em que 21,3% das amostras estavam acima do limite na regido de Vigosa
— MG, 56% na regido de Pelotas — RS, 47,6% na regido de Londrina — PR e
68% na regido de Botucatu — SP. Neste sentido sdo relevantes os aspectos de
educacdo sanitaria para os produtores de leite, independente do tipo e
tamanho do rebanho, pois o setor lacteo contribui de forma significativa para o
agronegocio no nosso pais. Em 2006 a Industria de Laticinio ocupou a 122
posicdo na geracao total de emprego, a frente de setores como construcéo
civil, téxtil, siderurgia, entre outros (MARTINS, 2006).

A CCS ainda néao representa grande problema para a maioria dos
produtores porque o gado nestas situacdes € normalmente mestico, com uma
producdo baixa, sendo mais resistente as mastites. Os animais de maior
producdo sdo mais susceptiveis as infeccdes mamarias e desta forma
apresentam tendéncia de contagens mais elevadas de células somaticas, bem
como CBT, pois ambos parametros se correlacionam com a ocorréncia de
mastites nos rebanhos, o que reflete na qualidade do leite produzido nas
propriedades.

O maior problema est4 na alta CBT, que também se relaciona a higiene
inadequada das instalacGes, dos animais, dos equipamentos e principalmente
durante o processo de ordenha. A higiene pré-ordenha é extremamente
importante para a obtencdo higiénica do leite, pois esta pratica ja elimina
grande quantidade de microrganismos que podem ser veiculados pelo leite
devido a contaminacao do produto.

Nero et al. (2005) estudaram a qualidade do leite cru de 210 propriedades
rurais localizadas em quatro importantes estados produtores de leite: Minas
Gerais (MG), Rio Grande do Sul (RS), Parana (PR) e S&o Paulo (SP). No
estado de SP foram pesquisadas 50 propriedades do municipio de Botucatu —
SP, e naquele momento 68% das propriedades apresentaram contagem de
aerdbios mesoéfilos acima de 10° UFC/mL, valor muito proximo do observado
no presente estudo (57,1%), realizado quatro anos apos.

Varios fatores sdo importantes para a melhoria da qualidade do leite. As
industrias em geral focaram seus esfor¢cos quando da implementacédo da IN 51
nos aspectos relativos ao resfriamento do produto e no seu transporte sob

baixas temperaturas, que interferem principalmente na taxa de multiplicacao
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bacteriana, que é um dos pilares determinantes da qualidade microbiolégica do
produto. Resta ainda direcionar as acdes para o segundo conjunto de fatores,
gue estao ligados a contaminacéao inicial do leite, oriunda da glandula mamaria,
exterior do Ubere, equipamentos e utensilios da ordenha e, finalmente, da
qualidade da agua utilizada em todo o processo (PINTO; IZIDORO, 2007).

O tanque comunitario estudado apresentou baixa CCS (< 300.000
células/mL), o que € esperado, visto que 0s produtores que levam o leite a
esse tanque tem também provavelmente um rebanho pouco produtivo, sem
producdo suficiente para instalacdo de tanque na propria propriedade. Por
outro lado, os valores da CBT se encontram acima do limite da IN 51 em duas
coletas o que indica possivel problema de higiene nas propriedades de origem
e no transporte. Essas contagens foram bem maiores que as encontradas por
Souza et al. (2009), que avaliaram um tanque comunitario que recebia o leite
de 9 propriedades, e obtiveram valores entre 2,1x10° e 3,3x10° UFC/mL. Eles
sugerem que essa boa qualidade do leite neste tanque comunitario esta
relacionada ao seu uso ser praticamente familiar, visto que apenas um dos
produtores nao fazia parte da familia, por haver uma relacao de confianca entre
eles pelos interesses comuns, e que as contagens de microrganismos
mesdfilos estavam baixas (<10° UFC/mL) pela proximidade existente entre o
tanque comunitario e as nove propriedades estudadas, fato que contribui para
a rapida entrega do leite de modo a controlar a multiplicacdo microbiana,
principalmente nos meses mais quentes do ano.

Algumas propriedades (14,71%) possuem tanque de imersdao. A mediana
da producéo de leite (L/vaca/dia) nas propriedades com tanque de imersao foi
significativamente menor em relacdo aquelas com tanque de expansao, o que
confirma a baixa produ¢édo dos produtores que mantém o sistema de imersao.
Para os produtores que nao tem condi¢cdes de adquirir tanque de expansao é
uma opg¢ao razoavel, mas é importante que gradativamente seja substituido,
pois a higienizacdo € mais dificil de ser realizada, ha pouco controle da
temperatura e a distribuicdo da refrigeracdo é irregular. Aléem disso, pode
ocorrer o tombamento do latdo dentro do tanque, com a entrada de agua suja
no leite, e consequente contaminagéo do produto.

Héa indicios do interesse dos produtores em tecnificar as propriedades.

Encontrou-se 55,88% que ja utilizam a ordenhadeira mecéanica. A producéo nas
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propriedades com ordenha mecéanica foi maior em relacdo aquelas com
ordenha manual e ordenha manual associada a mecanica, o que indica
possivelmente uma propriedade com mais recursos, com animais melhores e
manejo mais adequado. A mecanizacdo da ordenha pode ser positiva para o
manejo na propriedade, mas a manutencdo do equipamento e a higiene da
ordenha devem ser bem conduzidas, seguindo as boas praticas de producéo
(SANTOS, 2007), caso contrario traz muito mais problemas do que beneficios
para a propriedade, pois as teteiras e a tubulacdo serdo novos locais para o
acumulo de sujidades, residuos de leite e bactérias, o que favorece a
ocorréncia de mastites, pois a ordenha é o principal momento de transmissao
dos microrganismos (SMITH et al., 1998), bem como o aumento da CBT e
gueda na qualidade do leite (AMARAL et al., 2004).

Com a aplicacdo do questionario verificou-se que 23,53% dos produtores
nao realizam nenhum tipo de procedimento nos animais antes da ordenha. Em
contrapartida 17,65% desenvolvem a rotina de pré-ordenha com lavagem dos
tetos, pré-dipping, secagem dos tetos e pds-dipping, e ainda realizam a terapia
da vaca seca ao final da lactacdo, e 2,94% praticam essa rotina, exceto a
terapia da vaca seca. Os demais (55,88%) realizam somente algumas destas
praticas de forma irregular, ndo garantindo uma higiene adequada, e
consequentemente a obtencdo de um leite de menor qualidade microbioldgica.
A lavagem com agua corrente e a secagem dos tetos ja reduz o numero de
bactérias nos tetos, mas a reducdo somente € maior com a associacdo da
antissepsia (BRITO et al., 2000).

Essas informacdes reforcam a existéncia de falhas importantes de manejo
nas propriedades que ndo seguem as boas praticas de producdo quanto a
higiene de ordenha, a profilaxia e controle das mastites (SANTOS, 2007), que
qguando bem realizadas geram reflexos diretos na diminuicdo da contaminacéo
do leite, aspecto importante para a industria, garantindo melhor rendimento na
producéo dos derivados lacteos (SANTOS, 2003).

Quando se avaliou o item assisténcia técnica, 17,65% dos produtores
afirmaram nao receber nenhum tipo de assisténcia. Isso demonstra que uma
guantidade significativa dos produtores ndo busca auxilio de profissional
capacitado para o manejo sanitario do rebanho e melhoria na producédo. Ao

associar-se o tipo de assisténcia técnica com as variaveis producdo média de
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leite, CCS e CBT, observou-se diferenca significativa. As propriedades com
assisténcia privada e a associacdo desta com a comunitaria apresentaram
maior producdo e CCS mais baixa, o que sugere um rebanho melhor e mais
saudavel em funcéo da orientacao técnica recebida.

Na avaliagdo da CBT, os valores oscilaram bastante o que dificultou a
andlise. Foi possivel verificar que o valor maximo (9.999.999 UFC/mL) foi
atingido por uma propriedade sem nenhuma assisténcia técnica e o valor
minimo (4.000 UFC/mL) obtido em propriedade com assisténcia técnica
privada. Considerando-se as medianas, a menor CBT foi obtida em
propriedades com assisténcia técnica privada, seguida pelas propriedades com
assisténcia comunitaria, e sem assisténcia, mas sem diferenca significativa
entre elas. Obteve-se diferenca significativa entre a CBT em propriedade com
assisténcia privada e com assisténcia comunitaria e privada. Esses dados
demonstram a importancia da assisténcia técnica no controle da qualidade do
leite, mas que também depende da orientacdo adequada do produtor e da
continuidade da higiene adequada ao longo do tempo. A importancia da
assisténcia técnica e da extensao rural para os pequenos produtores tem sido
comprovada em um assentamento coletivo localizado no estado do Parana
com avanco rapido nas questbes de alimentacdo e manejo de ordenha
(SANTOS et al., 2009).

A cultura de amostras de leite de tanque é uma técnica util e importante
para se avaliar o rebanho com relacdo aos principais patégenos causadores de
mastite. S. aureus e Streptococcus agalactiae, se identificados em uma cultura
de amostra de leite de tanque, indicam problemas na higiene de ordenha e
infeccdo mamaria. As amostras de tanque sdo prontamente obtidas e podem
rapidamente e a baixo custo pesquisar grande numero de rebanhos para
bactérias causadoras de mastites, e ja foi comprovado que o teste tem a
capacidade de classificar corretamente os rebanhos de acordo com o status de
infeccdo (GODKIN; LESLIE, 1993).

Para a avaliacdo da qualidade do leite quanto a S. aureus indica-se o
isolamento e a contagem deste microrganismo com o uso do meio agar Baird
Parker, por permitir a recuperacdo de células injuriadas (SANTOS, 2008) e
como meio de cultura indicado pelo MAPA (BRASIL, 2003%). Entretanto, esse

meio no presente estudo ndo foi completamente seletivo, o que também foi
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observado por varios autores (ISIGIDI et al., 1989; OLLIS et al., 1995; DE
BUYSER et al., 1998; ZANGERL, 1999; SANTOS, 2008), permitindo o
iIsolamento de microrganimos ambientais presentes no leite como Bacillus spp.
e Enterococcus faecalis que dificultam a selecdo e contagem das colbnias
tipicas e atipicas, principalmente nas amostras previamente expostas a
temperaturas mais elevadas (OLLIS et al., 1995). O melhor tempo de
incubacédo para essa selecao foi 48 horas, no qual as colbnias de interesse se
tornavam mais evidentes em relacdo aos contaminantes.

Pelas consideracdes levantadas, 0 exame microbiolégico para deteccdo
de S. aureus ndo apresentou bom resultado, se mostrando negativo em varias
amostras (42,63%) consideradas positivas pela PCR. Godkin e Leslie (1993) e
Ollis et al. (2005) ja assinalavam a questdo da baixa sensibilidade e alta
especificidade quando para o isolamento desse agente em cultura simples de
leite de tanque, comparado com culturas individuais dos animais. Quanto a
PCR, varios autores tem indicado seu uso na detec¢do de S. aureus em cultura
pura, buscando encontrar marcadores cada vez mais especificos e de facil
execucdo para a identificacdo correta desta espécie (LIU et al.,, 2007; UL-
RIYAZ-UL-HASSAN et al.,, 2008), em leite e seus derivados (RIFFON et al.,
2001; CHOTAR et al., 2006). Essa atualizacdo de marcadores deve ser feita
constantemente, visto a variabilidade genética dentro da mesma espécie ao
longo do tempo. Para exemplificar, 0os primers Sa442-1 e Sa442-2
desenvolvidos por Martineau et al. (1998) S. aureus-especificos falharam em
confirmar um isolado clinico pela auséncia do fragmento Sa442 alvo dos
primers (KLAASSEN et al., 2003).

Com todas as caracteristicas da técnica levantadas e com os resultados
do presente estudo reforcam-se as vantagens da PCR na identificacdo de S.
aureus no tanque pela maior sensibilidade, poder de identificacdo e
especificidade, jA que o0 exame microbiolégico necessita de métodos
fenotipicos, incluindo testes bioquimicos que exigem a expressao das
caracteristicas. Straub et al. (1999) desenvolveram o0s primers S. aureus-
especificos Staur-4 e Staur-6 e confirmaram 100% de especificidade ao testa-
los com 9 cepas de S. aureus e 23 cepas de outras espécies do género
Staphylococcus. Kumar et al. (2009) com os mesmos primers obtiveram um

limite de deteccéo de 5,5x10* UFC/mL de leite inoculado experimentalmente.
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Outra alternativa que se tem buscado é a substituicdo dos métodos
cladssicos de identificagdo que sdo muito laboriosos e demorados, por varios
sistemas comerciais para a rapida identificacdo de estafilococos. Eles sao
baseados em rea¢des bioquimicas miniturizadas ou imunolégicas. Porém ainda
existem problemas como custo, tempo de resposta e mais importante, tanto
esses sistemas comerciais como 0os métodos classicos deixam grande numero
de isolados ainda incorretamente identificados ou néo identificados, e testes
suplementares séo frequentemente requeridos para a completa identificacéo, e
as técnicas moleculares sédo importantes opcdes (MENDOZA et al., 1998;
COUTO et al., 2001).

No presente estudo houve uma grande variabilidade de resultados
bioguimicos obtidos com os isolados de S. aureus. A hemdlise nao foi
visualizada em alguns dos isolados, o que indica a importancia de
caracterizarem-se também as estirpes ndo hemoliticas.

Somente a utilizacdo da fermentacdo de acuUcares nao foi suficiente, pois
alguns isolados ndo fermentaram um ou dois acucares. Por outro lado a
polimixina B que é indicada na diferenciacédo entre S. aureus e S. intermedius,
pelos resultados deste estudo, ndo pode ser considerada isoladamente, visto o
grande nimero de S. aureus sensivel a este antimicrobiano.

A producdo de acetoina foi utilizada em substituicdo a polimixina B.
Previamente a utilizacdo da prova de producdo de acetoina, testou-se a
producdo de [-galactosidase. Esse teste funcionou somente para
enterobactérias, apresentando resultado falso-positivo para as cepas padréo de
S. aureus, fato que foi relatado ao fabricante, e ainda estd em avaliagdo por
especialista na Inglaterra, onde é fabricado.

Desta forma, destacamos como importantes a utilizacdo da fermentagéao
de acUcares (trealose, maltose, manitol), a resisténcia a polimixina B e a
producdo de acetoina concomitantemente para classificacdo mais segura
desse grupo. Essa dificuldade em definir os melhores testes para a
classificacdo dos estafilococos coagulase positivos tem sido relatada. Diversos
autores sugerem 0 uso de agar P e agar Baird Parker suplementados com
acriflavina, a deteccdo da atividade da B-galactosidase (ROBERSON et al.,
1992; BRITO et al., 2002), a producdo de acetoina, a produgdo de acido a
partir da maltose e a atividade da hialuronidase (RAUS; LOVE, 1983;
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BASCOMB; MANAFI, 1998). Em todos esses trabalhos quando se analisavam
0s resultados em conjunto era possivel discriminar as espécies, porém na
analise individual de cada teste, sempre era verificada uma pequena
variabilidade em relacdo ao percentual de cepas de cada espécie com reacéo
positiva ou negativa. Essa variacdo nos resultados de testes bioquimicos é
causada pela acdo de fatores ambientais sobre a expressédo génica (FARBER
et al., 2001)

Por essa razdo, nos casos nao confirmados pelos métodos tradicionais,
pode se lancar mao de primers espécie-especificos, de acordo com o resultado
do presente estudo, como os primers Staur-4 e Staur-6 que facilitam e agilizam
a classificacdo, sem sofrer esse tipo de interferéncia.

Na andlise do leite dos tanques as contagens de S. aureus no MO
variaram de zero a 8 x 10°® UFC/mL, valores inferiores aos encontrados por
Aratjo et al. (1989). A incubacao do leite a 7°C por cinco horas ndo aumentou
a contagem de S. aureus, ao contrario da incubacgdo a 25°C por cinco horas,
apresentando aumento da contagem, com diferenca significativa (p<0,05),
sendo nesta temperatura que se atingiu contagens iguais ou superiores a 10*
UFC/mL. Além disso, houve aumento na deteccdo de S. aureus apos as
incubacbes. Isso ja era esperado jA que a temperatura com crescimento
minimo de S. aureus é 7°C (FRAZIER; WESTHOFF, 2000).

Esses dados indicam que a campo, a inadequada ou nao refrigeracao do
leite (que pode atingir temperaturas superiores a 25°C) favorece a multiplicacao
de S. aureus, aumentando o risco para 0os humanos pelo consumo deste
produto cru ou dos subprodutos lacteos.

Para o estudo de S. aureus direto do leite foi realizada a padronizacao da
PCR para S. aureus, apresentando baixo limiar de deteccdo, podendo ser
utiizada em amostras com pequena quantidade do microrganismo. Na
extragdo o maior cuidado deve ser com a adequada retirada da gordura do
leite, principal interferente desse tipo de matriz, e a completa lise das células
bacterianas.

N&o houve diferenca no total de amostras de leite positivas para S. aureus
pela PCR nos trés momentos, sendo apenas uma amostra negativa. A amostra
negativa no MO também foi negativa ao exame microbiolégico. Apos as

incubacbes, em M7 e M25, houve a deteccéo pela PCR e pelo microbioldgico
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pela quantidade de S. aureus atingir o limite de deteccdo destes dois testes. A
amostra positiva em MO e negativa em M7 e M25 pela PCR, foi negativa ao
microbiologico nos trés momentos. Provavelmente, S. aureus em MO estava
em baixa concentracado, suficiente apenas para a detecc¢éo pela PCR, e em M7
e M25 apresentou concentracdo inferior & necessaria para a detecgdo tanto
pela PCR quanto pelo microbiolégico.

Observa-se, portanto, a concordancia da PCR com o0 exame
microbiolégico nas amostras negativas. Nas amostras positivas a PCR nao
houve boa concordancia com o exame microbiologico, pois o segundo deixou
de detectar S. aureus em 176 (56,41%) amostras que a PCR detectou. Porém,
essa concordancia aumentou gradativamente ap0s as pré-incubacoes,
variando de 52,88 a 60,58%. A justificativa pode estar no fato do meio Baird
Parker ndo ser muito seletivo, como verificado neste estudo, e também pelos
valores de CBT, com grande contaminagdo nas amostras de leite, o que
dificultou e até impediu a visualizacdo de S. aureus em algumas situacoes.

Considerando-se o0s resultados de sensibilidade e especificidade
diagndstica dos testes, o fato do exame microbiologico ainda ser o padréo-ouro
na deteccdo de S. aureus e ainda conseguir detectar as células viaveis (a PCR
detecta células mortas também), sugere-se a utilizacdo da PCR para a
deteccdo de S. aureus em amostras de leite de tanque, para a triagem de
propriedades com vacas infectadas pelo agente, visto que a técnica tem um
baixo limiar de detec¢éo, € mais facil de ser executada em larga escala e mais
rapida, considerando-se todas as etapas para classificacdo bioguimica da
espécie. As propriedades com resultado positivo na PCR podem ter a avaliacédo
mais completa com o consequente isolamento do microrganismo pelo exame
microbiolégico tradicional, permitindo uma avaliagdo epidemiolégica
esclarecedora.

Quanto ao risco de transmissdo de Staphylococcus enterotoxigénicos,
realizou-se a padronizacdo da deteccdo dos genes das enterotoxinas
diretamente do leite, que apresentou um baixo limiar de deteccdo. Esse valor
foi inferior ao obtido por Johnson et al. (1991) que elaboraram os primers, e
encontraram um limite de 10 pg para sea, sec e sed e de 1 pg para seb. Isso
porque os parametros da amplificacdo foram modificados no presente estudo

para melhor adequacdo as condicbes do laboratorio. Essa deteccdo €



76

interessante para se analisar a distribuicdo desses genes no leite e nas
mastites (SILVA et al., 2005; BOEREMA et al.,, 2006). A PCR revelou uma
grande porcentagem de amostras de leite positivas, principalmente para o gene
sec (58,65%), seguido pelo gene sea (43,27%), seb (23,40%) e sed (1,28%).

Esses resultados concordam quanto aos genes encontrados, mas em
porcentagens superiores as encontradas por Silva et al. (2005) que detectaram
3,1% isolados de S. aureus provenientes de mastite bovina com gene sec e
6,3% com gene sea e seb.

Além da deteccdo genotipica das enterotoxinas, realizou-se a
padronizacdo da sua deteccdo fenotipica diretamente do leite. O leite de
tanque demonstrou ser uma matriz dificil de trabalhar na extracdo das
enterotoxinas por apresentar muitos interferentes, como por exemplo, alta
porcentagem de gordura e alta contaminagédo bacteriana, que redundam em
residuos ou metabdlitos que permanecem no sobrenadante e interferem com o
kit RPLA.

Houve a necessidade de utilizar o cloroformio para a retirada dessa
gordura interferente. Ainda ocorreram reacdes inespecificas em algumas
amostras, o que exigiu a diluicdo do sobrenadante.

Na literatura relata-se que o limite de deteccdo do RPLA é de 0,25 ng/mL
(ADESIYUN, 1994), mas foi possivel a detec¢édo de 0,1 ng/mL de enterotoxina
em amostras nao diluidas e neste estudo, com a dilui¢cdo, o limite de deteccéo
elevou-se para 1 ng/mL, um valor adequado considerando outros testes como
o OSP (Optimun-Sensitivity-Plate) que é capaz de detectar somente 0,5 pg/mL
(ROBBINS et al., 1994) e ELISA que detecta de 0,25 a 1 ng/g (BENNETT,
2005).

Os resultados mostraram que as amostras com maior contagem (> 10*
UFC/mL) de S. aureus apresentaram resultado negativo na deteccdo de
enterotoxinas. Segundo o0s relatos, a contagem de S. aureus necessaria para a
producdo de enterotoxinas é de 10* a 10° UFC/g (ANUNCIACAO et al.,1994;
PARK et al.,, 1994; AKHTAR et al.,, 1996). Esses resultados podem ser
explicados pela alta contagem de outros microrganismos que interferem no
crescimento de S. aureus, uma vez que esse microrganismo nao € bom
competidor, sendo provavelmente o motivo de ndo causar intoxicagao alimentar

em produto cru (BERGDOLL, 1990). Por outro lado, a baixa contagem de S.
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aureus nas amostras com producdo de enterotoxinas pode ser explicada pela
producdo de enterotoxinas por outras espécies de Staphylococcus néo
pesquisados. A comprovacao desta hipotese sdo os resultados do estudo de
Lamaita et al. (2005) que encontraram Staphylococcus em contagens entre
1,0x10° e 2,5x10° UFC/mL em leite cru e estes isolados foram
enterotoxigénicos para as enterotoxinas A, B, C e D, sendo 24,6% de
estafilococos coagulase positivos e 41,3% de estafilococos coagulase
negativos, ressaltando a importancia dos coagulase negativos nesse tipo de
alimento.

Além disso, houve a producdo de enterotoxinas em poucas amostras,
mesmo com uma alta prevaléncia dos genes codificadores das enterotoxinas
sea, seb e sec. Esse achado corrobora com Araujo et al. (1989) que
encontraram apenas um isolado de S. aureus enterotoxigénico produtor da
enterotoxina B em 100 amostras de leite cru estudadas.

O baixo indice de deteccdo de enterotoxinas nas amostras de leite pode
ser justificado por baixa producdo ndo sendo possivel a deteccdo pelos
métodos imunoldgicos (CUNHA et al.,, 2007) ou a ndo expressdo dos genes
que codificam as enterotoxinas, existindo alguns fatores do meio externo que
podem ser determinantes para a expressao desses genes.

Em primeiro lugar a presenca de contaminantes competidores por
nutrientes e produtores de metabdlitos, como Bacillus sp., impede a
multiplicacdo de S. aureus ocorrendo pouca ou nenhuma producdo de
enterotoxinas, conforme observado por Cunha (1992) em que houve a
influéncia de Bacillus sp. e Pseudomonas aeruginosa sobre o S. aureus
inoculados em leite bovino principalmente quando mantidos a 20°C.

Outro fato a ser considerado séo os fatores intrinsecos do leite como o
sistema lactoperoxidase, largamente conhecido como um sistema
antimicrobiano natural presente no leite cru. Trés componentes Ssao
necessarios para ativa-lo: a enzima lactoperoxidase, tiocianato e peréxido de
hidrogénio. A enzima é abundante no leite cru, entretanto o tiocianato e o
peréxido de hidrogénio estdo presentes em baixas concentracdes. Quando
ativada, a lactoperoxidase cataliza a oxidacdo do tiocianato pelo peroxido de
hidrogénio gerando produtos de oxidagdo de vida curta, dos quais 0 anion

hipotiocianito e acido hipotiocianoso exibem atividade antibacteriana
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(DAJANTA et al., 2008). Carmo et al. (2009) em experimento com leite
contaminado com linhagens de S. aureus enterotoxigénicas evidenciaram a
presenca de mecanismos naturais capazes de inibir a producdo de
enterotoxinas pelos estafilococos.

O tempo de 5 horas e a temperatura de 25°C ao qual o leite foi exposto
pode ndo ter sido suficiente para um grande estimulo & producdo de
enterotoxinas. Embora S. aureus possa produzir enterotoxinas a partir de 25°C,
a temperatura 6tima € de 35 a 37°C (FRAZIER; WESTHOFF, 2000; CARMO,
2001). Cunha (1992) detectou a producéo de enterotoxinas em leite inoculado
com S. aureus somente apds 5 dias de incubacédo sob 20°C. A producéo de
enterotoxinas depende das condi¢cdes de crescimento (CUNHA et al. 2007).
Entretanto, Anunciacao et al. (1994) conseguiram a producédo de enterotoxina A
em queijo branco fabricado com leite pasteurizado inoculado
experimentalmente com Staphylococcus aureus na concentracdo de 10*
UFC/mL que tinha sido mantido a 27°C por 5 horas. Fujikawa e Morozumi
(2006) inocularam S. aureus em leite esterilizado para avaliar a dinamica do
crescimento e a produgcdo de enterotoxina A e elaborar um modelo de
multiplicacdo bacteriana que pudesse prever surtos de intoxicagdo como o
relatado por Asao et al. (2003). A producao de enterotoxina foi linear a partir da
contagem de 10%° UFC/mL e sob temperatura de 14 a 32°C.

O pH do meio também atua diretamente na producdo das enterotoxinas,
que € 6tima em pH neutro e decresce em pH acido. A presenca da glicose e a
queda do pH podem interferir com a expressdo dos genes agr envolvidos na
regulacdo da producéo de toxinas (CALSOLARI, 2006).

Outro fator que merece reflexdo, além da influéncia do meio, sdo os
sistemas regulatérios presentes nos microrganismos que podem afetar
diretamente a producédo de toxinas. A presenca do gene nao significa a
expressdo do mesmo, mas também nédo exclui a possibilidade de producéo de
toxinas em determinado momento, seja in vivo ou em meios de cultura com
condi¢bes otimas (CALSOLARI, 2006).

Cunha et al. (2007) avaliaram o potencial toxigénico de cepas de
Staphylococcus aureus isolados de pacientes pela PCR e pelo método de
RPLA e detectaram 56 amostras com genes para as enterotoxinas A, B, C e D,

mas apenas 46 (82,1%) foram detectadas como produtoras pelo RPLA.
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Por outro lado, no presente estudo, existiram amostras que foram
positivas para a deteccdo de enterotoxina e ndo apresentaram 0 gene
codificador correspondente a ela. Isso ocorre pelos métodos imunolégicos
poderem fornecer resultados falso-positivos por reacdes cruzadas entre
antigenos, como a que ocorre entre SEB e SEC' (SPERO et al., 1978) e entre
0s anticorpos monoclonais da enterotoxina A com as enterotoxinas B, C*, D e E
(EDWIN et al., 1986), e pela ocorréncia de reacdes inespecificas (TSEN;
CHEN, 1992; CUNHA et al., 2007). As reacdes inespecificas por estes métodos
sao relatadas por diversos autores, que sugerem diferentes protocolos para a
diminuicdo de sua ocorréncia (PARK et al.,, 1992; PEREIRA et al.,, 1997;
MEYRAND et al., 1999). Cunha (1992), estudando os interferentes na deteccéo
de enterotoxinas pela técnica de RPLA, observou reacdes inespecificas em
amostras de leite que apresentavam simultaneamente adicdo de acucar
(sacarose a partir de 30%) e atividade microbiana (leite deteriorado ou
inoculado com Bacillus cereus), sugerindo a interferéncia de metabdlitos
microbianos. Além disso, a intensidade de reacdo inespecifica em leite
naturalmente deteriorado diferiu da que ocorreu no leite inoculado, indicando
que o tipo de atividade microbiana resultaria em diferentes interferéncias.

Ainda € necesséario o desenvolvimento de meétodos mais sensiveis e
especificos que o RPLA para a utilizacdo em alimentos como o leite, e que néao
sofram a interferéncia de grande numero de substancias existentes em
alimentos.

Comprova-se, portanto, a importancia do leite como fonte de linhagens
com potencial enterotoxigénico, que sob condi¢des ideais (tempo/temperatura,
alta contagem de bactérias, baixa quantidade de microbiota competidora)
poderdo produzir enterotoxinas estafilocécicas em quantidade suficiente para
causar quadros de intoxicacdo alimentar. Assim, outros trabalhos devem ser
conduzidos em amostras de leite de tanque para avaliar o papel de outros
estafilococos coagulase positivos e até mesmo estafilococos coagulase

negativos como risco para a saude publica pela producéo de enterotoxinas.
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7. CONCLUSAO

1. Os produtores da regido estudada sdo pequenos a médios produtores,
com potencial para aumentar a producdo e melhorar a qualidade do
leite, pois ja refrigeram o produto e apresentam algum grau de
tecnificacdo. A qualidade do produto ainda é precéria, ha o risco de
transmissdo de Staphylococcus enterotoxigénicos e das enterotoxinas
para os humanos, com a possibilidade de ocorréncia de intoxicacoes

alimentares;

2. Foi possivel padronizar e comprovar a sensibilidade e especificidade da
PCR na deteccao de S. aureus em amostras de leite de tanque, capaz
de detectar 1 pg/uL de DNA, podendo ser utilizada como método de

triagem em propriedades para o diagnéstico do agente;

3. Foi possivel padronizar e comprovar a sensibilidade da PCR na
deteccdo dos genes codificadores das enterotoxinas sea, seb, sec e sed
em amostras de leite de tanque, capaz de detectar 100 fg/uL de DNA,
constituindo-se em procedimento efetivo para a avaliacdo do risco de
transmissdo de Staphylococcus enterotoxigénicos pelo leite, mesmo

quando ndo ha a deteccao das enterotoxinas;

4. A PCR para S. aureus € uma metodologia adicional na classificacao de
isolados que ndo apresentam perfil bioquimico classico, além de ser

mais rapida e de facil execucédo em relacdo aos métodos tradicionais;

5. Foi possivel padronizar a deteccdo e quantificacdo das enterotoxinas
estafilococicas diretamente do leite, demonstrando que o RPLA
apresentou excelente sensibilidade (1 ng/pL), mas como todo teste
imunologico, deve-se atentar para a ocorréncia de reacoes

inespecificas;

6. No estudo dos riscos do leite como via de transmissdo de

7

Staphylococcus enterotoxigénicos € importante associar métodos
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moleculares e fenotipicos para melhor avaliacdo quanto as reacgfes
inespecificas e a producdo de enterotoxinas em quantidades inferiores

ao limite de deteccao dos testes classicos microbiologicos.
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Abstract
Staphylococcus aureus is one of the main agents of mastitis and has
importance in public health for producing enterotoxins which causes food

poisoning. Its detection by traditional microbiological methods in bulk tank milk
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can be difficult in microorganism low counts, with contaminant growth that
makes colonies visualization hard on Baird Parker agar and the presence of S.
aureus with atypical biochemical profile. The study aim was to standardize and
to compare S. aureus detection directly from bulk tank milk by PCR and
traditional microbiological methods. We studied 104 fresh milk samples
originating from 35 dairy farms and after 5-hour storage at 7 °C and 25 °C,
concurrently, totalizing 312 samples. Cultivation on Baird Parker agar and the
molecular diagnosis using specie-specific S. aureus primers were carried out.
PCR demonstrated sensitivity of 0.5 CFU/mL, detecting 99.04% of positive
samples that presented microbiological exam counts ranging from zero to
496000 CFU/mL. Microbiological exam presented S. aureus growth only in
56.41% of samples. Between the results of PCR and microbiological exam the
concordance was 52.88% in fresh samples, 58.65% after storage at 7 °C and
60.58% after storage at 25 °C. PCR proved to be more sensitive than traditional
microbiological exam and it can be used to the diagnosis and screening of S.

aureus in dairy farms.

Keywords: bulk tank milk, dairy herd, microbiology, milk, PCR, Staphylococcus

aureus

1. Introduction
Staphylococcus aureus is one of the main agents of mastitis and has
importance in public health for producing enterotoxins which causes food

poisoning (Asao et al., 2003; Sabour et al., 2004).
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For the diagnosis of this microorganism in dairy herds it is interesting to
use tests that are able to detect it in bulk tank milk. The culture of bulk tank milk
samples is a useful technique for screening the main mastitis pathogens on
herds. Staphylococcus aureus and Streptococcus agalactiae, if identified on a
culture of bulk tank milk sample, certainly indicate udder infection. These
samples are readily obtained, can quickly and inexpensively screen a large
number of herds, yet the performance of the test to classify the herds correctly
according their infection status (Godkin and Leslie, 1993). However, it is a
technique with low sensitivity and high specificity.

On the other hand, PCR is a viable alternative to traditional
microbiological methods for the microbiological diagnosis due to higher speed,
excellent sensitivity and specificity and its automation potential (Silva and

Granda, 2004).

2. Material and methods
A total of 104 samples of 250 mL of bulk tank milk from 35 dairy farms,
selected previously for having infected cows with S. aureus, were collected.
These farms were visited three times, exception for one of them. The S. aureus
detection by PCR and microbiological exam were carried out, concurrently.
These samples were analyzed in three moments (M), fresh (MO) and after 5-

hour storage at 7 °C (M7) and 25 °C (M25), totalizing 312 samples studied.

2.1. Study of S. aureus by traditional microbiological exam
The traditional exam was carried out on Baird Parker agar with

distribution of 100 pL of pure milk and its dilutions in saline solution (0.85%) at
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10, 10 and 10°. The colonies confirmation as S. aureus was carried out with
evaluation of morphological aspects, Gram stain, catalase test, tube coagulase
test, fermentation of trehalose, maltose and mannitol, polymyxin B (300 Ul)
resistance and acetoin production (Winn et al., 2006). The count was calculated

by using the criterions described by Silva et al. (1997).

2.2. DNA extraction

The extraction was carried out with blood extraction kit (lllustra Blood
GenomicPrep Mini Spin®, GE Healthcare) with some modifications on initial
steps: on one 1.5 mL microtube, 900 pL of milk sample was added, spinning at
14.000 g for 2 minutes, sobrenadant was eliminated by inversion keeping the
pellet, fat was removed from the tube wall with sterile swab (individual), 40 pL of
lysozyme buffer was added, mixing immediately in vortex, 10 pL of lysozyme
(10 mg/mL) was added and mixed in vortex, incubating at room temperature for
15 minutes with intermittent vortexing, 10 pL of proteinase K (20 mg/mL) was
added, mixing in vortex, incubating at 56 °C from 15 minutes to 30 minutes, with
intermittent vortexing, up to pellet dissolution. From this step on, the instructions
to use the kit were followed until item “blood cell lysis”. Elution was proceeded

with 100 ul of Elution Buffer at 70 °C.

2.3. Polymerase chain reaction
Amplifications were performed in 0.5 mL microtube containing 23 pl of a
mix composed of PCR buffer 1x (20 mM Tris-HCI, pH 8.4; 50 mM KCI), 5 pmol
of each primer, 1.25U of Platinum® Taq DNA polymerase, 200 uM of dNTP and

0.75 mM of MgCl,, added of 3 ul of DNA.
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Primers Staur4 (5-ACGGAGTTACAAAGGACGAC-3) and Staur6 (5-
AGCTCAGCCTTAACGAGTAC-3) to S. aureus detection were chosen according
to Straub et al. (1999) results and they amplify a conserved fragment of 1250 pb
from ribosomal DNA.

Thermocycler parameters were initial denaturation at 94 °C for 4 minutes,
denaturation at 94 °C for 45 seconds, annealing at 64 °C for 1 minute and
extension at 72 °C for 2 minutes for 35 cycles. A final extension was realized at
72 °C for 10 minutes (Kumar, 2009).

Agarose gel 2% was prepared on TBE buffer 1,0x added of SYBER®
Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®) in concentration of 1pl in 10 mL of gel. We
used 15 pl of amplicon and 2 ul of ladder 100pb (GE®). For each sample 2 ul of
loading buffer were added. Electrophoretic run was carried out in a cube

containing TBE buffer 0.5 at 110V. Gel was captured on UV transillumination.

3. Results

PCR presented detection limit of 1 pg/ul of DNA and 0.5 CFU/mL of milk,
being positive in 309 (99.04%) samples while microbiological exam was able to
detect only 176 (56.41%) samples of milk. The three negative samples on PCR
were also negative on microbiological exam. There was concordance between
PCR and microbiological exam in 57.37% of samples (Table 1).

Evaluating the results of the tests in the three moments we verify that
there were not changes on PCR results, but there was an increase in the
number of samples with growth on microbiological exam. Concordance was

52.88% at MO, 58.65% at M7 and 60.58% at M25 (Table 2).
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The three negative samples on S. aureus PCR were also negative on
microbiological exam. PCR detected S. aureus in milk samples with counts of
this microorganism ranging from zero to 496000 CFU/mL (Table 3).

The incubation, mainly at 25 °C, favored growth of contaminant bacteria and

complicated typical and atypical colonies visualization (Figure 1).

4. Discussion

Traditional microbiological exam is important to S. aureus study in bulk tank
milk samples because it is the gold-standard and is able to evaluate the cells
viability and to permit individual characterization of isolates. The culture medium
indicated to isolation and count is Baird Parker agar because it permits the
recovery of injured cells (Marshall, 1992) and is the recommended medium for
Brazilian governmental agencies (Brasil, 2003). However, in the present study
this medium was not completely selective, which was observed by several
authors (Isigidi et al., 1989; Ollis et al., 1995; De Buyser et al., 1998; Zangerl,
1999; Santos, 2008), permitting growth of environmental microorganisms
present in milk such as Bacillus spp. and Enterococcus faecalis, which
complicates the typical and atypical colonies selection and count, mainly in
samples previously exposed to elevated temperatures (Ollis et al., 1995).

On the basis of the above consideration, the microbiological exam to S.
aureus detection did not present a good result, being negative in several
samples (42.63%), which were considered positives on PCR. Godkin and Leslie
(1993) and Ollis et al. (2005) discussed this question of low sensitivity and high
specificity with the isolation of this agent in simple culture of bulk tank milk when

compared to individual cultures of the animals.
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PCR proved to be a sensitive and specific technique, of easy
performance, which was observed by various authors who search to find even
more specific markers to correctly identify this species as in pure culture (Liu et
al., 2007; Ul-Hassan et al., 2008) as in milk and dairy products (Riffon et al.,
2001; Chotar et al., 2006). This markers actualization must be done constantly,
considering the genetic variability within the same species as time passes. To
exemplify, primers Sa442-1 and Sa442-2 S. aureus-specific developed by
Martineau et al. (1998) failed to confirm a clinical isolate for the absence of
Sa442 fragment, target of the primers (Klaassen et al., 2003).

Considering all the techniques’ characteristics and results of the present
study the advantages of PCR on S. aureus identification is reinforced, since the
microbiological exam needs phenotypic methods, including biochemical tests
that demand expression of characteristics. Straub et al. (1999) developed
primers S. aureus-specifics Staur-4 and Staur-6 and confirmed 100% of
specificity by testing with 9 strains of S. aureus and 23 strains of other
Staphylococcus genus species. Kumar et al. (2009) with these same primers
obtained detection limit of 5,5x10* CFU/mL of milk inoculated experimentally.

On detection of Staphylococcus aureus directly from milk the PCR
standardization presented lower detection limit when compared to other authors
(Kumar et al.,, 2009), and it can be used in samples with low quantity of
microorganism.

In the three moments there was no difference in total of milk samples
positive to S. aureus by PCR, with only one negative sample at each moment.
The negative sample at MO was also negative on microbiological exam. After

incubation, at M7 and M25, there was detection by PCR and microbiological



172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

106

test because the quantity of S. aureus reached the detection limit of these tests.
The positive sample at MO and negative at M7 and M25 by PCR was negative
on microbiological exam in the three moments. S. aureus at MO was probably in
low quantity, enough to be detected only by PCR, and at M7 e M25 it was in
inferior quantity necessary to detection by PCR and microbiological exam.

We observe, therefore, the concordance between PCR and
microbiological exam in negative samples. In positive samples by PCR there
was not good concordance with microbiological exam, because the second one
did not detect S. aureus in 176 (56.41%) samples in which PCR did detect it.
However, with the milk incubation the concordance between tests increased
gradually, ranging from 52.88 to 60.58%. The justification can be that agar Baird
Parker is not completely selective, which was verified in this study, and for high
TBC values (data not shown) indicating elevated contamination in milk samples,
which made the visualization of S. aureus difficult or impossible in some
situations.

PCR use is recommended to detection of S. aureus in bulk tank milk for
the selection of dairy farms with infected cows. Farms with positive results by
PCR can have a more complete evaluation and subsequent microorganism
isolation by traditional microbiological exam, permitting an epidemiological

survey more detailed.

5. Conclusion
The standardization proved the sensitivity and specificity of PCR to S.
aureus detection in bulk tank milk. This technique is able to detect 1 pg/uL of

DNA or 0.5 UFC/mL of milk and can be used for screening the agent on farms.
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Table 1. Distribution of microbiological exam and PCR results to S. aureus.

Botucatu, 2010.

Microbiological exam

PCR Total (%)
No growth (%) Growth (%)
Negative 3(0,96) 0 (0,00) 3(0,96)
Positive 133 (42,63) 176 (56,41) 309 (99,04)
Total 136 (43,59) 176 (56,41) 312 (100)

Table 2. Distribution of microbiological exam and PCR results to S. aureus

according the evaluation moment. Botucatu, 2010.

Microbiological exam

Moment PCR Total (%)
No growth (%) Growth (%)
Negative 1 (0,96) 0 (0,00) 1 (0,96)
MO
Positive 49 (47,12) 54 (51,92) 103 (99,04)
Negative 1 (0,96) 0 (0,00) 1 (0,96)
M7
Positive 43 (41,35) 60 (57,69) 103 (99,04)
Negative 1 (0,96) 0 (0,00) 1 (0,96)
M25
Positive 41 (39,42) 62 (59,62) 103 (99,04)
Total 136 (43,59) 176 (56,41) 312 (100,00)

MO = fresh; M7 = after 5-hour storage at 7°C; M25 = after 5-hour storage at 25°C
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Table 3. Descriptive measures of S. aureus count (CFU/mL)

according to PCR. Botucatu, 2010.

Descriptive PCR
measure Negative (3) Positive (309)
Minimum value 0,0 0,0
Median 0,0 30,0
Maximum value 0,0 496000,0
Mean 0,0 3896,0
Standard deviation 0,0 30493,2
[llustration

Figure 1. Growth dinamic of bacteria of pure milk sample (10° on agar Baird

Parker fresh (Oh) and after 5-hour storage at 4°C and 25°C.
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