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A sensagdo mais bela e mais profunda que podemos ter é a
sensagdo do mistico. I a precursora da verdadeira ciéncia. A quele
para quem esta emogdo ¢é desconhecida, esta praticamente morto.

A convic¢ao profundamente emocional, da presenca de um poder
de raciocinio superior, que se revela no universo incompreensivel,
representa minha idéia de Deus.

Albert Einstein

Se fizeres o teu ouvido atento a sabedoria ¢ inclinares teu coragdo
ao entendimento,

Se clamares por conhecimento e por inteligéncia algares a tua voz;
Se como a prata a buscares e como a tesouros escondidos a
procurares;

Entdo entenderas o temor do Senhor ¢ achardas o conhecimento de
Deus.
Porgque o Senhor da a sabedoria, da sua boca é que vem o
conhecimento ¢ o entendimento.
Ele reserva a verdadeira sabedoria para os retos, como escudo
para os que caminham na sinceridade.
Entao entenderas a justica, a eqiiidade e todas as boas veredas.

Salomado (Pr. 2:2)
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RESUMO

Staphylococcus aureus produz uma larga variedade de fatores de
viruléncia, que sao relacionados a sua patogenicidade, além de
oferecer grande resisténcia aos antimicrobianos existentes. Este
microorganismo participa como agente infeccioso em importantes
doencas, dentre elas a mastite. Neste trabalho foram identificados e
testados 127 biotipos isolados de amostras de leite bovino, quanto a
atividade enzimatica: produgao de coagulase e termonuclease; a
toxigenicidade: produgdo de hemolisinas alfa, beta e delta:
enterotoxinas (SE’s) A-D e toxina 1 da sindrome do choque toxico
(TSST-1); além de testar a susceptibilidade in vitro frente a varios
antimicrobianos. Todas as amostras testadas apresentaram reagio
positiva para coagulase e termonuclease (100%) pelo teste em tubo
¢ difusdio metacromatica respectivamente. As  amostras
apresentaram um alto indice de toxigenicidade, 86,6% delas
apresentaram algum tipo de hemolise (a, 3, a/B), em placas de agar
sangue ovino;, 42,5% produziram algum tipo de SE e 47.2%
produziram TSST-1, detectadas pelo método de imunodifusio
(OSP). Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos, pelo
método de difusdo em discos, revelaram sensibilidade a cefotaxima
(100%), enrofloxacina (98,4%) e gentamicina (98,4%). Por outro
lado, verificou-se resisténcia a polimixina-B (72.3%). penicilina
(64.9%) e ampicilina (62,7%).

Palavras chave: Staphylococcus aureus. toxinas. susceptibilidade a
antimicrobianos, leite bovino.




1 INTRODUCAO

O Brasil produz em torno de 20 milhdes de toneladas de leite ao
ano com um plantel de aproximadamente 20 milhdes de vacas,
contrastando com paises desenvolvidos como os EUA, que
produzem em torno de 70 milhdes de toneladas, com apenas 10
milhdes de vacas. Além desta baixa produtividade, mesmo quando
comparada com outros paises da America Latina, existe ainda a
baixa qualidade deste leite, devido as formas antiquadas de
produgao e a falta de controle rigido de qualidade pelas industrias.
A mastite aparece como a principal doenga responsavel pela queda
na produtividade e na qualidade do leite em todo 0 mundo.

Nos paises desenvolvidos ndo € raro o relato de intoxicagdes
causadas pela ingestdo de leite e derivados, contaminados por
alguma enterotoxina estafilococica (Bergdoll, 1989; Wieneke et al.,
1993). No Brasil ja foram registrados 593.212 casos de intoxicagao
alimentar no periodo de 1984-1997 (Brasil, 1998), porém sem
especificar as enterotoxinas, os microorganismos ou fontes
envolvidas. Em geral, € considerado arriscado, beber leite
pasteurizado no Brasil (Bergdoll, 1989). Por outro lado, sdo poucos
os trabalhos sobre caracterizagdo da produgdo de enterotoxinas de
amostras de Staphylococcus aureus isoladas de leite bovino. Além
disto nao se tem ainda um levantamento criterioso e representativo
da frequéncia de amostras enterotoxigénicas.

O controle das mastites, feito através de antibioticoterapia, nas
vacas em lactagdo, pode também ser considerado como um dos
problemas em saude coletiva do pais e é ainda relegado pelas
autoridades e por grande parte da propria industria de laticinios.
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Os produtores langam mao de tratamento com antibioticos em seus
animais, na maioria das vezes sem nenhum acompanhamento ou
critério técnico, com grande chance de insucesso e de
perpetuamento do problema, na manuten¢ao das mastites, no
tratamento indiscriminado com antibioticos e no consumo de
produtos lacteos com residuos destas drogas, por parte da
populagao.

O objetivo deste trabalho foi identificar alguns fatores de viruléncia
como a produgdo de exotoxinas e algumas enzimas, além de testar
a susceptibilidade frente a varios antimicrobianos, de 127 amostras
de Staphylococcus aureus isoladas de leite bovino, oriundo de 23
municipios do Estado de Minas Gerais.
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2 LITERATURA CONSULTADA
2.1- Caracterizagdo do agente

Staphylococcus aureus sio cocos gram-positivos com 0,5-1 um de
diametro, anaerobios facultativos, ndao esporulados, imoveis,
catalase, coagulase e termonuclease positivos (Kloos & Lambe Jr,
1991). Estas bacterias, habitantes naturais da pele e mucosas de
mamiferos, sdo causadoras de varias doengas no homem e nos
animais. No homem, §. aureus esta relacionado as infecgdes
cutaneas e de mucosas, infecgdes septicémicas que geralmente
estdo associadas a infecgdes viscerais ou Osseas (Anderson, 1983),
além de ser a causa mais comum de intoxicagdes alimentares, pela
presenca de suas enterotoxinas em alimentos. (Bergdoll, 1996;
Ichikawa et al., 1996). Sendo também freqiilente em infecgdes
hospitalares (Lee, 1996). Nos animais domésticos, além das
doengas descritas para o homem, S. aureus esta principalmente
envolvido em infecgdes intramamarias (IMI) de fémeas em
lactagdo (Anderson, 1983; Owens et al., 1993).

2.2- Importdncia das mastites

A mastite ¢ a doenga mais importante dos rebanhos leiteiros em
todo o mundo (Owens et al., 1993), responsavel por grandes perdas
na produgdo, acarretando sérios prejuizos aos produtores e a toda
economia de um estado ou pais. Estimativas de perdas apenas em
producdo de leite nos EUA sdo de aproximadamente dois bilhdes
de dolares ao ano (Well & Ott, 1996). As perdas na produgio de
leite alcangam de 03 a 46% do total da produgdo, de acordo com
grau de intensidade do processo inflamatorio e o estagio de
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lactagao no qual a infecgdo ocorre (Anderson, 1983). Além disso,
as perdas na produgao chegam a 70% do total dos custos com a
mastite, onde também se incluem os gastos com antibioticos,
descarte de leite, descarte prematuro de animais, trabalho extra,
reposi¢ao de animais e o decréscimo na qualidade do leite,
causando sensiveis mudangas em sua composi¢do, afetando as
propriedades de processamento e a qualidade dos produtos lacteos.
As mastites causam decréscimo de gordura, proteina, lactose,
calcio e magnésio, provocam aumento de acidos graxos livres,
contribuindo para rancificagdo do leite e seus produtos. O leite
proveniente de mastite possui estabilidade ao calor e propriedade
na manufatura de queijos alteradas (Munro et al., 1984). Por outro
lado, a presenga de S. auwreus e suas toxinas no leite usado pelas
industrias e laticinios representa sério problema em saude publica
(Dorella Filho, 1982; Bergdoll, 1989, Ichikawa et al, 1996).

2.3- Comportamento do patogeno frente a antimicrobianos

Alem de ser o principal patogeno envolvido em mastites, S. aureus
produz infec¢des de dificil tratamento atraves da antibioticoterapia.
A media de insucesso nas terapias varia de 03 a 92% durante a
lactagdo (Owens et al, 1997). Consequentemente, o descarte de
vacas infectadas que ndo respondem aos tratamentos, € ainda
considerado o meio mais efetivo de reduzir o nivel de infecgdo de
mastites por S. aurcus em um rebanho. No entanto esta opgao nao €
prontamente aceita por alguns fazendeiros, por isto o tratamento
com antimicrobianos, continua sendo utilizado como uma das
principais estratégias de controle da doenga. A pobre resposta das
mastites por S. awreus a antibioticoterapia tem sido foco de larga
variedade de estudos no esfor¢o de determinar os fatores
responsaveis por falhas na terapia, de modo que os tratamentos
sejam mais efetivos no futuro. Uma série de interagdes entre o
patogeno e o hospedeiro tém sido identificados como fatores que
influenciam negativamente no sucesso da terapia. Dentre eles pode-
se incluir a baixa penetragido da droga no tecido infectado (Owens
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et al., 1993), a localizagao intracelular da bactéria, inclusive em
leucocitos (Craven & Anderson, 1984), inatividade metabdlica da
bactéria (Eng et al., 1991), atividade reduzida do antibidtico no
leite (Louhi et al., 1992) e a propria resisténcia bacteriana frente
aos antibioticos (Myllys et al., 1992). Recentemente, Ali-Vehmas
et al. (1997) assinalaram que a unido desta bactéria aos globulos de
gordura seria mais um fator negativo a influenciar nos resultados da
antibioterapia. Por outro lado, a agdo dos antimicrobianos
envolvem mecanismos especificos. Assim, o0s antibioticos
B-lactamicos, tais como as penicilinas e cefalosporinas, inibem a
sintese da parede celular ao inibir a polimerizagio do
peptidoglicano, enquanto que a vancomicina combina com o0s
substratos da parede celular. As polimixinas rompem a membrana
plasmatica, causando perda de material do citoplasma bacteriano,
enquanto as quinolonas se unem ao complexo do DNA e DNA
girase, bloqueando a replicagio do DNA. As nitroimidazoles
produzem danos ao DNA; ja a rifampicina bloqueia a sintese do
RNA inibindo a a¢dao da RNA polimerase. Os aminoglicosideos,
tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina e clindamicina, interferem
com as fungdes dos ribossomos; sulfonamidas e trimetropim
bloqueiam a sintese do acido folico, necessaria para a replicac¢do do
DNA. Fatores de resisténcia por parte das bactérias podem ser
codificados em plasmideos e cromossomos. A resisténcia pode
envolver um decréscimo na entrada da droga, alteragdes de
receptores para as drogas ou inativagio metabolica das mesmas.
Dentre estes mecanismos, o mais comum € a produ¢do da enzima
B-lactamase mediada por plasmideos. Os antibioticos B-lactamicos,
como a penicilina e as cefalosporinas, sdo fregiientemente
utilizados para o tratamento das IMI e um dos mecanismos de
resisténcia desenvolvidos pelo S. aureus € a produgdo da enzima [3-
lactamase. Segundo Jones & Heath (1985), 66,1% das amostras de
S. aureus isoladas de mastite bovina foram positivas para a
produgdo da P-lactamase, indicando serem as mesmas resistentes
aos antibioticos B-lactamicos. Apesar disso, Owens & Watts (1988)
reportaram que apenas 7% das amostras de S. aureus isoladas de
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IMI foram resistentes a penicilina, muito embora fossem todas
produtores da [}-lactamase. Estudos sobre a susceptibilidade de
S. aureus envolvidos em IMI foram realizados em diversos paises.
Swartz et al. (1984) trabalhando com 93 sorotipos de S. aureus e 13
antimicrobianos diferentes na Africa do Sul. encontraram uma alta
sensibilidade das amostras frente aos antimicrobianos trabalhados.
As amostras apresentaram 100% de susceptibilidade para
cefalotina, meticilina e novobiocina, 99% para cloranfenicol,
clindamicina. lincomicina, neomicina e oleandomicina; os piores
resultados foram com ampicilina e penicilina G, de 68% e 67%
respectivamente. Por outro lado, Mackie et al. (1988) trabalhando
com 800 amostras de S. aureus e oito antimicrobianos diferentes,
durante um periodo de quatro anos na Irlanda, encontraram uma
sensibilidade de 100% destas amostras para a cefaloridina e a
cloxacilina. Em outro trabalho, Horovitz & Ziv (1988) analisaram a
susceptibilidade de 121 sorotipos de §. aureus frente a 16 drogas
em lIsrael e encontraram baixos indices de sensibilidade das
amostras. Os melhores desempenhos foram apresentados pelo
cloranfenicol, cefalotina, oxitetraciclina e eritromicina com 75%,
69%. 69% e 56% de sensibilidade respectivamente. Os piores
resultados foram ampicilina, neomicina, penicilina G e polimixina-
B, apresentando 1%, 2%, 2% e 6% respectivamente de
sensibilidade das amostras. Vale salientar ainda, a gentamicina com
um fraco desempenho, de 31% de sensibilidade das amostras
testadas. Trabalhando no Brasil. Riedner et al. (1987) testaram 174
amostras de S. awreus frente a 12 antimicrobianos diferentes e
encontraram um alto indice de resisténcia contra ampicilina,
penicilina G e tetraciclina todas proximas de 100%. A resisténcia a
eritromicina.  nitrofurantoina, cloranfenicol. lincomicina e
sulfazotrim, variou de 10 a 30%. A resisténcia a gentamicina e
bacitracina foi inferior a 8%. Ainda no Brasil. Schocken-Iturrino et
al. (1996) testando 10 amostras de CPS, evidenciaram que a
nitrofurantoina (68,2%) e a penicilina (0%), foram os principios
ativos que apresentaram maior e menor eficiéncia respectivamente.
Também no Brasil, Lange et al. (1996) testaram 100 amostras de
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S. aureus isolados de mastite bovina em pequenas propriedades no
Rio Grande do Sul e encontraram sensibilidade de 100% das
amostras a gentamicina, sulfazotrim e tiamulin; ja a lincomicina,
oxacilina, cloranfenicol e novobiocina ficaram na faixa de 99-90%;
a kanamicina, tetraciclina, cefacetril e neomicina evidenciaram
entre 89-80% de sensibilidade das amostras; a estreptomicina 79%;
a nitrofurantoina 69%; a amoxicilina 53%; a penicilina e ampicilina
49%. Em outro experimento, Langoni et al. (1996) testaram 1.753
amostras de S. aureus isolados de mastite, no estado de Sao Paulo e
encontraram as seguintes percentagens de sensibilidade das
amostras frente aos antimicrobianos: gentamicina 88,3%;
cefalosporina 87,4%; nitrofurantoina 79,8%:; cloranfenicol 78,5%;
neomicina 74,8%; eritromicina 62,1%; sulfazotrim 58,7%;
lincomicina 51,5%; kanamicina 48,3%; ampicilina 39,5%,
tetraciclina 35,7%; estreptomicina 17,3% e penicilina G 12,8%.
Os tratamentos das infecgdes da glandula mamaria, baseados nos
resultados dos testes de susceptibilidade, devem seguir alguns
critérios. Entre eles pode-se citar que os melhores resultados das
terapias das mastites, sdo obtidos pela infusio intramamaria de
suspensoes contendo drogas especificas, para serem usadas por esta
via em um determinado periodo, no caso o periodo seco. Outro
critério, que foi apresentado por Davidson (1980) ao NMC (EUA),
apos 5 anos de estudos, € que os tratamentos de mastite, baseados
na percentagem de susceptibilidade dos patogenos frente aos
antimicrobianos, devem seguir os seguintes padrdes: 100-80% de
sorotipos susceptiveis, sdo consideradas sem resisténcia, 79-45%,
resisténcia parcial e de 44-0% resistentes. Por outro lado as
possibilidades de combinagdes entre antimicrobianos, desde que
nao tenham agdes antagdnicas e que apresentem diferentes
mecanismos de agdo, apresentam amplas vantagens a serem
aproveitadas no campo pratico. Assim, combinagdes de antibioticos
como a penicilina e a novobiocina s3o correntemente usadas para
tratamento das IMI. Segundo Thornsberry et al (1997) estes dois
antibioticos combinados potencializam a atividade bactericida, fato
comprovado por Watts & Salmon (1997) ao testarem a combinagao
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destas drogas, tanto em S. awreus [-lactamase positivos e
negativos. Do mesmo modo, associagao entre aminoglicosideos
(gentamicina) e quinolonas (enrofloxacina) apresentam um
sinergismo importante para o controle das mastites produzidas por
S. aureus (Silva et al., 1998).

2.4- Farores de viruléncia
2.4.1- Coagulase

A coagulase € uma enzima produzida por S. aureus que converte o
fibrinogénio em fibrina, causando a coagulagio do plasma
sangiiineo (Easmon & Adlam, 1983). Esta coagulagdo plasmatica €
considerada como identifica¢do positiva de S. aureus (Rayman et
al., 1975). O papel da coagulase na viruléncia de §. aureus tem sido
estudado principalmente em camundongos. Injegdes intramamarias
de coagulase purificada em camundongos, causaram um fluxo de
PMN para dentro dos alvéolos secretores e hiperplasia do epitélio
mamario (Anderson, 1977). Kinsman et al (1981) obtiveram uma
série de sorotipos mutantes de S. awreus coagulase negativos
provenientes de sorotipos parentais produtores de alfa toxina. A
perda da produgdo de coagulase ocasionou um decréscimo de
viruléncia para a glandula mamaria do camundongo, sorotipos
mutantes coagulase negativos causaram uma alteracdo mamaria
moderada, enquanto os sorotipos parentais causaram uma necrose
generalizada. Como a coagulase ndao tem atividade necrosante
(Anderson, 1977), estas observagoes sugerem um efeito sinérgico
entre a coagulase e alfa toxinas. Apesar disto, o papel da coagulase
em infec¢Oes intramamarias de bovinos, ainda permanece obscuro.
E notavel que a grande maioria dos S. awreus causadores de
mastites também coagulam o plasma bovino (Hajek & Marsalek,
1976), entretanto a relacio entre estes achados in vitro e o atual
papel da coagulase durante as infec¢des intramamarias ainda nio
foi estabelecido.
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2.4.2- Termonuclease (TNase)

A Tnase é uma desoxinuclease extracelular que possui atividade de
desoxirribonuclease e ribonuclease ou seja, provoca a hidrélise do
DNA e do RNA celular, requerendo a participagdo do calcio para
estas atividades e especialmente para ser termoestavel. Esta enzima
a qual € produzida pela grande maioria dos S. aureus, possui varias
denominagdes, a mais comum € nuclease estafilococica. Por causa
da relativa simplicidade de sua estrutura, ela tem servido como um
sistema de modelo para estudos com estrutura de proteinas e
fungdes enzimaticas. A TNase consiste de um peptideo de cadeia
simples de 149 residuos de aminoacidos. Nao contém grupos
sulfidricos ou ligagdes dissulfidicas. Possui peso molecular,
baseado na composi¢io de aminoacidos de 16.800 Da, pl = 9,62
(Arvidson, 1983). Diferentes autores estudaram a estabilidade ao
calor da nuclease estafilococica. Lachica et al. (1969) mostrou que
a atividade da nuclease estafilococica foi estavel ao calor em 96%
das amostras isoladas. Rayman et al. (1975) demonstrou que a
correlagao entre a produgdo de TNase e coagulase foi cerca de 96%
das 91 amostras de S. aureus enterotoxigénicos. Barry et al. (1973)
sugeriram que ambos os testes de TNase e coagulase podem ser
usados para identificagdo de S. awreus. Quando aplicada em 728
CPS e 307 CNS, Menzies, (1977) revelou que a TNase foi
produzida por todos CPS e apenas por um CNS.

2.4.3- Hemolisinas

S. aureus pode produzir diferentes tipos de toxinas hemoliticas: alfa
(o), beta (), gama (y) e delta (8). Duas delas, toxinas alfa e beta,
aparecem como sendo um dos principais fatores de viruléncia desta
bactéria. A hemolisina alfa é uma proteina extracelular de peso
molecular igual a 33.000 Da, € um polipeptideo com pl = 8,5; age
como uma citolisina que se liga a membrana das células formando
poros hexaméricos, levando a célula a morte, como conseqiiéncia
de um rapido egresso de componentes citoplasmaticos. Possui
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propriedades hemolitica. dermonecrotica, citotoxica e letal (Kenny
et al., 1992). Esta toxina causa hemolise do tipo completa, afetando
eritrocitos de bovinos, ovinos e de coelhos, quase ndo possui
propriedade hemolitica sobre eritrocitos de aves, equinos e
humanos. Possui propriedade espasmolitica em musculatura lisa e
causa disturbios em membranas neuronais (Easmon & Adlam,
1983; Quinn et al. 1994). A hemolisina beta ¢ uma
esfingomielinase do tipo C, atua em membranas celulares ricas em
fosfolipidios, por isto € que se explica a alta afinidade deste tipo de
hemolisina com membranas eritrocitarias de ovinos e bovinos, que
no caso destas espécies chega a 50% (w/w). A incubagao a 37°C,
de amostras produtoras de beta hemolisinas, em placas de agar
sangue ovino ou bovino, causa discreta hemolise (incompleta), no
entanto pode vir a ser completa apos estocagem das placas, a uma
temperatura situada entre 4-15°C  (lise  quente-fria). A
potencializagdo da hemolise parcial desta hemolisina € a base para
o CAMP teste (Quinn et al. 1994). A hemolisina delta é um
pequeno peptideo com 26 residuos de aminoacidos, possui efeito
geral sobre estruturas da membrana, possivelmente associado a
natureza hidrofobica do seu peptideo. € termoestavel e considerada
uma enterotoxina. Normalmente € inibida por fosfolipidios e
lipoproteinas do soro. Possul efeito necrosante e letal para coelhos.
Apresenta hemolise completa, com um largo espectro de agao sobre
eritrocitos de varias espécies mas, possui grande especificidade por
eritrocitos de equino ou de humano (Easmon & Adlam, 1983). Esta
hemolisina migra mais lentamente através do agar do que as alfa
hemolisinas, portanto leva mais tempo para expressar seu efeito
(Quinn et al.. 1994). Em um estudo realizado por Refai et al
(1988), foram testadas 72 amostras de S. aureus isolados de varios
alimentos, revelando 13,9% de positividade para alfa hemolisinas e
38,9% para beta. Por outro lado Matsunaga et al. (1993)
encontraram percentagens mais altas principaimente nas alfa
hemolisinas. na ordem de 74.1%, de 65,5% para beta hemolisinas e
de 12,1% para delta hemolisinas, em 58 amostras isoladas de
mastites super-agudas, agudas e cronicas bovinas. Do mesmo modo
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Kenny et al. (1992), encontraram uma alta percentagem (94,3%) de
alfa hemolisinas, entre 262 amostras de S. awreus isoladas de
glandulas mamarias de bovinos. Entretanto, no trabalho realizado
por Garcia et al. (1980) foram encontradas maiores percentagens de
beta hemolisinas (90%), as alfa hemolisinas representaram 61% de
57 amostras isoladas de mastites clinica e subclinica bovinas. Na
mesma linha, Takeshigue et al. (1983) encontraram 95.4% de beta,
69% de alfa e 66,6% de delta hemolisinas, entre 87 amostras
isoladas de glandula mamaria bovina, em abatedouros no Japao.
Em um trabalho realizado por Coia et al. (1992), com isolamento
de S. aureus em humanos, foram detectadas 60,7% de alfa, 21,9%
de beta, 57,7% de gama e 50,2% de delta hemolisinas, em 201
amostras 1soladas. Vale ressaltar neste trabalho, a pequena
expressio das beta hemolisinas e a produgdo evidente de
hemolisinas em combinagdo, pelas amostras trabalhadas. Alguns
estudos demonstraram a imunogenicidade destas toxinas, através da
vacinagao sistémica de ovelhas (Plommet & Legall, 1963), cabras e
vacas (Derbyshire. 1960) com uma mistura de alfa e beta
anatoxinas, induzindo a produgdao de anticorpos especificos no
soro, para alfa e beta toxinas. Entretanto, a vacinagio com
anatoxinas nao levou a uma eliminacio de IMI por S. awreus,
porém produziu um decréscimo da severidade clinica,
especialmente nos pequenos ruminantes. Este efeito pode ser
atribuido a neutralizagdo da toxina pelos anticorpos antitoxigénicos
os quais fluem do sangue para o leite durante a inflamacgio
mamaria (Adlam et al., 1981). Por outro lado, Le Gall & Plommet
(1965) observaram que a severidade de IMI experimentais por S.
aureus era dose dependente, ou seja quanto maior o volume de
toxina, mais severa era o quadro clinico de mastite. Em coelhos,
duas formas diferentes de IMI por §. awreus ocorrem: uma forma
cronica com abcessos mamarios € uma forma gangrenosa, que foi
muitas vezes letal (Ward et al., 1979). estes autores relataram que,
a inje¢do de toxina alfa purificada causou necrose hemorragica da
glandula mamaria, a injecdo de toxina beta purificada induziu a
inflamag¢ao da glandula, com edema e um fluxo de PMN para os
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ductos e alvéolos glandulares e que a injegao simultanea de ambas
as toxinas teve o mesmo efeito que a injegao de toxina alfa
purificada sozinha. O papel de alfa e beta toxinas na viruléncia de
S. aureus foi investigada em modelo de camundongo com mutante
desta bactéria. Alguns estudos demonstraram que o sorotipo
mutante, alterado na expressdo de alfa toxina por mutagénese
quimica, for menos virulento para a glandula mamaria do
camundongo do que o sorotipo produtor de alfa toxina (Kinsman et
al., 1981; Jonsson et al., 1985). Dos produtores de alfa e beta
toxinas, Bramley et al. (1989) isolaram sorotipos defectivos em alfa
toxina, beta toxina ou em ambas com expressio por mutagénese
direta. Os sorotipos mutante e parental foram injetados na glandula
mamaria dos camundongos para estudar o crescimento bacteriano e
lesdes patologicas in vivo. Foi concluido que a necrose da glandula
mamaria e a alta taxa de mortalidade nos camundongos (60%) ap0s
a inoculagao do sorotipo parental, foi devido a alfa toxina. Ambas
alfa e beta toxinas promoveram crescimento bacteriano na glandula
mamaria. No entanto, beta toxina parece contribuir pouco para a
patogénese de mastite aguda no modelo de camundongo. No caso
de sorotipo defectivo em alfa’beta, PMN e arquitetura celular de
alvéolos glandulares n3o foram alterados, enquanto sorotipos
defectivos em beta (produtores de alfa) acusaram lise de PMN,
destruigdo de epitélio secretor e necrose. A inoculagio de
§. aureus, apos indug@o de inflamagio por injegdo intramamaria de
LPS de I. coli, causou IMI cronica com todos os sorotipos,
independente da expressdo de toxina. Os LPS causaram um precoce
recrutamento de PMN, que reduziu o crescimento bacteriano e
portanto a producdo de toxinas no leite. Esta situacao, ja descrita
(Anderson, 1977), pode representar a IMI cronica natural de
S. aureus, comumente observada em vacas.

2.4.4- Enterotoxinas Estafilococicas (SE's)

Segundo Bergdoll (1989) os sorotipos de S. aureus produtores de
enterotoxinas foram identificados originalmente por testes de
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ingestao em macacos. Sorotipos que produziam substancia emética
e que ndo reagiam com anticorpos especificos foram considerados
produtores de enterotoxinas nao identificaveis. Nove diferentes
enterotoxinas ja foram identificadas (A, B, C;, C, C3, D, E, G e H).
A primeira enterotoxina identificada fo1 nomeada SEB. Quando a
nomenclatura foi estabelecida. a segunda enterotoxina identificada
foi chamada SEA, porque foi a principal enterotoxina isolada de
intoxicagoes alimentares em humanos. Todas as enterotoxinas
foram identificadas primariamente nos EUA. As enterotoxinas B,
Ci, Ca, Cs, E e H foram identificadas por pesquisadores do FRI,
enquanto as enterotoxinas A e D foram identificadas por
pesquisadores do FDA. As enterotoxinas podem ser classificadas
em duas categorias baseadas em suas caracteristicas de produgio:
1) SEB e SEC podem ser produzidas em grandes quantidades e a
quantidade produzida ¢ dependente das condigdes de incubagio.
2)SEA e SED sdo produzidas em quantidades relativamente
pequenas e suas produgdes nao sdo estimuladas por condigdes de
incubagdo, mas sim pelo crescimento do proprio microorganismo.
As enterotoxinas sdo polipeptideos de cadeia simples com
quantidades relativamente grandes de lisina, acidos glutamico e
aspartico. Sdo proteinas de peso molecular relativamente baixo
(26.000-29.000 Da), ponto isoelétrico entre 7,0-8,6 e resistentes a
acdo de enzimas proteoliticas como pepsina e tripsina; sdo
higroscopicas e facilmente soliveis em agua e solugdes salinas, a
dose emética para macacos € de 5-20 pg/animal, via intragastrica e
de 0,02-0,5 ng/kg, via endovenosa. A dosagem minima, causadora
de vomito e diarréia para todas as SE’s em humanos, € de 0,05
ng/kg, no entanto foram observados sintomas em 50% dos
voluntarios que receberam 0,01 pg/kg de SEA. As enterotoxinas
estafilococicas s@ao, em muitos aspectos, mais estaveis do que a
maioria das proteinas, podendo inclusive resistir a fervura por até
30 minutos sem perder suas atividades toxigénicas, sua estabilidade
frente ao calor € maior ainda quando aquecidas em alimentos do
que quando aquecidas em solugdes salinas (Bergdoll, 1989). A
maioria das intoxicagOes resulta da ingestdo de alimentos nos quais
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a enterotoxina foi produzida apds o cozimento ou aquecimento do
mesmo. No entanto algumas intoxicagdes siao resultantes da
ingestao de alimentos que foram aquecidos apos a produgdo das
enterotoxinas. Isto € de particular importancia para a industria de
alimentos porque a maioria dos alimentos processados sdo
aquecidos de alguma maneira durante a sua produgdo. Por
exemplo, a pasteurizagdo do leite pode destruir os staphylococci
mas nao inativa as enterotoxinas que porventura poderdo estar
presentes (Bergdoll, 1989). No Reino Unido Wieneke et al. (1993)
relataram a ocorréncia de 359 casos de intoxicagdo alimentar
devido a enterotoxinas estafilococicas durante 21 anos de pesquisa
(1969-1990), somente em dois casos ndao havia presenca de
bactérias viaveis e em ambos os casos as SE’s foram detectadas em
queijo. Dos 359 casos apenas oito porcento foram devidos ao leite e
derivados contaminados. No Brasil temos apenas dados relativos as
intoxicagdes alimentares, sem especificar quais as enterotoxinas, os
agentes e as fontes envolvidas. Os dados do DATASUS (Brasil,
1998) revelam 593.212 casos de intoxicagdo alimentar no periodo
de 1984-1997. Em um trabalho realizado no Egito por Refai et al.
(1988), foram encontradas 53% de amostras enterotoxigénicas
entre 72 amostras de S. awreus isoladas de varias fontes de
alimentos, sendo os tipos de SE’s que predominaram foram SEA e
SED nesta ordem. Em um estudo na Escocia, Coia et al. (1992)
encontraram 57.2% de 201 amostras isoladas de humanos, com
predominancia de SEA e SEC, respectivamente. Nos Estados
Unidos, Kenny et al (1993) trabalhando 262 amostras isoladas de
glandula mamaria bovina, encontraram 27% de sorotipos
produtores de enterotoxinas com predomindncia da SED e SEC.
Bergdoll (1989) encontrou positividade em 31,5% de 276 amostras
isoladas de leite achocolatado embalado em caixinhas Tetra-Pak®,
com pequenas concentragdes de SEA. No Japao, Matsunaga et al.
(1993), trabalhando com amostras isoladas de mastites super-
agudas, agudas e cronicas, acharam 34,5% de amostras positivas
para enterotoxinas entre 58 sorotipos testados, com predominancia
da SEC e SEB. Takeshigue et al. (1983) encontraram 33,3% de 87
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amostras, isoladas de glandula mamaria bovina em abatedouros,
sendo a SEC a mais predominante, Ichikawa et al. (1996)
trabalhando com amostras isoladas de bovinos e humanos, acharam
51,7% de amostras enterotoxigénicas em 290 amostras isoladas de
bovinos e 68,7% em 131 amostras isoladas de humanos, as SE’s
predominantes para ambas as fontes foram SEC e SEB. Kato &
Kume (1980) encontraram 34.4% de amostras enterotoxigenicas
em 1056 amostras isoladas de mastite subclinica, sendo SEC e SEA
as mais predominantes. Os estudos realizados na Espanha por
Garcia et al. (1980), revelaram enterotoxigenicidade na ordem de
7% entre 57 amostras isoladas de mastite clinica e subclinica, tendo
a predominancia de SEC e SED. Em Trinidad, Adesiyun (1994)
encontrou 7.7% de amostras enterotoxigénicas, entre 117 amostras
coletadas em tanques de expansdo, com predominancia de SEA e
SEB. Na Argentina, Bogni et al. (1997) encontraram 4,7% de
amostras enterotoxigénicas em 43 amostras isoladas de mastites
clinicas e subclinicas, com predominancia de SEC. Em um estudo
realizado no Brasil por Lopes et al. (1990) também foram
encontradas 4,7% de amostras positivas entre 127 amostras
isoladas de mastites subclinicas, com predominio de SEC e SEA.
Também no Brasil, Soares et al. (1997) encontraram positividade
para 28,6% de 91 amostras isoladas de humanos, tendo como
predominantes a SEC e SEA. Aarestrup et al. (1995) na Dinamarca,
nao encontraram uma amostra enterotoxigénica sequer (0%), entre
106 amostras isoladas de mastite bovina.

2.4.5- Toxina 1 da Sindrome do Chogue Toxico (TSST-1)

A toxina | da sindrome do choque toxico (TSST-1) € uma
importante toxina produzida por Staphylococcus aureus e tem sido
reconhecida como a principal causa da sindrome do choque toxico
(TSS) em humanos, que € caracterizada por febre, hipotensao,
congestdo em varios orgaos e choque letal (Bergdoll & Chesney,
1991). O primeiro relato de detecgio de TSST-1 produzida por
staphylococci de origem animal, foi feito por Jones & Wieneke




34

(1986), onde foram isolados S. aurcus de casos severos de mastite
bovina. TSST-1 é um polipeptideo de cadeia simples, com peso
molecular de 22.000 Da e pl = 7.2, TSST-1 tem muitas
propriedades biologicas em comum com outras exotoxinas
pirogénicas, dentre elas pode-se incluir a capacidade de induzir
febre (Igarashi et al., 1986), de aumentar a letalidade do choque
endotoxico (Fast et al, 1988), de estimular a proliferagdao
inespecifica de células T (Ikejima et al, 1988), de induzir a
produgdo de interleucina-1 (Micusan et al., 1989), gama interferon
e fator alfa de necrose tumoral (TNF) (Ellis et al., 1993).
Matsunaga et al. (1993) descrevem que S. auwreus produtores de
TSST-1 e SEC estao relacionados com mastite clinica super-aguda,
possivelmente pela alta contribuigdo destas substancias com as
respostas inflamatorias. Em um estudo recente, Takeuchi et al
(1998) testaram 272 amostras e encontraram altas percentagens de
S. aureus produtores de TSST-1, que foram isolados de mastite
subclinica (76,7%), de mastite clinica (58,1%) e de tanques de
expansao (75,4%), a TSST-1 geralmente era produzida em
associagao com SEC. Em outro estudo, Kenny et al. (1992) ao
testarem 262 amostras, demonstraram que 20% dos isolados
produziram a TSST-1, porém em associagdo com a SED. Na
Argentina, Bogni et al. (1997) encontraram apenas uma amostra
TSST-1 positiva entre 46 testadas e que também estava associada a
SEC. Na mesma linha Matsunaga et al. (1993) testando 58
amostras, encontraram 27,6% de positividade para TSST-1 que
geralmente estava associada a SEC. Em um relato de caso de
mastite severa em quatro caprinos, Morgan et al. (1986) relataram o
isolamento de S. aureus produtores de TSST-1 associada com SEC.
Da mesma forma Jones & Wieneke (1986) relataram quatro casos
de mastite severa em bovinos, onde foram isolados, pela primeira
vez, S. awureus produtores de TSST-1 de origem animal e SEC.
Outro autor, Igarashi et al. (1986) testando 41 S. aureus isolados de
pacientes humanos encontraram 56% de produtores de TSST-1, em
geral associada a SEA. Entretanto, Ichicawa et al. (1996) estudando
S. aureus isolados de bovinos e humanos, acharam 57,2% de
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positividade para TSST-1 entre 290 amostras isoladas de bovinos,
) geralmente associadas a SEC e entre as 131 amostras isoladas de
2 pacientes humanos, foram encontradas 85,5% de amostras
produtoras de TSST-1 que também estavam geralmente associadas
a SEC.




3 MATERIAL E METODOS
3.1- Local

O experimento foi realizado em duas etapas, a primeira no
Laboratorio de Pesquisas em Bacterioses do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria da
UFMG e a segunda no Laboratorio de Referéncia em Staphylococci
do Instituto de Pesquisas Octavio Magalhaes da FUNED.

3.2- Amostras

Foram utilizados 127 biotipos de Staphylococcus aureus, isolados
de amostras de leite bovino, obtidas de 23 municipios do Estado de
Minas Gerais (Figura 1): Alvinopolis, Bambui, Belo Horizonte,
Bom Despacho, Campos Altos, Codisburgo, Conselheiro Lafaiete,
Contagem, Curvelo, Divinopolis, Esmeraldas, Inhauma, Itabirito,
Jordania, Lagoa Santa, Martinho Campos, Matozinhos, Para de
Minas, Passos, Pedro Leopoldo, Ribeirdao das Neves, Sdo José da
Varginha e Sete Lagoas. As coletas foram realizadas no periodo de
outubro de 1994 a outubro de 1997 As amostras foram isoladas
apos semeadura em agar sangue desfibrinado de ovino a 5% (v/v)
com incubagdo em estufa a 37°C, por um periodo de 24-48 horas.
As amostras foram mantidas em agar fosfatado a 4°C e em caldo
BHI Oxoid® com glicerol a 50 % em temperatura de 80°C
negativos, até a realizagao dos testes.




3.3- ldentificagao

Foram realizadas varias provas de identificagdo das amostras:
coloragao de Gram, fermentagio de glicose e manitol em aerobiose
e anaerobiose, produ¢do de pigmento, semeadura em agar seletivo
(Staph.110 Difco®), prova de acetoina, prova de catalase, prova de
coagulase e prova de termonuclease segundo Bier (1984), Bergdoll
(1989), Kloos & Lambe (1991), Varnam & Evans (1991), Quinn et
al. (1994).

3.4- Susceptibilidade in vitro frente a antimicrobianos

Foi realizada pelo método de difusao de antibidticos em disco,
conforme técnica descrita por Bauer et al. (1966). As amostras
previamente identificadas foram repicadas em caldo Miiller-Hinton
(MHB) Oxoid® e foram incubadas por 6 horas a 37°C. Apos a
incubagao em MHB, as amostras passaram por padronizagdo da
diluigao, através de escala bacteriologica de MacFarland, a turbidez
de 0,5 (Bier, 1984). Apos a padronizagao foram feitas as
semeaduras das amostras em agar Miller-Hinton Oxoid® com
swabs estéreis, seguida de pré-incubagao a 37°C por 10 minutos.
Logo apos a pré-incubacdo fez-se a deposigdo dos discos
antimicrobianos CECON® das seguintes bases: ampicilina (10 pg),
cefalotina (30 pg), cefoperazona (30 pg), cefotaxima (30 pg),
cloranfenicol (30 ng). enrofloxacina (10 pg), eritromicina (15 pg),
estreptomicina (10 pg), gentamicina (10 pg), lincomicina (2 pug),
neomicina (30 pg), nitrofurantoina (300 pg), novobiocina (30 pg),
oxacilina (5 pg), penicilina-G (10 Un), polimixina-B (300 Un),
rifampicina (5 pg), tetraciclina (30 pg) e sulfazotrim (25 pg). A
leitura foi realizada apos 24 horas de incubagao em estufa a 37°C.
As zonas de inibigdo foram medidas em milimetros e o biotipo
classificado como resistente, intermediario ou sensivel ao
antimicrobiano testado, conforme tabela descrita pelo laboratorio
fabricante dos discos antimicrobianos (Tabela 1).
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Tabela 1- Limites para interpretagdo do antibiograma com
zonas de inibigdo dadas em milimetros

Droga [c] R I S
Ampicilina 10 pg <20 21-28 >29
Cefalotina 30 ug <14 15-17 =18
Cefoperazona 30pg <14 15-17 =>18
Cefotaxima 30pg <14 15-17 =18
Cloranfenicol 30pg <12 13-17 =18
Enrofloxacina 10pg <12 13-16 =17
Eritromicina ISpug <13 14-17  >18
Estreptomicina I0pg <11 12-14  >15
Gentamicina 10pg <12 13-14 =15
Lincomicina 2 ug <14 15-16 >17
Neomicina 30pg <12 13-16 =17
Nitrofurantoina 300pg <14 15-16  >17
Novobiocina 30 ug <17 18-21 > 292
Oxacilina * 5ug <9 10-13 =14
Penicilina-G 10Un. <20 21-28 =229
Polimixina-B 300Un. <8 9-11 >12
Rifampicina 5 g <24 =25
Sulfazotrim 25pg <10 11-15 =16
Tetraciclina 30ug <14 15-18 >19

|c] = Concentracdo, R = Resistente, I = Intermediario. S = Sensivel.

* Resultados obtidos com a oxacilina sdo aplicaveis a
¢ nafcilina
(B-lactamicos que sdo B-lactamase resistentes).

meticilina,

cloxacilina,

dicloxacilina
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3.5- Identificagao dos fatores de viruléncia
3.5.1- Coagulase

Foi utilizado o teste da coagulase em tubo. Foram realizados
cultivos das amostras em caldo BHI Oxoid® em estufa a 37°C por
24 horas, seguidos de pipetagem de 0,5mL de cada cultura para
tubos de hemolise previamente esterilizados. Foi feita a adigdo de
0.25 mL de plasma estéril de coelho seguida de incubagdo a 37°C,
segundo Quinn et al. (1994). A leitura foi realizada apos 2, 4, 6, 18
e 24 horas de incubagdo para visualizagdo da formagado de
coagulos. Foram considerados positivos os testes que apresentaram
reagao 2+, 3+ ou 4+ segundo Bergdoll (1989).

3.5.2- Termonuclease (TNase)

Foi utilizado o método descrito por Bergdoll (1989), sendo o teste
realizado em laminas de agar DNA azul toluidina (TDA). As
amostras de S. aureus inoculadas em caldo BHI Oxoid®, foram
incubadas a 37°C por 24 horas e depois submetidas a aquecimento
em banho-maria a 100°C por 20 minutos. Em seguida foram
pipetados 50 uL das culturas aquecidas e distribuidas em pogos de
3 mm de didmetro, perfurados em laminas de agar Bacto Difco®,
com 0,03 % de DNA e 0,0083 % de azul toluidina. As laminas
foram colocadas dentro de camara umida e levadas para incubagao
a 37°C por 4 horas. A presenca de halos roseos com 1 mm ou mais
de distancia dos pogos foi considerada como reagdo positiva para
TNase (Figura 2).

3.5.3- Hemolisinas (a, B, aff, 8)

A deteccao de toxinas hemoliticas foi feita em placas de agar
sangue a 5% (v/v) de sangue ovino. Os tipos de hemolisinas
produzidas pelas amostras (alfa, beta e alfa/beta) foram
determinadas pela leitura das hemolises nas placas de agar sangue,
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apos 24 e 48 horas de incubagdo a 37°C (NMC, 1987). Foram
consideradas alfa hemolisinas, quando a hemolise apresentava
halos bem claros e mais proximos das bordas das coldnias,
caracterizando uma lise completa dos eritrocitos. As hemolisinas
beta foram assim denominadas, quando se apresentavam formando
halos mais distantes das bordas das colonias e de coloragdo
avermelhada, caracterizando uma lise parcial ou incompleta dos
eritrocitos presentes. Foram consideradas alfa/beta quando a
mesma colonia apresentava ambas as hemolisinas descritas acima.
A detecgao das delta hemolisinas foi feita em placas de agar sangue
equino a 5% (v/v) com incubagdo a 37°C e leitura com 24 e 48
horas. Foram consideradas delta hemolisinas quando a hemolise
apresentava-se do tipo completa apos 48 horas de incubagdo
(Quinn, 1994).

3.5.4- Enterotoxinas estafilococicas (SE's) e toxina-1 da sindrome
do choque toxico (1SST-1)

As amostras a serem testadas, ja isoladas e identificadas, foram
inoculadas em 2 mL de caldo BHI Oxoid® e incubadas em estufa a
37°C por 24 horas. Para se proceder a extragao das toxinas, foi
empregado o método da membrana sobre agar (Robbins et al.,
1974). As placas de Petri foram preparadas com 20 mL de agar
BHI Oxo0id®, acrescido de 1 % de extrato de levedura e 0,1 % de
fosfato di-basico, recobertas com disco de membrana de dialise
Spectra/Por” (Spectrum Labs, USA) de 100 mm para proteinas de
6.000-8.000 Da, ajustadas ao diametro das placas. Apds a
acomodagao cuidadosa da membrana sobre o agar, com o auxilio
de uma alga de Drigalsk, um indculo de 0,5 mL da cultura foi
espalhado na superficie da membrana (Figura 3), as placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas. Os cultivos assim obtidos foram
lavados, com 2,5 mL de Na,HPO4 a 0,02 M e pH 7.4, em duas
etapas. A primeira utilizando 1,5 mL e a segunda, logo apos a
primeira, com 1,0 mL do tampao. Os lavados das culturas foram
transferidos, com o auxilio de pipeta de Pasteur, para tubos de
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policarbonato de 10 mL de capacidade e centrifugados a 10.000 g
a 4°C por 10 minutos. Os sobrenadantes obtidos foram transferidos
para frascos de vidro com tampa e acrescidos de 20 pyL de
timerosal 1:1000 como conservante. A verificagao da produgdo de
enterotoxinas e TSST-1, foi realizada pela técnica de sensibilidade
otima em placa (OSP) descrita por Robbins et al. (1974),
normalmente recomendada para analises qualitativas de
toxigenicidade ou seja, determinar se um sorotipo ou linhagem ¢é
produtora ou ndo de toxinas. Neste método 3 mL de agar preparado
com 1,2% de agar nobre em tampdao PBS a 0,02M e pH 7.4 foi
adicionado de 1,0 mL de timerosal como conservante e colocado
em placas de Petri de 50 x 12 mm. Apods a solidificagdo foram
feitos 7 orificios no agar, utilizando um molde padronizado pelo
FRI, sendo 5 furos de 8,3 mm e dois medindo 6.7 mm (Figura 4).
Nos dois orificios menores foram colocados 4 pg/mL de uma
toxina padrao e no orificio central um antissoro especifico de titulo
conhecido (1:24) - tanto as toxinas padrdes como 0s antissoros
foram gentilmente cedidos pelo Dr. Luiz Simeao do Carmo, chefe
do Laboratorio de Pesquisas em Staphylococci da FUNED - de
forma que as linhas de precipitina. formadas pela rea¢ao antigeno-
anticorpo, se situem na metade da distancia entre este e cada um
dos orificios menores. Os sobrenadantes das culturas a serem
testadas, foram colocados nos quatro orificios restantes e as placas
transferidas para uma camara umida e incubadas a 37°C por 24
horas. As reagdes positivas foram determinadas pela formagio de
linhas de precipitina dos sobrenadantes das culturas teste com os
antissoros controle (Figura 5).
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Figura 1- Mapa de Minas Gerais com divisio municipal.
As dreas em vermelho indicam os municipios onde foram
coletadas as amostras.




Figura 2- Foto da reagao da TNase em laminas, pelo método da
difusdo metacromatica em dgar TDA. Os halos réseos em torno
dos pogos indicam reag¢do positiva.
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Figura 3- Esquema do método da membrana sobre agar para

extragio das SE’s e TSST-1.
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Figura 4- Esquema do molde FRI usado para perfuragdo dos
pogos em agar nobre (medidas dadas em mm).
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Figura 5- Foto da precipitagdo das toxinas frente ao antissoro (pogo
central) em placas de dagar nobre (Método OSP). Reagdo positiva
dos controles (pogos | e 4) e das amostras testadas (pogos 2 e 5).
Reacdo negativa das amostras testadas (pogos 3 e 6).
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4 RESULTADOS
4.1- Coagulase e termonuclease
Todas as amostras (100%) foram positivas para ambas as provas.
4.2- Susceptibilidade das amostras frente aos antimicrobianos

O resultado da prova de susceptibilidade aos antimicrobianos
apresentado pelas amostras de S. aureus encontra-se na Tabela 2.
Os antimicrobianos mais efetivos ou seja, aqueles que conseguiram
inibir o crescimento de 100% a 95% das amostras testadas foram:
cefotaxima (100%), enrofloxacina (98,4%), gentamicina (98,4%) e
rifampicina (96,1%), ressaltando-se que nenhuma das amostras
apresentou resisténcia aos trés primeiros. Outros antimicrobianos,
como a cefalotina (92,1 %), cloranfenicol (90,4 %), cefoperazona
(89,8 %), oxacilina (87,4 %), sulfazotrim (86,6 %) e novobiocina
(85,8 %), apresentaram bons resultados frente as amostras de
S. aureus testadas. Por outro lado, os antimicrobianos de menor
desempenho quanto a sensibilidade das amostras foram:
polimixina-B (8,7 %), ampicilina (28,6 %), penicilina (29,1 %) e
estreptomicina (53,5%). Os demais antimicrobianos demonstraram
valores intermediarios entre as porcentagens descritas acima para
as drogas de maior e menor desempenho quanto a sensibilidade das
amostras testadas. Estas drogas situaram-se no intervalo
compreendido entre 80-65%, foram elas: neomicina (79,5%),
nitrofurantoina (77,2%), lincomicina (72,4%), tetraciclina (68,5%)
e eritromicina (66,9%).
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Tabela 2- Susceptibilidade aos antimicrobianos testados, das
127 amostras de S. aureus isoladas de leite bovino em Minas
Gerais no periodo de 1994-97.

N.° Droga S % I % R %
| Cefotaxima 127 100,0 0 0,0 0 0,0
2 Enrofloxacina 125 984 2 16 0 0,0
3 Gentamicina 125 984 2 16 0 0.0
4 Rifampicina 122 96,1 0 0 5 3.9
5 Cefalotina 117 92,1 4 30 6 49
6 Cloranfenicol 115 90,6 8 6,0 4 34
7 Cefoperazona 114 898 10 8.0 3 22
8 Oxacilina 111 874 3 20 13 106
9 Sulfazotrim 110 86,6 3 20 14 11,4
10 Novobiocina 109 8538 1 1,0 17 13,2
11 Neomicina 101 795 22 17,0 4 35
12 Nitrofurantoina 98 77.2 20 16,0 9 68
13 Lincomicina 92 724 18 140 17 13,6
14 Tetraciclina 87 68,5 6 50 34 265
15 Eritromicina 85 66,9 24 19.0 18 14,1
16 Estreptomicina 68 535 11 90 48 375
17 Penicilina 37 291 8 6,0 82 649
18 Ampicilina 36 283 11 90 80 62,7
19 Polimixina B 11 87 24 190 92 723

S = Sensivel , I = Sensibilidade intermediarial . R = Resistente.
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4.3- Identificagdo da produgdo de toxinas
4.3.1- Hemolisinas

A distribuigio das hemolisinas entre as 127 amostras testadas,
ap6s 24 horas de incubagdo a 37°C, era de 20 amostras (15,7%)
apresentando alfa hemolisinas, 53 amostras (41,7%) apresentando
beta hemolisinas e 29 amostras (22,8%) apresentando alfa e beta
hemolisinas. Cerca de 25 amostras (19,7%) ndo apresentaram
nenhuma das hemolisinas descritas acima. Apds 48 horas de
incubagdo esta distribui¢do se alterou para 21 amostras (16,5%)
apresentando alfa, 55 amostras (43,3%) apresentando beta e 34
amostras (26,8%) apresentando alfa e beta hemolisinas. ApoOs este
periodo 110 amostras (86,6%) apresentaram algum tipo de
hemolisina e apenas 17 amostras (13,4%) ndo apresentaram
nenhum tipo das hemolisinas descritas acima (Figura 6).
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Figura 6- Distribui¢do das hemolisinas em agar sangue ovino
com incubagdo a 37° C por 24-48h, entre as 127 amostras de
S. aureus isoladas de leite bovino em Minas Gerais de 1994-97.

Em placas de agar sangue eqiiino, apos 48 horas de incubacgdo a
37°C, foram identificadas 22 amostras (17,3%) apresentando
hemélise completa, sendo caracterizadas como delta hemolisinas.
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4.3.2- Enterotoxinas (A, B, C e D) e toxina-1 da sindrome do
choque toxico (TSST-1) por amostra

De um total de 127 amostras testadas, 83 (65,4%) apresentaram
produgdo de pelo menos um tipo destas toxinas, revelando alto grau
de toxigenicidade (Tabela 3). Destas 127 amostras, 54 delas
(42,5%) apresentavam produgdo de alguma enterotoxina,
mostrando percentual consideravel de enterotoxigenicidade. Elas se
apresentavam produzindo apenas um tipo de toxina ou em
combinagdo, chegando a mesma amostra a produzir até quatro tipos
diferentes de toxinas simultaneamente. Aqui sdo apresentados os
dados referentes a toxigenicidade das amostras, levando-se em
consideragdo quais os tipos de toxinas produzidas por cada amostra
individualmente. Das 127 amostras testadas, 29 (22,8%) eram
produtoras de TSST-1 isoladamente, outras porém apresentaram
produ¢do de TSST-1 em combinagdo com as enterotoxinas. Do
total testado foram encontradas 09 amostras (7,1%) produtoras de
SED isoladamente, 07 amostras (5,5%) foram produtoras de SEB, a
terceira toxina mais produzida isoladamente; apenas 01 amostra
(0,8%) produziu SEA isoladamente. Nenhuma amostra produziu
somente SEC. Entre as amostras produtoras de mais de um tipo de
toxina, podemos destacar aquelas produtoras de SED+TSST-1 com
um total de 17 amostras (13,4%), seguida pela combinagdo de
SEB+SED+TSST-1 com 05 amostras positivas (3,9%). Quatro
amostras (3,1%) apresentaram produgdo de SEB+TSST-1, 03
amostras (2,4%) apresentaram produgio de SEB+SED. As
combinagdes com quatro toxinas como: SEA+SEB+SEC+TSST-1
e SEB+SEC+SED+TSST-1, foram representadas apenas por 02
amostras (1,6%) para cada uma destas combinagdes. As
combinagdes SEA+SEC, SEC+SED, SEC+TSST-1 e
SEB+SEC+SED, tiveram apenas uma amostra produtora (0,8%)
para cada uma delas.
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Tabela 3- Distribuigdo da produgdo de toxinas isoladamente
ou em combinagdo, entre as 127 amostras de S. aureus
isoladas de leite bovino em Minas Gerais no periodo de

1994-97.

Toxinas N° de amostras %
SEA 1 0,8
SEB 7 5,5
SEC 0 0
SED 09 7.1
TSST1 29 228
SEA+SEC 1 0,8
SEB+SED 3 2.4
SEB+TSST1 4 3.1
SEC+SED 1 0,8
SEC+TSST1 1 0,8
SED+TSST1 17 13,4
SEB+SEC+SED 1 0,8
SEB+SED+TSST1 5 3.9
SEA+SEB+SEC+TSSTI1 2 1,6
SEB+SEC+SED+TSST1 2 1,6
Nenhuma 44 34.6
TOTAL 127 100,0

Pode-se notar que apenas 34,6% das amostras testadas foram
negativas para qualquer tipo de toxina produzida isoladamente ou
em combina¢do com outras toxinas, revelando o alto indice de
toxigenicidade das amostras (65,4%). Ao se mostrar os resultados
da produgdo de toxinas desprezando-se as combinagdes, veremos
que as enterotoxinas D e B e especialmente a TSST-1 aparecem
com uma intensidade ainda maior, do que esta apresentado na
tabela acima.
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4.3.3- SE’s e TSST-1 desprezando-se as combinagades

A distribui¢do da produgdo das toxinas isoladamente, desprezando-
se as combinag¢des, pode ser visualizada na Figura 6. A TSST-1 foi
a toxina mais produzida entre as 127 amostras, sendo 60 amostras
positivas, representando 47.2% do total, seguida pela SED,
produzida por 38 amostras (29,9%), enquanto a enterotoxina C foi
produzida por apenas 8 amostras representando 6,3%. A
enterotoxina B, que foi a segunda enterotoxina mais produzida
entre as amostras, apareceu 24 vezes, representando 18,9% do total
¢ em ultimo lugar apareceu a enterotoxina A com apenas quatro
amostras produtoras, somando 3,1% do total testado.
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Figura 7- Distribuicdo de toxinas desprezando-se as
combinagdes, entre as 127 amostras de S. aureus isoladas de
leite bovino em Minas Gerais de 1994-97.
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4.3.4- SE’s e TSST-1 entre as 83 amostras toxigénicas

Os tipos de toxinas predominantes foram: TSST-1 com 61 amostras
apresentando produgdo desta toxina, isoladamente ou em
combinagdo com as enterotoxinas, representando 72,3% das
amostras toxigénicas. Das enterotoxinas (SE’s), o tipo
predominante foi a SED com 39 amostras positivas representando
45,8% das amostras toxigénicas, seguida pela SEB com 24
amostras positivas representando 28,9%. Os outros dois tipos SEC
e SEA tiveram pouca representatividade no contexto geral,
apresentando 8 e 4 amostras positivas, sendo 9,6% e 4,8%
respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4- Distribuigdo da produgdo de toxinas,
desprezando-se as combinagdes, entre as 83 amostras
toxigénicas de S. aureus, isoladas de leite bovino em
Minas Gerais no periodo de 1994-97.

Toxina n %
TSST-1 60 72,3
SED 38 458
SEC 8 9,6
SEB 24 28,9
SEA 4 4.8

Pode-se notar o amplo dominio da toxina 1 da sindrome do choque
toxico e da SED. A SEB também apresentou expressividade entre
as amostras toxigénicas, seguida pelas SEC e SEA
respectivamente, que nao foram tdo expressivas quanto as demais,
entre as amostras toxigénicas.
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4.3.5- Relagao entre a produgao de hemolisinas e toxinas

Os dados referentes a produgao das hemolisinas e sua relagdo com
as toxinas produzidas pelas 127 amostras testadas podem ser
visualizados na Figura 10. Como foi dito anteriormente a
semeadura em placas de agar sangue ovino foi acompanhado de
duas leituras com 24 e 48 horas. Nesta secao serdo apresentados
apenas os dados das hemolises referentes a leitura com 48 horas
onde ja se havia definido qual o tipo de hemolisina apresentada
pela amostra correspondente e sua relagdio com o tipo de toxina
produzida pela mesma. Das 21 amostras produtoras de hemolisinas
alfa, 14 delas eram produtoras de TSST-1 representando 66,7%, 10
produziram SED (47,6%) e trés produziram SEB (14,3%).
Nenhuma delas produziu SEA ou SEC (0%). Das 34 amostras
produtoras de hemolisinas alfa/beta, 16 delas eram produtoras de
TSST-1 representando 47,1% destas amostras, 10 produziram SED
(29.4%) e trés produziram SEB (8,8%) Novamente nenhuma
amostra produziu SEA ou SEC (0%). Das 55 amostras produtoras
de beta hemolisinas, 23 delas produziram também a TSST-1
representando 41,8%, 15 delas eram produtoras de SED (27,3%),
07 eram produtoras de SEC (12,7%), 17 produziram SEB (30,9%),
03 produziram SEA (5.5%). Das 17 amostras ndo hemoliticas,
07 delas produziram TSST-1 (41,2%), 03 amostras (17,6%) foram
produtoras de SED. Apenas uma amostra produziu SEC (5,9%), do
mesmo modo para SEB e SEA, houve apenas uma amostra
produtora para cada toxina (5,9%). Pode-se notar uma tendéncia de
maior produgao de enterotoxina D e TSST-1 (toxinas de maior
freqiéncia nas 127 amostras testadas) entre as amostras produtoras
de hemolisinas alfa e alfa/beta do que entre as produtoras de beta
hemolisinas e ndo hemoliticas.
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Gerais no periodo de 1994-97.
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4.3.6- Enterotoxinas produzidas entre as amostras TSST-1
positivas e negativas

Analisando-se os dados da Figura 9, pode-se verificar que, das 60
amostras TSST-1 positivas, 24 amostras (40%) produziram a SED,
cinco (8,3%) produziram SEC, 13 (21,7%) produziram SEB e duas
(3,3%) produziram SEA. Das 67 amostras TSST-1 negativas
apenas 14 delas (20,9%) produziram SED, trés (4,5%) produziram
SEC, 11 (16,4%) produziram SEB e duas (3%) produziram SEA.
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Figura 9- Distribuicio de SE’s entre as amostras de
S. aureus, TSST-1 positivas e negativas, isoladas de leite
bovino em Minas Gerais de 1994-97.
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5 DISCUSSAO
5. 1-Susceptibilidade das amostras frente aos antimicrobianos

Em primeiro lugar deve-se salientar que os resultados apresentados
foram de extrema importadncia pois, apesar das amostras serem
advindas de varias bacias leiteiras do Estado de Minas Gerais, a
maioria delas apresentou uma certa tendéncia de sensibilidade a
determinados antimicrobianos, assim como resisténcia a outros. Os
testes de susceptibilidade dos microrganismos frente aos
antimicrobianos s3o de essencial importancia para o controle
terapéutico das mastites. Apesar da larga variedade genética entre
os biotipos de S. aureus, existe uma possibilidade da
predomindncia de alguns clones causarem infecgdes com maior
freqiiéncia em animais, como foi observado por Musser et al.
(1990), em humanos. Sendo assim, quanto maior o nimero de
testes realizados em uma maior distribuigdo geografica, pode-se
visualizar melhor quais sdo os antimicrobianos indicados para o
tratamento das mastites em uma regiao, estado ou pais, além disto
aumenta-se a possibilidade da detec¢do de amostras multi-
resistentes. Existe porém alguns de fatores que contribuem
negativamente para se alcangar este intento. Raramente o
veterinario tem ao seu dispor a identificagio dos agentes
microbianos e sua susceptibilidade as drogas, como um guia inicial
para as decisdes sobre a terapia (Owens et al, 1997). Por este
motivo, resultados como estes que aqui sdo descritos, servem como
orientagao para profissionais no momento de decidir qual o melhor
antimicrobiano a ser indicado para o tratamento das IMI produzidas
por estafilococos. Deve-se salientar entretanto, que a realizagdo de
antibiogramas € sempre recomendado, dado que a susceptibilidade




60

de S. aureus frente a antimicrobianos pode ser modificada ao longo
do tempo dentro dos rebanhos, seja pela introdugdo de novos
agentes bacterianos ou desenvolvimento de mutantes resistentes.
Recentemente foi criado nos EUA o Programa Nacional de
Monitoramento da Susceptibilidade Antimicrobiana, que foi
inicialmente proposto pelo Centro de Medicina Veterinaria do
FDA, com posterior adesao do CDC e do USDA, com o intuito
inicial de monitorar as mudangas ocorridas nas susceptibilidades
antimicrobianas de patogenos isolados de casos clinicos animais e
humanos em todo o pais e de identificar amostras resistentes a
maioria dos antimicrobianos existentes. E bem verdade que a
despeito do continuo problema das mastites de origem
estafilococica e dos diferentes esquemas para uso de antibioticos,
tanto para tratamento como para prevengao das IMI, existe uma
similaridade mundial no tocante aos padrdes de sensibilidade destas
bactérias frente aos antimicrobianos (Swartz et al., 1984; Riedner et
al., 1987, Horovitz & Ziv, 1988; Mackie et al., 1988; Lange et al.,
1996; Langoni et al., 1996; Schocken-Iturrino et al., 1996). Autores
como Mackie et al. (1988) nao encontraram evidéncias marcantes
de alteragdes na sensibilidade dos S. aureus durante um periodo de
quatro anos, contrastando com os resultados de Myllys et al (1998),
que comprovaram alteragdes tanto na prevaléncia como no nivel de
resisténcia a antimicrobianos apos dois levantamentos realizados
com intervalos de sete anos. Neste trabalho entretanto, apesar dos
microrganismos terem sido isolados entre 1994-1997, observa-se
claramente que os padroes de sensibilidade das amostras frente a
alguns antibioticos, se mantiveram os mesmos, com valores
proximos de 100% como a cefotaxima, enrofloxacina e
gentamicina, seguidos pela rifampicina e cefalotina. Seguindo-se os
critérios propostos por Davidson (1980), os antimicrobianos que
inibiram o crescimento de mais de 80% das amostras podem ser
indicados para tratamento das IMI, principalmente porque existe
uma alta correlagdo entre os resultados dos testes de
susceptibilidade e os tratamentos (Hinckley et al, 1985). Por outro
lado, estes resultados permitem a combinagdo de drogas a serem
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utilizadas para o tratamento das infec¢des, uma vez que apenas
uma delas demonstrou ser pouco efetiva (polimixina B). Assim,
combinagdes como penicilina e novobiocina, gentamicina e
enrofloxacina podem ser utilizadas como sugerem alguns autores
(Owens et al., 1997; Silva et al., 1998), com amplas possibilidades
de sucesso terapéutico. O fato de ndo determinar, entre as amostras
trabalhadas, quais s3o produtoras ou nao da enzima [-lactamase,
nao invalida esta sugestdo, posto que existe discordancia entre
autores sobre a resisténcia de amostras de S. aureus aos antibioticos
B-lactamicos (Jones & Heath, 1985; Owens & Watts, 1988;
Thornsberry et al, 1997, Watts & Salmon, 1997). Deve-se
ressaltar, que embora 90,6% das amostras de S. aureus apresentam-
se susceptiveis ao cloranfenicol, este antibiotico ndo esta mais
recomendado para tratamentos de infecgdes, tanto no homem como
em animais, devido aos seus efeitos adversos.

5.2- Produgao de hemolisinas

A produgao de hemolisinas foi uma caracteristica apresentada pela
maioria das 127 amostras analisadas (86,6%). Estes resultados
podem ser considerados normais em se tratando desta espécie de
microorganismo, uma vez que os S. aureus isolados das IMI sdo
classificados como hemoliticos (Bergdoll, 1989). Deve-se salientar
entretanto, que o NMC (1987) considera que aproximadamente 5%
das amostras de S. auwreus, ndo sdao produtoras de hemolise. Este
fato foir também constatado neste trabalho, onde 13.4% das
amostras nao produziram qualquer tipo de hemolise detectavel, em
placas de agar sangue de ovino. Estas amostras no entanto, foram
classificadas como S. awreus através de varias provas de
identificacdo bioquimica, além da detecgio da produgio de
enzimas como a coagulase e a TNase (Varnam & Evans, 1991;
Quinn et al., 1994). Desta maneira a auséncia ou presenga de
hemolise ndo pode ser considerada como prova classificatoria para
S. aureus isolados das IMI e sim apenas mais um dado a ser
complementado. Deve-se ressaltar por outro lado, que a produgio
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de hemolisina ¢ considerada fator de viruléncia e esta diretamente
relacionada aos quadros de mastite (Le Gall & Plommet, 1965,
Ward et al. 1979). E importante salientar que estes
microorganismos produzem outro tipo de hemolisina, a hemolisina
delta, relacionada como fator de viruléncia por varios autores
(Easmon & Adlam, 1983; Takeshigue et al., 1983; Coia et al,
1992, Matsunaga et al, 1993). Esta hemolisina pode ser
considerada uma enterotoxina, por possuir agao patogeénica no
sistema digestivo, alterando a histologia do epitélio intestinal,
quando administrada em altas doses (O’Brien & Kapral, 1976). No
presente trabalho, as amostras foram avaliadas quanto aos seus
respectivos comportamentos em placas de agar sangue de eqiiino,
método recomendado para determinagdo da delta hemolisina
(Quinn et al, 1994). Cerca de 17,3% das amostras que apresentaram
hemolise completa neste substrato, foram consideradas como
produtoras da delta hemolisina. Estes resultados sdo similares aos
descritos por Matsunaga et al. (1993), que analisaram os fatores de
viruléncia de 58 amostras de S. aureus, porém foram inferiores aos
apresentados por Takeshigue et al. (1983) e Coia et al (1992). Esta
variagdo de resultados pode ser atribuida novamente, as diferentes
origens destes microrganismos. Por outro lado, vale salientar, que
apesar de constantemente detectada em amostras de S. aureus,
existem poucos estudos relacionados a sua agao citotoxica sobre o
epitélio mamario, mesmo sabendo-se que esta toxina possul agdo
citolitica (Easmon & Adlam, 1983). Deve-se destacar o fato da
existéncia de amostras que apresentam os dois tipos de hemolisinas
(alfa/beta) concomitantemente e que nao € descrito por nenhum dos
trabalhos consultados. Pelos resultados apresentados, pode-se
observar que estas amostras sio representativas (26,8%). Se for
considerado o trabalho de Ward (1979) que descrevem serem os
efeitos patogénicos das alfa/beta hemolisinas similares aos
produzidos isoladamente pela alfa hemolisina, verifica-se que a
soma de ambas representa a metade das hemolisinas produzidas
pelas amostras de S. aureus isoladas neste experimento. Estes
resultados sdo compativeis com os descritos na literatura,
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observando-se que existe uma variagao nos achados de alfa e beta
hemolisinas (Takeshigue et al, 1983; Kenny et al. 1992
Matsunaga et al, 1993). O importante € que estas exotoxinas sao
produzidas pela grande maioria das amostras de S. aureus como
fator de viruléncia. O fato de terem sido feitas duas leituras se deve
a caracteristica de crescimento do proprio microrganismo, que leva
de 24-48 horas de incubagao (NMC, 1987) para expressar o
aparecimento destas toxinas. Pode-se notar entretanto, que pequena
parte das amostras expressou hemolise com 48 horas de incubagao.
O numero de amostras hemoliticas aumentou e das nao hemoliticas
diminuiu. O fato de 6,3% das amostras apresentarem hemolise
entre 24 e 48 horas de incubagdo, pode ser explicado pela baixa
producdao de hemolisinas por alguns sorotipos, levando um tempo
maior para que a reagdo fosse visualizada, ou ainda, porque
algumas amostras possuiam uma baixa concentragdo no inoculo.
Desta maneira levaram mais tempo para atingir a fase logaritmica
de crescimento e consequentemente de maior produgdo de toxinas.
Todas as hemolisinas tipo delta se apresentaram entre 24-48 horas
de incubagdo, isto se deve a sua lenta migragdo através do agar
como foi descrito por Quinn et al., 1994. Certo ¢ que, de uma
forma ou de outra, o nimero total de amostras que apresentou
algum tipo de hemolise apds incubagido de 48 horas a 37°C, foi
bastante expressivo e condizente com o que foi descrito na
literatura até o presente momento, respeitando-se algumas
variagoes.

5.3- Produgdo de toxinas (SE's & TSST-1)

A freqiéncia de amostras apresentando enterotoxigenicidade
(42,5%) pode ser considerada alta comparando-se com os trabalhos
descritos na literatura. Verifica-se uma grande variabilidade na
freqiiéncia de amostras produtoras de enterotoxinas (entre 0 e 35%)
isoladas a partir de animais com IMI (Garcia et al., 1980; Kato &
Kume, 1980; Takeshigue et al, 1983; Kenny et al, 1993,
Matsunaga et al., 1993; Bogni et al., 1997) sendo poucos os relatos
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de frequéncias maiores (Ichikawa et al., 1996) que as descritas no
presente trabalho. Entretanto no Brasil, Lopes et al, (1990)
encontraram uma freqiéncia bem mais baixa, onde apenas 4,7%
das amostras oriundas de vacas com quadros subclinicos de
mastite, produziram algum tipo de SE. Estas diferencas de
resultados podem ser, segundo Kenny et al. (1993), atribuidas a
concentragao das proteinas antes da imunodifusio ou refletir
diferengas entre amostras de S. aureus de diferentes origens, sejam
elas norte americanas. européias ou sul americanas. Desta maneira,
Aarestrup et al. (1995) na Dinamarca, ndo encontraram nenhuma
amostra enterotoxigénica entre 106 testadas, chegando a conclusao
que o leite oriundo de vacas com mastite estafilococica nado
apresenta, naquele pais, riscos de causar intoxicagdes alimentares.
Estes autores também consideram que esta diferenga de resultados
pode ser reflexo das diferentes fontes de contaminagao
extramamaria nos diferentes paises. Aléem disso, eles também
ponderam que a producdao de enterotoxinas parece nao estar
associada a capacidade de S. awreus em produzir mastite. Isto se
torna obvio ao primeiro contato com dados relativos a grande
maioria dos trabalhos descritos, pois amostras nao produtoras de
enterotoxinas tambem s3ao capazes de causar mastites. Deve-se
considerar como fato importante, que estas toxinas sdao fatores de
viruléncia expressados pela bactéria, portanto torna-se imperioso
associar estas diferengas apresentadas nos trabalhos citados, ao tipo
de mastite causada pelas amostras mais toxigénicas € menos
toxigénicas. A participagao destas toxinas na patogenicidade do
agente causal, deve ser melhor investigada. O que se sabe € que
existem diferengas entre as amostras de S. aureus causadoras de
mastites super agudas e mastites agudas e cronicas (Matsunaga,
1993), porém estas diferencas ndo sao oObvias entre as amostras
isoladas de casos agudos e cronicos (Jonsson & Holmberg, 1981,
Matsunaga et al., 1993). Em outras espécies como 0s caprinos, €
citado na literatura a importancia das enterotoxinas associadas as
mastites estafilococicas (Bezek & Hull, 1995). Analisando outros
aspectos da producgio de toxinas, Takeuchi et al., (1998) descrevem
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altas percentagens (76,7%) de S. aureus produtores de TSST-I
isolados de mastites subclinicas, tanques de expansiao (75,4%) e
mastites clinicas (58.1%). Estes autores se dizem surpresos com a
expressao dos numeros principalmente com aqueles encontrados
nas mastites subclinicas e nos tanques de expansdo. Por outro lado,
Garcia et al. (1980) encontraram 7% de amostras enterotoxigénicas
entre 58 testadas na Espanha e descreve que estes resultados
indicam que o leite proveniente de vacas com mastites, pode ser
fonte de intoxicagdo em humanos, salientam porém, que os riscos
sao relativamente baixos. No Brasil, Lopes et al. (1990) citam que a
despeito das implicagdes em saude publica, ndao tém sido realizados
trabalhos epidemiologicos e sugerem, pelos dados encontrados, que
as intoxicagdes alimentares podem ocorrer pelo uso de leite
contaminado em nossa area geografica. Estes autores assinalam
entretanto, que a probabilidade de ocorréncia destas intoxicagdes
parece ser baixa, ndo representando um sério risco a saude publica.
Por outro lado, Takeshige et al. (1983) dizem ser de grande
importancia, sob o ponto de vista da saude publica, a alta
incidéncia de amostras de S. aureus produtoras de enterotoxinas,
isoladas a partir da glandula mamaria. S. awreus 1isolados
originalmente de casos de mastite podem ser agentes causadores de
intoxicagoes alimentares. Neste sentido, Adesiyun (1993) e
Ichikawa et al. (1996) descrevem os riscos do consumo de leite e
derivados crus e também pasteurizados, posto que as enterotoxinas
sao termoestaveis. Entre estas enterotoxinas, deve-se citar a SEC
que esta frequentemente relacionada as amostras de S. awreus,
isoladas de leite oriundo de mastite bovina (Takeshigue et al,
1983, Lopes et al., 1990; Matsunaga. 1993; Ichikawa, 1996; Bogni
et al., 1997), assim como de humanos infectados e portadores
(Ichikawa et al., 1996; Soares et al., 1997). Por outro lado,
amostras produtoras de outros tipos de toxinas (SEA e SEB)
também s3o descritas (Adesiyun, 1994), SEA e SED (Refai et al.,
1988). Verifica-se portanto, que existe uma grande variabilidade na
apresentacao das diferentes enterotoxinas por parte das amostras
isoladas, principalmente daquelas isoladas a partir de varias fontes
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diferentes (Aarestrup et al.,1995). Desta maneira, nao se pode
estabelecer um padrao de amostras toxigénicas causadoras de
processos infecciosos em bovinos assim como em humanos, o que
justifica plenamente os resultados aqui apresentados entretanto, a
classificacdo das amostras isoladas de acordo com a toxina
produzida e a fonte de infec¢do, tem sido objeto de discussao
(Ichikawa et al, 1996). Bergdoll, (1989) sugere que normalmente,
sorotipos estafilococicos isolados de vacas produzem SEC ou SED,
enquanto sorotipos isolados de humanos produzem primariamente
SEA. Pela propria variabilidade dos dados aqui encontrados e de
outros descritos na literatura, torna-se um tanto quanto simplista
adotar a classificagdo das amostras pelo tipo de toxina produzida e
a fonte isolada, mesmo porque na grande maioria dos trabalhos
publicados, sao encontradas todas as toxinas pesquisadas, variando-
se apenas a frequéncia das mesmas. Deve-se salientar. que a
detecgao de amostras toxigénicas ¢ de essencial importdncia para se
evitar as intoxica¢des alimentares em humanos e para a produgio
higiénica do leite e derivados. Quanto maior for o numero de
amostras testadas, melhor sera o perfil toxigénico levantado, assim
como sera melhor avaliada a relevancia destas toxinas presentes no
leite. Esta avaliagao ¢ vital em termos de saude coletiva e da
participagdo destas enterotoxinas, como fator de viruléncia sobre a
glandula mamaria dos animais. Neste sentido estudos
epidemiologicos sdo sugeridos (Lopes et al., 1990; Matsunaga et al.
1993) assim como, estudos com a produgdo de antitoxinas para a
terapia das mastites super-agudas (Bezek & Hull, 1995). O alto
indice de amostras enterotoxigénicas deve ser considerado e melhor
avaliado, principaimente em saide publica, pois tratamentos
termicos do leite como a pasteurizagdo, ndo sao capazes de inativar
estas SE’s (Bergdoll, 1989), sendo um risco em potencial para os
consumidores de bebidas lacteas. Vale ressaltar que ndo foram
encontradas referéncias no que diz respeito a inativagdo de
enterotoxinas pelo processo industrial de esterilizagio do leite. E
bem verdade que a produgdo e quantidade das enterotoxinas
estafilococicas dependem das condigdes de incubagio e do
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crescimento do proprio microorganismo. Bergdoll (1989) cita que
certas condigdes sdo necessarias para a enterotoxina estar presente
no alimento: (a) o alimento deve ser um bom meio de crescimento
para S. aureus; (b) sorotipos de S. aureus enterotoxigénicos devem
estar presentes no alimento; (c) deve haver condi¢des adequadas
para o crescimento e a produgdao de enterotoxinas (tempo e
temperatura suficientes). Assim a simples presen¢a de amostras
toxigénicas no leite ndo significa que irdo ocorrer casos de
intoxicagdes, porém o risco existe, principalmente se
considerarmos que o S. aureus é o microrganismo mais envolvido
nas IMI dos bovinos, que o leite € um excelente meio de
crescimento para S. qureus, que a temperatura da glandula mamaria
¢ a ideal para a produgio de enterotoxinas e que pequenas
quantidades de enterotoxinas sdo necessarias para causar doenga
em humanos, principalmente em criangas. Das toxinas apresentadas
no presente trabalho, houve amplo dominio da TSST-1 com 61
amostras (48,0%) e SED com 39 amostras positivas (30,4%), cujos
resultados sdo similares aos descritos por Kenny et al. (1993).
Alguns pesquisadores descrevem toxinas como a TSST-1 e a SEC
como toxinas associadas as amostras causadoras de mastites super-
agudas em bovinos (Jones e Wieneke, 1986; Matsunaga et al.,
1993) e caprinos (Morgan et al, 1986; Bezek & Hull, 1995).
Segundo estes autores, estas toxinas contribuem ativamente para a
reagcdo inflamatoria que ocorre nas infec¢des estafilococicas da
glandula mamaria. No entanto Takeuchi et al. (1998) descrevem
altas percentagens de S. auwreus (76,7%) produtores TSST-1
isolados de mastites subclinicas, uma explicagdo para estas
diferencas estaria na quantidade de toxina produzida pelas amostras
1soladas, necessarias para se causar mastites super-agudas ou
subclinicas, € interessante ressaltar que nao foram encontrados
trabalhos que realizassem este tipo de investigacao, ficando até
como sugestdo para futuros experimentos. Por outro lado uma
mesma amostra de S. aureus pode produzir mais de um tipo de
enterotoxina, como descrito neste trabalho. Resultados similares
sdo descritos por outros autores acima citados, porém sem discutir
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a importancia de seus achados. Ressalta-se entretanto, que estes
resultados sdo importantes, uma vez que a coprodugao de diferentes
tipos de toxinas serve para aumentar os efeitos toxigénicos destes
antigenos, sendo sugerido que a coprodugio de toxinas €
importante na patogenia das infecgdes produzidas por este
microorganismo (Soares et al. 1997). Do mesmo modo, Refai et al.
(1988) demonstraram que existe uma associagao entre a atividade
enzimatica especifica, a enterotoxigenicidade e a resisténcia de §.
aureus a varios antibioticos, principalmente naquelas amostras
produtoras de mais de um tipo de enterotoxinas. Especificamente
em relagao a TSST-1 deve-se salientar que, em bovinos esta toxina
ganhou notoriedade quantos aos aspectos patogénicos associados
aos tipos super agudos de mastite (Jones & Wieneke, 1986). Como
neste trabalho, a TSST-1 aparece freqiientemente detectada em
amostras causadoras de mastites bovinas, ovinas e caprinas, sendo
muitas vezes relacionadas as infecgdes super agudas (Jones &
Wieneke, 1986, Morgan et al., 1986; Matsunaga et al, 1993, Bezek
& Hull, 1995). Parece ter grande importancia na viruléncia das
amostras de S. aureus , sendo sugerido estabelecer uma relagio
entre a produgdo desta toxina e a severidade dos casos de mastites
(Matsunaga et al., 1993; Bezek & Hull, 1995). Neste trabalho ndo
foi possivel estabelecer este tipo de relagao, uma vez que as
amostras foram isoladas a partir de leite enviado ao Laboratorio de
Pesquisas em Bacterioses do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria da UFMG, para
diagnostico bacteriologico, ndo constando o historico clinico ou a
fase evolutiva do processo infeccioso da glandula mamaria.
Nio foram encontrados dados na literatura brasileira sobre detecc¢ao
de TSST-1 de origem animal, sugerindo que este trabalho aqui
apresentado € o primeiro relato de detec¢ao da TSST-1 produzida
por S. aureus de origem animal, no Brasil. Assim como as
enterotoxinas D e B, pois no trabalho realizado por Lopes et al.,
(1990) foram detectadas apenas as enterotoxinas A e C produzidas
por amostras de S. aureus isoladas de mastite bovina.
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3.4- Relagao entre a produgao de hemolisinas e toxinas

As amostras produtoras de hemolisinas alfa ou alfa/beta possuem
maior poder patogénico, em comparagao com amostras produtoras
de beta hemolisinas (Ward et al., 1979; Bramley et al., 1989). Esta
patogenicidade se vé aumentada pela produgido concomitante de
outras toxinas, como a TSST-1 e SED, que possuem propriedades
altamente toxigénicas (Bergdoll & Chesney, 1991; Kenny et al.,
1993). Assim, as amostras trabalhadas neste experimento, que
foram produtoras de alfa hemolisinas, TSST-1 e SED, muito
provavelmente sio possuidoras de um alto grau de viruléncia. Por
outro lado, um fato interessante é que a SEA, toxina normalmente
isolada de alimentos, foi encontrada apenas nas amostras
produtoras de beta hemolisinas e nao hemoliticas, o mesmo
ocorrendo com a SEC. Esta ultima porém, costuma ser descrita
com freqiéncia entre isolados de mastite (Kato & Kume, 1980;
Takeshigue et al., 1983; Lopes et al, 1990; Kenny et al., 1993;
Matsunaga et al., 1993), o que ndo ocorreu neste trabalho, onde a
distribuicdo desta toxina entre as amostras foi relativamente
pequena. Porém a SEB, a segunda mais encontrada entre os
isolados, obedeceu a mesma ordem de distribui¢do que a SED ou
seja, se concentrou entre as amostras produtoras de alfa e alfa/beta
hemolisinas. Sdo poucas as citagdes na literatura, que fazem
referéncia as conseqiiéncias destas associagdes de toxinas
produzidas por S. aureus, sobre a glandula mamaria. Tudo leva a
crer, que a associa¢do de determinados fatores de viruléncia por
parte de diferentes amostras de S. awreus resultam em variados
graus de patogenicidade destas bactérias. Como conseqiiéncia,
estes microrganismos induzem diferentes formas de apresentagido
clinica das IMI, que na maioria das vezes resultam em quadros
clinicos muito severos. Portanto, amostras que possuem a
capacidade de produzir mais de um fator de viruléncia e se estes
fatores apresentarem um certo sinergismo, certamente os efeitos
para a glandula mamaria serao mais drasticos.
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5.5- Produgao de SEs pelas amostras 15ST-1 positivas e negativas

Foi possivel perceber claramente na Figura 7, que houve uma
maior produgdo das enterotoxinas entre as amostras TSST-I
positivas do que entre as amostras TSST-1 negativas. E importante
citar que apenas um dos autores consultados (Matsunaga et al.,
1993) fez este tipo de comparagdo e neste caso, apesar da
distribui¢do da frequéncia das enterotoxinas ser diferente, a
produgao das mesmas foi do mesmo modo, mais expressiva entre
as TSST-1 positivas do que entre as amostras TSST-1 negativas.
Porém estes mesmos autores ndo descrevem em nenhum momento
sobre qual a importancia que existe sobre este fato, talvez isto se
explique pelo modesto volume de estudos sobre as associagdes
entre a producdo destas toxinas e seus respectivos efeitos sobre o
homem e os animais. A produgao destes fatores de viruléncia
envolvem complexos mecanismos que sdo codificados pelos genes
e regulados por fatores intrinsecos e extrinsecos como mudanga de
temperatura e pH. entre outros. Possiveimente a biologia molecular
possa desvendar quais 0s mecanismos que regem estas intrincadas
expressoes dos fatores de viruléncia destes microorganismos.
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6 CONCLUSOES

Existe grande variabilidade entre as amostras de S. aureus quanto a
producio dos fatores de viruléncia pesquisados.

A TSST-1 e a SED sao as principais exotoxinas produzidas por
amostras de S. aureus isoladas de leite bovino em Minas Gerais.

Pela primeira vez foi descrito na literatura brasileira a detecgdo de
TSST-1 produzida por amostras de S. aureus de origem animal.

O indice de amostras enterotoxigénicas encontrado foi considerado
alto (42,5%), em comparag@o com a literatura cientifica consultada.

Existe risco consideravel de intoxicagbes por enterotoxinas
estafilococicas através do leite de vaca em Minas Gerais.

Os antimicrobianos, Cefotaxima, Enrofloxacina, Gentamicina,
Rifampicina, Cefalotina, Cloranfenicol, Cefoperazona, Oxacilina,
Sulfazotrim, Novobiocina e Neomicina; s3o nesta ordem,
os mais efetivos para o controle da mastite bovina,
causada por Staphylococcus aureus em Minas Gerais.




SUMMARY

Staphylococcus aureus has been isolated at high frequency from
bovine milk. This microorganism produces a wide variety of
virulence factors, which may contribute to the pathogenicity of this
organism. In this study, 127 8. aureus strains isolated from bovine
milk were examined for their productivity of virulence-associated
factors and their susceptibility to antimicrobial drugs. The positive
rates of the total isolates for various virulence factors were as
follows: toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1) (47,2%) and
staphylococcal enterotoxins (SEA-D) (43,3%); o-haemolysin
(43,3%), P-haemolysin (43,3%) and &-haemolysin (17,3%);
thermostable nuclease (TNase) and coagulase (100%). On the
antimicrobial tests 127 (100 %) strains of S. aureus were
susceptible to cefotaxime, 125 (98,4%) to gentamicin and
enrofloxacin while resistance to ampicillin, penicillin and
polymyxin B were most common with 80-82 (62 -64 %) of strains.
The results provide evidence that these pathogens use different
mechanisms to produce intrammamary infections and their
susceptibility to antimicrobial agents should be analyzed.

Key words: Staphylococcus aureus, toxins, antimicrobial drug
susceptibility, bovine milk.
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