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RESUMO

Neste trabaho foi redizada a identificagcdo de Staphylococcus aureus e a avaliagdo do seu
potencial enterotoxigénico a partir de amostras de leite de bovinos de propriedades rurais
localizadas na microrregido de Sete LagoasMG, no periodo de mar¢o a junho de 2009.
Utilizou-se a extracdo de DNA de S aureus diretamente de amostras de leite, seguida da
amplificacdo pela técnica da PCR dos genes fem A, sea, seb e sec. Os S. aureus resistentes a
Metidlina (MRSA) foram detectados pela amplificagdo do gene mec A. A avdiagdo da
sensi bilidade e especificidade datécnica foi realizada em leite artificial mente contaminado com
amostras de S aureus padrdo (ATCC 25923, ATCC 13565, ATCC 14458, ATCC 19095 e
ATCC 33591) em concentragdo bacteriana conhecida. A especificidade foi demonstrada pda
presenca de produtos de PCR de tamanho esperado ao utilizar como molde, o DNA das
amostras de referéncia (controle positivo) e pela auséncia de amplificagdo do DNA de S
epidermidis (controle negativo). O limite de deteccdo dos microrganismos foi de 10 UFC/mL
paratodos os genes avaliados com os iniciadores especificos. Foram analisadas 200 amostras de
leite de tanque de expansdo da microrregido de Sete Lagoas -MG, quanto a presenca do gene
fem A. Das 200 amostras estudadas analisou-se estatisticamente se houve corrdacéo entre a
presenca de S. aureus identificados nas amostras de leite com maiores Contagens bacteriana
totais (CBT) e se as maiores Contagens de cdlulas somdticas (CCS) também estavam
relacionadas com a maior presenca de S, aureus. Dessas 200 amostras, em 145 (72,5%) houve
amplificacdo do gene fem A e estas foram analisadas quanto a presenca dos genes sea, seb, sec e
mec A. Os genes das enterotoxinas mais preval entes foram: sea (60%), seguida de seb (37,93%)
e posteriormente sec (6,89%). Foram encontradas 18 amodras de leite (11,03 %) com S aureus
portadores do gene mec A, identificando apresenca de MRSA no leite da microrregido estudada.
N&o houve correlacdo entre as taxas de identificagdo de S aureus e atas CCS e CBT. A
deteccdo de S aureus diretamente do leite, sem a necessidade de isolamento bacteriano, e a
caracterizacdo do potencial enterotoxigénico sugere a utilizacdo da técnica de PCR para estudos
epidemioldgicos das infeccdes estafil ocdcicas da glandula maméria. O dto percentua (72,5%)
de amostras de leite positivas para a presenga do gene fem A, sugere que S. aureus constitui-se
em um dos principais agentes causadores de infecgfes intramamérias na microrregido de Sete
Lagoas-MG e que seu potencia enterotoxi génico representa um risco potencia a salde publica.
Ressalta-se que a presenca de MRSA evidencia a selecdo de microorganismos resistentes a
anti bi 6ti cos, provavel mente devido ao uso indiscriminado de antibiéticos dém de comprometer
aqualidade do | eite e de produtos derivados € também um risco a salilde humana.

Palavr as chave: Saphylococcus aureus,enterotoxinas, MRSA, PCR
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ABSTRACT

The identification of Staphylococcus aureus in milk and the evaluation of its potentid
enterotoxic were eval uable during period from march to june of 2009, on the milk samples from
cattle farms located in the microregion of Sete LagoassMG. A protocol for DNA extraction
from S. aureus directly from milk samples, followed by amplifications by PCR of the genes fem
A, sea, seb and sec were used. The Methicillin resistant Saphyl ococcus aureus (MRSA) were
detected by amplification of the mec A gene. The sensitivity and specificity of the technique
was tested in milk artificially contaminated milk using a decimal dilution of S. aureus standard
strains (ATCC 25923, ATCC 13565, ATCC 14458, ATCC 19095 and ATCC 33591). The
detection limit of microorganisms was 10 CFU / mL for al genes evaluated with specific
primers. The specificity was determined by the presence of expected PCR products from the
DNA of the reference strains (positive control) and not amplified DNA from S epidermidis
(negative control). 200 milk samples from the expansion tank from the microregion of Sete
Lagoas-MG were available for the presence of the gene fem A. The results were anayzed
datidticaly if there was a relationship between the presence of S. aureus identified in milk
samples with higher Tota bacteria cont (CBT) and the largest somatic cdl cont (CCS) were also
related to increased presence of S. aureus. Of the 200 samples, 145 (72.5%) amplified the gene
fem A, and were analyzed for the presence of genes sea, seb, sec and mec A. The genes of
enterotoxins most prevalent were: sea (60%), followed by seb (37.93%) and then sec (6.89%).
There were found 18 milk samples (11.03%) with S aureus carriers of the gene mec A,
identifying the presence of MRSA. There was no corrdation between the rates of identification
of S aureus and high CCS or CBT. The detection of S. aureus directly from milk, without the
need for bacterial isolation, and characterization of its enterotoxic potentia suggests the use of
this PCR technique for epidemiologica studies of staphylococcal infections. In addition, the S
aureus is one of the mgjor causative pathogen of i ntramammary infections in the microregion of
Sete Lagoas-MG and have a high potential enterotoxic. It is represents a potential risk to public
headlth. It should be noted that the presence of MRSA highlights the sdection of antibiotics
resistant microorganisms, suggesting that the indiscriminate use of antibiotics in addition to
compromising the quality of milk and milk products isarisk to human health.

Keywords: Saphylococcus aureus,enterotoxins, MRSA, PCR
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1. INTRODUCAO

O leite € um dimento de dto vaor
nutricional considerado como importante
fonte de proteina, energia, cacio, fésforo e
vitaminas. Segundo dados da producgéo
pecudria do Instituto Brasileiro de Geografia
e Esatistica (IBGE, 2009), no primeiro
trimestre de 2009, Minas Gerais foi 0 Estado
com a maior produgdo de leite do pais, com
26,8% do totad produzido. Dentre as
principais regides produtoras de leite em
Minas Gerais encontra-se a microrregido de
Sete Lagoas.

A producdo leteira é afetada por diversos
fatores relacionados a0 mangjo e as doencas.
Na pecuarialeteiraa mamite € a enfermidade
de maior prevaléncia e economicamente a
gue mais causa prejuizos a esta atividade.
Gerdmente essa doenca é de natureza
infecci osa podendo ser causada por diferentes
microorganismos e sua ocorréncia €
determinada pelas interrdagbes entre o
hospedeiro, o ambiente e o agente infecci0so.
O principal microorganismo envolvido nesta
enfermidade é o Saphylococcus aureus,
bactéria amplamente distribuida na natureza,
sendo veiculada aos aimentos e ao gado
leiteiro  principadmente por  portadores
assintométi cos.

No homem o S aureus estd presente na
superficie da pele, destacando a regido das
maos, mucosa nasal, olhos, garganta, trato
gastrintestinal, sendo comumente encontradas
em feridas e infecghes. Essas bactérias
produzem vérias enterotoxinas (SE) que sdo
importantes causadoras de intoxicagbes de
origem bacteriana no homem e animais,
sendo consideradas como a principal causa de
toxi-infeccbes alimentares no mundo. As
enterotoxinas estafil ococi cas sdo resistentes a
hidrdlise de enzimas do trato gastrintestina e
s80 termoestaveis, resistindo a pasteurizagdo.

Sua presenca no lete e derivados representa
sério problema & salde publica. Os sinais
ciinicos observados nessa intoxicagdo
incluem nausea, vOmito, diarréia, dores
abdominais, cefaléia, entre outros. Ndo se
sabe a0 certo qua a dimens&o desse problema
na sociedade, devido a subnotificacdo dessa
enfermidade, 0 que reforca a importancia da
inspecdo e medidas de controle sanitario dos
alimentos destinados ao consumo humano.

Devido a mé utilizagdo dos antimicrobianos
disponiveis no mercado e a dta capacidade
adaptativa dos S. aureus, houve uma sdl egéo
de resisténcia destes microorganismos a
diversos anti mi crobianos. Atua mente,
amostras de S aureus resistentes a meticilina
(MRSA) s80 reconhecidamente um dos
principais problemas de infeccdo hospitalar,
também com relatos de infecgdes em animais.

A producéo de enterotoxinas por linhagens de
S aureus pode ser determinada por diversas
técnicas, entre das a Sensibilidade Otima em
Placa (OSP) e métodos imunoenzi méaticos. A
técnica da reacdo da polimerase em cadeia
(PCR) detecta 0s genes envolvidos na
producdo de enterotoxinas estafilocdcicas,
podendo com isso avdiar o potencid
enterotoxigénico das amostras isoladas, uma
vez que a bactéria pode apresentar o gene,
porém sem o expressar.

Mediante o risco de intoxicagcdo alimentar
peas toxinas produzidas peo S aureus e a
importancia dessa enfermidade para a salde
publica, trabalhos que objetivam identificar o
microorganismo e 0 seu potencia de
producdo de toxinas nos aimentos
apresentam grande relevancia, a fim de
avdiar o risco de contaminacdo alimentar.

Devido a importancia das toxinas na

patogenicidade de S aureus veiculados em
aimentos como o leite e seus derivados e a
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resisténcia dos S aureus a antibidticos
utilizados no tratamento de mamite, este
trabalho objetivou identificar S aureus
utilizando a técnica de PCR, com extracdo de
DNA redizada diretamente das amostras de
leite, avaliagdo do potencia enterotoxigénico
dos S aureus pela identificagdo dos genes
gue codificam as enterotoxinas A, B e C,
além do destaque para detecgdo de MRSA, no
leite de tanques de expansdo da microrregido
de Sete Lagoas — MG.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1- Producéo de leite

O leite € um dos aimentos mais compl etos
gue existem na natureza por conter proteinas
de dto valor biologico, por sua riqueza em
clcio e fésforo e por conter notaveis
guantidades de vitaminas A e B2, aém de
exercer uma influéncia reguladora sobre a
flora bacteriana do trato intestina (Luz,
2008).

A producdo mundia de leite foi de 560,5
milhdes de tondladas em 2007, sendo 66%
desse volume produzido na Europa e na
América A expansdo da producdo tem
registrado crescimento maior nos paises em
desenvolvimento, com destague para 0s
asi@ticos e latino-americanos. Apesar de o

Brasil ser considerado o sexto produtor
mundial com aproximadamente 26,1 bilhGes
de litros (EMBRAPA, 2009), o consumo per
capta brasileiro estimado para 2010, segundo
dado da FAO (2004), é de 129,72 litros ndo
satisfazendo a exigéncia minima de 180 litros
por habitante ano, preconizada peda
Organizacdo Mundial de Salde (Guimaraes,
2006).

O Estado de Minas Gerais, maior produtor de
leite do pais (IBGE, 2009), possui 10
macrorregioes e 66 microrregides. Dentre
estas microrregides, destaca-se a microrregiao
de Sete Lagoas (Fig.1l) composta peos
municipios de Aragai, Baldim, Cachoeira da
Prata, Caetanopalis, Capim  Branco,
Cordisburgo, Fortuna de Minas, Funilandia,
Inhalima, Jaboticatubas, Jequitibd,
Maravilhas, Matozinhos, Papagaios,
Paraopeba, Pequi, Prudente de Morais,
Santana de Piragpama, Santana do Riacho e
Sete Lagoas. Essa é uma das principais
regides produtoras de leite do Brasil, sendo
que em 2007 ocupou O trigésmo primeiro
lugar nacional, com uma producdo de 177
milhdes delitros de lete.

O Quadro 1 registra, pela ordem, as

mi crorregides que produziram, em 2007, mais
de 130 milhdes delitros.
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Figura 1l — Microrregi&o de Sete Lagoas- MG

Quadro 01: Principais Microrregides produtoras de | eite no Brasil.
Producdo de L eite (milhdeslitros) Produtividade (litr os/'vaca/ano)

UF |Microrregido 2003 [ 2004 | 2005 [ 2006 |2007 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 |2007
1 | SC | Chapecd 289 (333 [355 |405 503 |2593 |[2508]|2.617 |2.649 |2.901
2 |PR |Toledo 319 (367 [394 |425 441 |[2.892 |3.047|3.171 |3.443 |3.511
3 | GO | MeaPonte 360 (372 [373 |[361 392 |1.137 (1159|1114 |1.147 |1.158
4 | RO |[Ji-Paana 327 |[370 [389 |347 376 | 762 760 |762 |764 |787
5 | SC [S& Migue d Oeste 271 |[327 |[334 |[366 347 |2274 |2632]|2520 |2523 |2.425
6 | MG | Patosde Minas 297 (312 [326 |320 328 |2.012 (2000|2051 |1975 |1.982
7 | MG | Fruta 344 (330 [339 |320 327 |1.031 |[1.031]1.036 |1.026 |1.039
8 |RS | Passo Fundo 216 |[224 |[275 |310 326 |2718 |[2.765|3.132 [3.502 |3.982
9 | MG |Araxa 287 (302 (301 |301 317 |2.053 (2083|2018 [2.030 |2.038
10| PR | Ponta Grossa 267 |[270 |[304 |302 300 |3560 |[3.553|4.302 |4.607 |4.706
11 | GO | Sudoeste de Goiés 300 (295 |[291 |285 297 |1.468 |1.453|1.461 | 1462 | 1472
12 | MG | Patrocinio 226 |[235 |[245 |270 287 |2.037 |[2127]|2.208 |2.383 |2.494
13| MG | Uberlandia 214 |[214 |[223 |[258 271 |1.399 |[1.354]1.388 [1.363 |1.334
14| PR | Francisco Beltrao 212 |[233 (223 |[249 266 |1.960 [1.991|1.739 (1942 |2.373
15| MG | Paracatu 220 (228 |[238 |[233 264 |1.39 |[1.373]1.387 [1.396 |1.441
16 | MG | Passos 160 |[199 |244 |240 261 |1572 |[1.672]|2.128 [2.014 |2.086
17 | MG | Bom Despacho 253 [272 |[280 |[282 256 | 2564 |[2542|2.323 (2328 |2.289
18| RS | Lajeado—Estrela 150 |173 |172 |[191 217 |2.363 |[2607|2.514 [2635 |2.756

14



continuagéo

Producdo de L eite (milhdeslitros) Produtividade (litr os/'vaca/ano)

UF [Microrregido 2003 | 2004 | 2005 | 2006 2007 | 2003 2004 | 2005 | 2006 |2007
19| PE | Vaedo Ipanema 88 |104 (142 |178 202 |1.700 |1.881]2.180 |2.285 |2.289
20| GO | Entorno de Brasilia 180 |[198 |210 |208 200 |987 1.039|1.087 | 1.104 |1.097
21| MG | TrésMarias 146 |[171 (176 |177 199 |2.279 2.333|2.342 [ 2.473 |2.518
22 | MG | Juiz de Fora 158 (171 | 194 (194 199 |1.413 1.453|1.577 | 1.522 | 1.556
23| SC | Concérdia 148 |[163 |169 |203 195 |2.292 |2379|2.375 (2327 |2.325
24| SC | Xanxeré 102 |112 |135 |154 191 |2.680 |2.698]2.988 |3.093 |3.490
25| RS | Trés Passos 152 [152 |175 |186 188 |2.018 |2.023]2.296 |2.382 |2.444
26| RS | Erechim 108 (110 |114 (117 185 |1.875 1.9362.015 [ 1.852 [1.839
27| PR | Foz do Iguacu 140 (144 |170 |168 182 |2.416 2501|2792 [ 2.707 |2.790
28| RS | Guaporé 131 139 |142 |147 178 |2.875 |2.962|3.008 |3.024 |3.346
29| GO [ Andpolis 176 |[181 |185 |182 178 |1.036 1.036 | 1.038 | 1.040 |1.057
30| GO | Piresdo Rio 105 |[113 | 177 |179 177 11.288 1.32111.386 | 1.393 | 1.404
31| MG | Sete Lagoas 151 [163 | 180 |181 177 12.281 2.377 | 2.467 | 2.476 |2.456
33| GO [ Porangatu 167 |[171 |176 |179 176 |1.023 1.030 | 1.052 | 1.068 |1.082
34| RS | SantaRosa 141 |[163 |175 |186 173 | 2273 |2.232]2.439 | 2509 |2.593
35| GO | Ceres 210 |211 |204 |178 168 |1.040 |1.043]1.014 |[1.006 |1.006
36 | MG | Divinépolis 150 |[157 |156 |163 162 |2.038 |2126]2.107 [2.144 |2.161
37| PR | Cascavel 49 112 |181 | 222 161 | 976 1.250 | 1.608 | 1.910 |1.443
38| RS | Frederico Westphalen 99 99 108 |120 160 |1.803 1.829|1.891 | 1.699 |1.677
39| MG | Piui 136 (139 | 145 |148 157 11.884 1.940 | 1.777 | 1.787 |1.961
40| PR | Pato Branco 81 123 136 |144 155 | 2417 2.704 [ 2.833 [ 2.855 |3.051
41 | MG | Cataguases 144 |[150 |140 |152 154 1784 1.808 |1.827 | 1.848 |1.828
42| BA | Porto Seguro 141 [140 |144 |148 154 | 609 610 |[620 |610 629
43| MA | Imperatriz 86 126 |145 |161 153 | 726 842 |850 |890 861
441 GO | Catalégo 131 [138 |139 |139 152 |1.215 |1.248]|1.253 [1.257 |1.370
45| MG | Varginha 133 140 (132 |143 149 |1.654 1.585(1.719 | 1.703 |1.685
46| PA | S8o Félix do Xingu 128 (141 | 169 |168 148 | 716 716 |718 718 691
47| GO | Vale do Rio dosBois 135 (141 | 146 |142 145 11.169 1.166 [ 1.159 [ 1.158 | 1.174
48| RS | ljui 114 (114 | 135 |[139 144 | 2.787 1.57711.697 | 1.974 | 2.646
49| SE | Sergipana do Sertdo de|58 70 98 140 144 |1.439 1.57711.697 | 1.974 |1.961

Sao Francisco

50| PE |Vaedo Ipojuca 66 66 128 |140 142 | 979 989 |[1.584 |1.632 |1.665
51| MG | Uberaba 106 |[115 |145 |141 141 | 1.807 1.8081.879 | 1.632 |1.879
52| GO | Goiania 142 |140 |147 |(145 141 | 1.219 1.206 [ 1.241 [ 1.231 [1.221
53| GO [ Quirindpalis 180 (132 131 |143 139 | 1.552 1.535(1.549 | 1.557 | 1.555
54| MG | Curvelo 139 (167 |168 |167 139 |1.125 1.27511.268 | 1.249 | 1.058
55| MG | Governador Valadares 113 |119 |128 |120 134 973 965 |972 |967 935

56 MG | Unai 100 (110 107 |112 133 |1.529 1.790 [ 1.769 | 1.767 |2.042
57 | MG | Sdo Sebastido do Paraiso 104 [104 |99 135 133 |1.563 154211538 | 1.609 |1.579

Fonte: IBGE (2009) — Pesquisa da Pecuéria Municipal. Elaboracdo: R.ZOCCAL - Embrapa Gado
de Leite Ordenacéo por producéo de leite em 2007.
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2.2 —-Qualidadedo leite

A peda de quaidade do leite assume
destacada importancia no que se refere a
salde publica. No Brasil, embora ndo exista
estatistica disponivel sobre o assunto, sdo
freqlientes os casos de doengas associadas ao
consumo de late cru ou de derivados
produzidos com leite contaminado com
microrganismos patogénicos. Contribui para
isto, entre outras causas, 0 fato de mais de
44% do leite consumido no pais ser
proveniente do mercado informal, ou sga,
comercidizado sem qualquer tratamento
térmico ou controle laboratoria (Fagundes e
Oliveira, 2004).

As condicbes sanit&rias dos rebanhos, a
guaidade do leite, o transporte e a
temperatura de conservagdo do leite podem
explicar a variabilidade dos percentuais de
amostras improprias a0 consumo humano.
(Brant et al., 2007).

Contagens bacterianas totais (CBT) e de
células somadticas (CCS) sdo métodos de
referéncia e comumente sdo utilizados na
avdliagdo da quaidade do ldte cru. A
contagem individual de células sométicas
(CCSl) € um recurso laboratorial comumente
empregado para o diagndstico da mamite
subclinica, enquanto a contagem de células
sométicas do lete do tanque (CCSLT) € um
parametro utilizado para estimar o indice de
mamite subclinica presente no rebanho e as
perdas de producdo (Ruegg e Reneman,
2002; Silvera Filho, 2007; Costa, 2008).
Segundo Harmon (1994), existe dta
correlagdo entre a CCSLT, indices de mamite
subclinica e diminui¢do de producéo de leite
pelo rebanho. De acordo com Cassoli e
Machado (2007), CCSIs entre 100.000 e
200.000 cél/mL sdo consideradas normais,
enquanto que escores superiores a 200.000

cél/mL congtituem um forte indicio da
mamite subclinica

A CBT é um indice que est4 diretamente
associado a higiene da ordenha e ao
resfriamento do leite. Quanto mais higiénica
for a ordenha e a limpeza dos utensilios e
quanto mais répido for o resfriamento do
leite, menor sera a contaminagdo e a taxa de
multiplicacdo das bactérias no lete. A sujera
encontrada nos tetos e Ubere é considerada a
principal fonte de bactérias do ambiente para
a glandula maméria, podendo causar mamite
e para o lete, podendo causar aumento da
CBT (Galton et al., 1982).

Costa (2008) correlacionou positivamente
CCSLTs com as taxas de isolamento de S
agalactiae e de S uberis. Porém,
contrariamente ao relatado pelaliteratura, ndo
observou correlagéo entre CCSLT e as taxas
deisolamento de S. aureus. Este mesmo autor
constatou que quando se verificam aumentos
nos indices de mamite clinica ou subclinica,
verifica-se aumento também na CCSLT.

Altas CCSTs sdo indicativas de indices
elevados de mamite subclinica no rebanho o
gue traz reflexos diretos na quaidade do leite
e na produtividade do rebanho (Santos e
Fonseca, 2007). Rebanhos que apresentavam
0s maiores indices de mamite subclinica,
sobretudo com o envolvimento de S aureus e
S agalactiae foram também aguees
apresentaram os maiores escores de CCST.
Cinco propriedades, que tinham S. agalactiae
como agente principal, foram as que
apresentaram 0s escores mais eevados de
CCST no lete (1.702 a 3.181 x 10° cd./mL),
0 que demonstra a importéncia deste
microrganismo no aumento da CCST em
rdacdo aos demais patdgenos contagiosos,
conforme relatado por Zafalon et al. (1999) e
por Costa et al. (2005).
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Pinheiro de S4 et al (2004) verificaram
correlagdo entre a producdo de enterotoxinas
e a resposta cdular verificada pda CCS,
revelando que nos casos de detecgdo de
enterotoxinas, as amostras eram provenientes
de quartos mamarios com CCS superior a
1000 x 10° cdlulas por mL de leite, o que
pode sugerir possivel fator de viruléncia para
este agente.

O mercado interno e externo estd muito mais
exigente e observador. Considerando néo
somente o ganho financeiro adquirido com a
producéo de late de alto padréo, a mehoria
na qualidade deste produto reflete a maior
eficiéncia da producdo nas propriedades
rurais e deva o rendimento dos produtos
l&cteos na indistria. Conseqlientemente, esta
eficiéncia beneficia 0 negocio destas
empresas e da cadeia de lete como um todo.
A legisacdo em vigor, Instrugdo Normativa
N° 51 de Setembro de 2002 (Brasil, 2002),
desde julho de 2.008, estabelece 750.000
cél./mL como limite méximo de CCSLT para
0 late produzido atua mente nas regides sul,
sudeste e cento oeste do Brasil, e para
400.000 cél./mL em 2.012.

2.3 —Mamite bovina

A mamite bovina constitui-se em um dos
problemas sanitarios mais importantes na
pecudria leiteira nacional, embora doencas
infecci osas de grande importancia econémica,
como a brucelose e tuberculose ainda sgam
endémicas no rebanho brasileiro. Ta fato
gera uma demanda, por parte de toda cadeia
produtiva do leite, por aternativas que
venham minorar 0s preuizos relacionados
com ocorréncia dessa doenca que, dém de
depreciar a qualidade do lete, diminui a
rentabilidade do empreendimento pela queda
de producdo que se verifica nos rebanhos
endemicamente acometidos (Costa, 2008). O
Onus determinado pela doenga se justifica

pelareducdo na producéo de leite dos animais
acometidos, gastos com medicamentos,
descarte de leite de animais em tratamento,
reposi ¢&o precoce de vacas e, eventua mente,
a morte de animais. Além desses aspectos,
verificam-se dteragdes nas caracteristicas
fisico-quimicas do leite, tais como a redugdo
dos teores de gordura e caseina e o aumento
da contagem de céulas sométicas,
ocasionando baixo rendimento industrial,
aém de depreciagdo no vaor nutricional e
das caracteristicas sensorias do produto
(Santos, et al. 2005). Dessa forma, pode-se
considerar que mamite € a doenca infecciosa
mais comum que afeta as vacas ldteras e a
gue proporciona a maiores perdas
econdmicas para o setor |eteiro, tanto por sua
dta fregiéncia, quanto pelos aspectos
econdbmicos a ea reacionados (Silva, 2003;
Silva e Silva, 2005).

O S aureus destacase como um dos
mi crorgani Smos mais freqUentemente
associados as infecgbes intramamérias de
bovinos em todos os continentes e o agente
gue isoladamente determina as maiores
perdas na pecuaria leiteira (Vasudevan et al.,
2003; Costa 2008). Diversos autores
rlataram que a mamite clinica e subclinica
de causa estafilococica é de consideravel
rdevancia, especid mente a subdlinica, onde
este agente representa cerca de 20% a 40%
dos isolamentos. (Langoni et al. 1991;
Fitzgerald et al. ,1997; Langoni et al., 1998;
Pinheiro de Sa et al., 2004).

No Brasil, S aureus é considerado o principal
agente causal da mamite bovina, com taxas
de isolamento varidveis entre 8,3% e 49,23%
(Costa et d., 1995; Donatde et al., 2002,
Costa, 2008). Outros autores relatam
resultados variaveis entre 9,1% e 85% em
diferentes regifes e estados e entre diferentes
paises (Langenegger et al., 1986; Costa,
1986; Vianni e Nader, 1989; Trinidad et al.,
1990; Langoni et al. 1991; Wilson et al.,
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1997). Dessa forma pode-se considerar que
em diversas regides do Brasil a mamite
contagiosa € a mais freqlente, tendo como
agentes principais S aureus, Streptococcus
spp. (3-60 %), Corynebacterium bovis (1,3-
30 %) e Staphylococcus coagul ase-negativos
(SCN) (16-25 %) (Silva et al.,1983; Nader
Filho et al.,1984; Costa et al., 1995; Brito et
al, 1999; Laffranchi et al., 2001; Costa 2008).

Estima-se que, anuamente, as perdas
mundiais devido & mamite aproximam-se de
35 bilhdes de dblares. Nos Estados Unidos, o
custo anual da mamite tem sido estimado em
1,5 a 2,0 bilhdes de ddlares, enquanto que as
perdas de producéo de leite, devido a mamite
subclinica, e custos de reposi¢éo associados a
dta contagem de células soméaticas (CCS)
foram estimados em 960 milhdes de dolares
(Silva, 2008).

Estudo redlizado por Costa (2008) em 35
rebanhos leiteros da regido sul de Minas
Gerais, verificou devados indices de mamite
e de contagens de células sométicas, sendo
predominantes 0s agentes  contagiosos
representados principal mente por
Saphylococcus coagulase positivos (34,29
%) e Sreptococcus agalactiae (21,82%).
Pat6genos ambientais representaram
(18,35%) dos isolamentos. O mesmo autor
identificou a existéncia de uma grande
diversidade de S aureus na populagdo
estudada e a existéncia de tipos clonais
predominantes entre os rebanhos, que
respondem pela maioria das infecgoes.

2.4 Staphylococcus aureus

Saphylococcus aureus (do grego “staphyle”
= cacho de uvas, e “cocos’ = grdo) foi
descrito pela primeira vez em 1880, em pus
de abscesso cirdrgico por um médico escocés
Alexandre Ogston, sendo um  dos
microrganismos mais comuns nas infeccoes
piogénicas em todo o mundo (Santos e

Fonseca 2007). O nome desta espécie deriva
da coloracdo de suas col6nias que passaram a
ser estudadas e isoladas por Rosembach
(Silvera Filho, 2007), que nomeou
inicialmente S pyogenes aureus, para as
colénias amareladas e S. pyogenes albus, para
as brancas. Entretanto, ja € sabido que a
pigmentacdo da colénia é bastante variavel
(Judicial Commission, 1958).

O género Saphylococcus —apresenta-se
morfol ogicamente na forma de cocos Gram
positivos, isolados ou agrupados em cachos,
pares ou tétrades, sd0 coagulase positiva,
sendo um patégeno oportunista (Santana et
al., 2006), anaerdbios facultativos, ndo
esporulados, imoveis e produtores usuas de
catalase (Kloss e Lambe, 1991). O S aureus
apresenta temperatura de crescimento na
faxa de 7°C a 48,5 °C (com temperatura
otima de 35 a 37 °C) (Frazier e Westhoff,
2000). Esta bactéria pode crescer em pH de
4,0 a9,8, sendo o pH 6timo para crescimento,
compreendido entre 6,0 e 7,0 (Luz, 2008).
Estas caracteristicas possibilitam que o S
aureus cresgca numa grande variedade de
alimentos.

Estas bactérias sdo  oxidase-negativa,
fermentam glicose em anaerobiose, possuem
&cido teicdico como constituinte de sua
parede celular e DNA com contetido bastante
reduzido de GC (30 % a 39 %) (Luz, 2008).
A parede cdular dos estafilococos € resistente
a lisozima e sensivel a lisostafina, que cliva
especificamente as pontes cruzadas de
peptidoglicano com  pentaglicina.  Os
estafilococos sdo facilmente destruidos por
tratamentos térmicos, como a pasteurizagdo,
mas suas enterotoxinas (SE) so termoestaeis
e permanecem ativas nos alimentos tornando-
se um risco em potencial para a salde do
consumidor e um problema para a salde
publica (Carmo, 2001).
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O habitat primério de S. aureus em humanos
€ a mucosa da nasofaringe onde a bactéria
existe como um membro persistente ou
transitorio da microbiota normal sem causar
quaisquer sintomas (Fueyo et al., 2005).
Portadores assintométicos congtituem-se a
principal fonte de infecgdo por S aureus,
podendo causar doengas adquiridas tanto no
ambiente hospitalar como na comunidade
(Fueyo et al.,2005).

2.5- Intoxicagédo alimentar e Enterotoxinas

A contaminagdo  microbiolégica  dos
aimentos tem sido objeto de preocupacdo
constante em diversos paises. Estima-se que
nos Estados Unidos ocorram cerca de 6,5
milhdes de casos de infecgdes e 9.000 ohitos
em conseqiéncia das  enfermidades
transmitidas por aimentos a cada ano. Ja no
Brasil, de acordo com o Sisema de
Informacdo sobre Mortalidade (SIM), entre
1999 e 2002 (BRASIL, 2005), ocorreram
25.281 6bitos por Doengas Transmitidas por
Alimentos, com uma média de 6.320
oObitos/ano, porém sem especificar as toxinas,
0S microrganismos ou as fontes envolvidas
(Almeida et al. 2008). Estes dados,
possivel mente subestimados devido a falta de
notificacdo dos surtos, demonstram a
rdevancia das medidas de controle sanité&rio
dos adimentos destinados ao consumo
humano, particularmente das matérias primas
de origem animal.

O S aureus é ubiquo na natureza, sendo os
humanos e os animais seus reservatorios
primérios. Esse microorganismo é um dos
mais freqlentes agentes etioldgicos da
mamite e, dessa forma, o leite e produtos
lacteos sio considerados veiculos comuns
deste microrganismo (Silva, 2004). Este fato,
diado ao devado indice de amostras
enterotoxigénicas, deve merecer especia
atencdo dos 6rgdos oficiais de inspecéo e de

vigildncia sanitaria, uma vez que pode
representar sério risco potencia para a salde
publica (Lamaita et al., 2005). Programas de
estudos epidemioldgicos sobre toxinfecgdo
alimentar sGo essenciais para a melhoria na
salde coletiva em todo mundo (V eras, 2004).

A presenca das amostras toxigénicas de S
aureus no leite ndo implica, necessariamente
na ocorréncia de intoxicagcbes em seres
humanos, porém o risco existe e € maior para
criangas. A percepcdo de risco € aumentada,
principd mente, a0 se considerar que esse
microorganismo € o mais envolvido nas
infeccbes  intramamé&ias de  rebanhos
leiteiros, com prevaéncia de amostras com
elevado potencia toxigénico (Saet al., 2004).

Enterotoxinas estafilococicas (SE) sdo os
principais agentes de intoxicacdo de origem
bacteriana no homem e séo caracterizadas por
nausea, vomito, diarréa, dor de cabega,
colica abdominal, cdibra muscular, queda de
pressdo sangliinea e prostracdo (Lamaita et
al., 2005). O periodo de incubacdo da
intoxicacdo estafilococica é curto, variando
de 15 minutos a 6 horas apés a ingestédo do
aimento contaminado (Carmo, 2001). Os
sintomas variam de acordo com a
susceptibilidade individual, sendo mais
graves em recém-nascidos, idosos e pessoas
acometidas de doencas cronicas
imunossupressoras. O restabe ecimento
ocorre geramente em periodo de um a dois
dias (Bergdoll, 1989). Uma mesma amostra
de S aureus pode produzir mais de um tipo
de toxina, que em quantidades inferiores a
1pg podem desencadear os sintomas de
intoxicacdo (Nader Filho et al., 2007).

As SE petencemn a familia dos
superantigenos, cujas principais
caracteristicas sd0 a pirogenicidade, a
antigenicidade e a capacidade de aumentar a
sensibilidade celular & endotoxinas (Silva,
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2004). As SE sd0  consderadas
superantigenos, por estimularem  uma
resposta policlonal inespecificade células T e
a liberacdo aumentada de citocinas, causando
toxicidade sistémica e supresséo da resposta
imune adaptativa, os quais prolongam a
infecgéo bacteriana. Os superantigenos ligam-
se smultaneamente & moléculas do
complexo de histocompatibilidade principal
(MHC) de dasse Il e aos receptores de
céluas T, independentemente de suas
especificidades de ligagdo a peptideos,
formando um complexo trimolecular, que
induz a proliferacdo demasiada de céulas
(Andrade, 2008).

As SE possuem uma estrutura compacta, o
gque conferem resisténcia a enzimas
proteoliticas como pepsing, tripsing, renina e
papaina (Bergdoll, 1989) resistindo dessa
forma a hidrélise pelas enzimas gastricas e
jeunais mantendo sua atividade no trato
digestivo apds ingestédo (Luz, 2008). Entre
outras propriedades, as enterotoxinas sdo
estdveis ao aguecimento a 100°C durante 30
minutos, ndo sendo inativadas totalmente pela
pasteurizacdo e outros tratamentos térmicos
usuais (Bergdoll, 1989).

Muitos isolados de S aureus produzem
quantidades detectévei s de enterotoxinas apds
24 horas de incubagdo a 30 °C (Luz, 2008);
condicOes especiais como temperatura e pH
s80 as mais necess&rias para a sintese de
enterotoxinas (Veras, 2004). Segundo
Bergoll, (1989) a temperatura Otima de
producdo de enterotoxinas é a 37 °C, podendo
ocorrer também em temperaturas entre 25°C e
30 °C. Segundo 0 mesmo autor, quanto menor
a temperatura maior 0 tempo necessario para
producéo das enterotoxinas; sob condicdes de
anaerobi ose sGo dependentes de fatores como
opH (5,15a9,0; pH 6timo 6,5 a7,5).

Atuamente, sdo conhecidos 18 tipos de
enterotoxinas estafilococicas classificados
com base em suas diferencas sorol6gicas em
SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI,
SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ,
SER e SEU (Cunha, 2007).

A deteccdo de enterotoxinas estafilococicas
realizada no sobrenadante de culturas peos
métodos cdéssicos de imunodifusdo,
aglutinagdo e ELISA é demorada, e nem
sempre detecta concentragdes baixas de
toxinas. Comercialmente estdo disponivels
apenas kit/antisoros para SEA, SEB, SEC,
SED e SEE (Cremones et al., 2005).

A técnica da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) tem se revdado uma
dternativa rapida, sensivel e especifica na
identificacdo de patdégenos e seus genes de
enterotoxinas (Rosec e Guiraud, 2002).

Os genes que codificam as enterotoxinas ja
foram estudados, e suas denominagtes
iniciam com as letras se (Freitas et al., 2004).
Os genes que codificam sed e sg§ sfo
carreados por plasmidios — as que codificam
Sea e see por fagos e por cromossomo: seb,
sec, seg, seh, sai, sek, sel, sem, sen, seo, sep e
seq (Andrade, 2008).

O gene sea que codificaa SEA € composto de
771pb e codifica uma proteina de 27,1 KDa
(Betley e Mekaanos, 1988). A deteccdo do
gene sea em isolados de S aureus é
importante, pois a SEA é toxica mesmo em
baixas concentragtes (Evenson et al., 1988),
sendo a enterotoxina mais envolvida em
intoxicagdes alimentares seguida por SED e
SEB (Balaban e Rasooly, 2000).

O gene seb consiste de 798 nuclectideos e
codifica uma proteina de 31,4 KDa (Johns Jr
e Khan, 1988). O gene seb é cromossomal em
isolados clinicos de S aureus envolvidos em
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intoxicacdo aimentar, embora sga carreado
por um plasmidio em outros isolados
bacterianos (Shafer e landolo, 1978).

A enterotoxina SEC é heterogénea e contém
algumas variantes, designadas SEC1, SEC2,
SEC3, SEC bovina e SEC ovina. Estas foram
classificadas com base nas diferencas
antigénicas e no hospedeiro anima com o
qual das estdo associadas. O gene secl
contém 801 pb e codifica uma proteina de
27,4 KDa (Bohach e Schlievert, 1987), o
gene sec2 contém 801 pb e codifica uma
proteina de 26 KDa (Bohach e Schlievert,
1989) e o0 gene sec3 contém 798 pb e codifica
uma proteina de 27,4 KDa (Couch e Betley,
1989). SEC2 e SEC3 sfo os subtipos de SECs
mais freglentes em surtos de intoxicacdo
dimentar (Chen et al., 2001). SEC é a
enterotoxina mais comumente associada com
producdo leitera bovina, ovina e caprina
(Hirookaet al., 1988).

Cardoso et al. (1999) caacterizaram a
producdo da toxina da sindrome do choque
toxico (TSST-1) e de enterotoxinas
estefilocdcicas (SE) A, B, C e D em 127
amostras de S. aureus, isoladas de amostras
de leite proveniente de vacas com mamite no
Estado de Minas Gerais. Das 127 amostras
testadas, 60 (47 %) eram produtoras de
TSST-1 e 54 (43 %) produtoras de SE, 38
amostras produziram SED (30 %), 24 SEB
(19%), 8 SEC (6 %) e4 SEA (3 %). Estafoi a
primeira descricdo da presenga de TSST-1 em
isolados de glandula maméria de bovinos no
Brasil. Para veificagdo da producdo de
toxinas foi utilizada a técnica de sensibilidade
otima em placa- OSP- (Robbins et al., 1974).

Silva (2004) identificou maior presenca dos
genes sea e seb em amostras de leite bovino,
utilizando 100 amostras de S. aureus isoladas
de leite de cabra (n=36) e de vaca (n=64).
Esses isolados bovinos eram pertencentes a

rebanhos localizados em 23 municipios do
estado de Minas Gerais. Foi redlizado PCR
multiplex com os iniciadores FEM A, SEA,
SEB E SEC e observou que 64 amostras
isoladas de mamite bovina, quatro (6,3%) co-
amplificaram os genes sea e seb e 2 (3,1 %)
amplificaram o gene sec.

Veras (2004) observou em 30 amostras de S.
aureus provenientes de lete e derivados
envolvidos em surtos de toxinfecgdo
aimentar ocorridos no periodo de 1998 a
2002, em Minas Gerais, uma maor
porcentagem de amplificagdo para o gene de
SEA (26,6 %) seguida de SEB (20 %) e
posteriormente SEC (3,33 %). Na associagéo
de SEA +SEB  encontrou-se uma
porcentagem de 16,6 %.

Nader Filho et al. (2007) identificaram a
maior presenca do gene sea, e seb seguida do
gene sec e 0 predominio de SEA, SEB em
relacdo a SEC pesquisadas em 72 amostras
de S aureus isoladas no leite de vacas com
shas de mamite ou que apresentavam
positividade no California Mastitis Test, em
10 propriedades rurais do Estado de S&o
Paulo.

Luz (2008) utilizou de 94 isolados de S
aureus de amostras de leite provenientes de
vacas com mamite e quejo coaho em
propriedades de exploracéo leiteira de cinco
municipios da regido de Pernambuco, Brasil
(S8 Bento do Una, Angeim, Caetés,
Correntes e Gravatd) e nenhum dos avaiados
pela PCR-Multiplex possuia 0s genes sea, seb
e sec, havendo apenas a amplificagdo dos
segmentos de tamanho esperado nas amostras
de referéncia (FRI) usadas como controle
positivo. Em contrapartida 88/94 (93,6%)
identificaram 0s genes responsaveis pela
producéo das enterotoxinas SEG, SEH, SEI e
SEJ, dos quais 31/88 (35,2%) amplificaram
apenas para um gene 33/88 (37,5%)
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amplificaram para dois genes, 17/88 (19,3%)
amplificaram para trés genes e 7/88 (8%)
amplificaram para 0s quatro genes,
permitindo classificar os fragmentos de
tamanho esperado dentro de 10 grupos
genotipicos para a presenca dos genes
toxigénicos, dessa forma ndo detectando a
presenca dos genes das enterotoxinas
classicas.

2.6 Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA)

Nas Ultimas décadas, tem-se observado a
emergéncia de microrganismos resistentes
aos antibidticos, dentre os quais se destaca S.
aureus resistente a meicilina (MRSA —
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus).
Essas linhagens ndo sGo comumente rel atadas
em animais, entretanto, nos ultimos anos, ha
registros de aumento de casos de infeccOes
em animais domésticos (Rich et al., 2005;
Middleton et al., 2005), sugerindo que as
infeccbes mamérias por MRSA, em bovinos
leiteiros, podem ser consideradas sSério
problemano campo (Leeet al., 2004).

Na década de 1940, a grande maioria dos S.
aureus era sensivel a penicilina. A partir de
1950, quando os antibidticos passaram a ser
amplamente utilizados, iniciou-se o fenémeno
de resisténcia bacteriana a prati camente todos
os antibioticos de uso parenteral, incluindo a
eritromicina e atetraciclina (Chambers 1988).
A introducdo das penicilinas resistentes a
penicilinases, na década de 1960, possibilitou
um avanco na terapéutica antiestafilococi ca.
Com o uso indiscriminado das penicilinas
semi-sintéticas, como a meticilina empregada
no tratamento de infeccdes estafilocdcicas,
surgiram amostras  resistentes a edte
antibidtico, denominadas de MRSA, cujo
padréo de resisténcia se estende aos outros
antibiéticos beta-lactdmicos (Voss et al.,
1994). MRSA foi primeiramente reportado

em 1961 no Reino Unido e, em meados dos
anos 70, tornou-se endémico em muitos
paises sendo a principal causa de infeccOes
hospitalares no mundo. A vancomicina era o
Unico antibiético efetivo contra os mesmos,
mas, em 1997, foram descritas amostras de S.
aureus com resisténcia a vancomicina e a
teicoplanina. Tais estafilococos receberam a
sigla VISA (Saphylococcus aureus com
resisténcia intermedidria & vancomicina) e
atualmente sdo denominados simplesmente
de VRSA (Saphylococcus aureus resistentes
a Vancomicina) (Boyle-Vavra et al., 2001).
Inicidmente, as infeccbes congtituiam-se
primariamente, num problema hospitalar,
recentemente, eas tém se estabeecido em
comunidades sem risco identificavel (Lee,
2003).

Em animais o isolamento de MRSA foi
primeiramente reportado por Devriese et al.
(1972) a partir de leite de vacas com mamite.
A sensibilidade de S aureus aos diferentes
antibiéticos empregados no tratamento das
doencas animais € de grande importancia para
0 médico veterin&io, pois visa fornecer
subsidios para a terapia do animal acometido,
bem como para todos os animais do rebanho
submetidos as mesmas condi¢gdes de mango
e portanto, sob o0s mesmos riscos de
infeccdo. Por todo o mundo, o aumento de
prevaléncia de S aureus multi-resistentes
causadores de mamite bovina é grave, com a
reducéo da efetividade dos antimicrobianos e
0 aumento da morbidade e dos custos para
combater essa doenca. Existe
heterogeneidade genética consideravel em
populagdes naturais de S aureus (Zafalon et
al., 2008).

As mamites causadas por S aureus
apresentam na atualidade uma baixa resposta
a antibioticoterapia, por isso ha uma
variedade de estudos no esforco de
determinar quais sdo os fatores responsaves
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por falhas na terapia, de modo que no futuro
0s tratamentos sgjam mais efetivos (Reis et
al., 2003; Costa, 2008).

Em Minas Gerais, Cardoso et al. (2000), no
periodo de 1994 a 1997, isolaram e
submeteram ao antibiograma 127 S. aureus
provenientes de 23 municipios. Os
antibiéticos mais efetivos foram cefotaxima
(100%), enrofloxacina (98,4%), gentamicina
(98,4%), rifampicina (96,1%), cloranfenicol
(90,4%), sulfazotrim (86,6%) e novobiocina
(85,8%). As drogas menos efetivas foram
Polimixina B, ampicilina e penicilina G de
acordo com os testes in vitro, com o0s
percentuais de sensibilidade de
respectivamente  8,7%, 28,6% e 29,1%.
Resultado semel hante foi obtido por Donatele
et al. (2002) em que foi avaliado o perfil de
resisténcia aos antimicrobianos de 180
amostras de S aureus isolados de mamite
subclinica em rebanhos do estado do Rio de
Janeiro, verificando devados indices de
resisténcia para os antibiéticos B-lactémicos
(82,9%) etetraciclinas (24,4%).

No que se refere a resisténcia antibidtica de
amostras de S. aureus envolvidas na etiologia
da mamite bovina em rebanhos brasilaros,
notase uma grande variacdo quanto a
eficiéncia das diferentes drogas analisadas.
No entanto, algumas tendéncias sdo
percebidas, como susceptibilidade da maioria
dos isolados de S aureus a gentamicina,
cefalosporinas e ao doranfenicol, e a
resisténcia a penicilina e ampicilina (Costa,
2008).

Segundo Raala-Schultz et al. (2004), as
bactérias resistentes que sdo encontradas em
animais produtores de dimentos, podem
contaminar os produtos alimenticios e serem
transferidas para humanos através da cadeia
adimentar. No trato gastrointestina eas
podem transferir genes que conferem a

resisténcia antimicrobiana a outras bactérias
da propria espécie ou de espécies ndo
relacionadas, patogénicas ou ndo (L uz, 2008).

Foram registrados isolamentos  de
Saphylococcus aureus com resisténcia
intermediaria @ vancomicina no Rio de
Janeiro, em S&o Paulo e Porto Alegre e de
estafil ococos coagulase negativos resistentes
a vancomicina e a teicoplanina em S&o Paulo
(Oliveira, 2002).

Os MRSA associados as  infecgOes
comunitarias  (CA-MRSA) emergiram
recentemente como um novo patégeno.
Tradiciona mente, oS MRSA eram
reconhecidos como importantes pat6genos
hospitalares (HA-MRSA, do inglés: hospital-
acquired methicillin resistant Staphylococcus
aureus). Entretanto, recentemente, infecgdes
comunitérias por MRSA em pacientes que
ndo apresentam riscos classicos para
infeccdes nosocomiais (CA-MRSA  sem
risco) tém sido reatadas nos Estados Unidos,
Taiwan, Nova Zdandia, Austrdia e em
diversos paises da Europa. Amostras de CA-
MRSA podem n&o ter nenhuma relagdo com
servicos de salide e afetar pacientes saudavel's
da comunidade que n&o apresentam oS riscos
nosocomiais cléssicos. Desta forma, estudos
sobre a epidemiologia e as caracteristicas
fenotipicas e genotipicas das amostras de
MRSA envolvidas em infecgbes comunitarias
sem risco sao necessarias (Ribeiro, 2005).

Amostras de CA-MRSA sem risco causam,
com muita freqliéncia, infecgdes envolvendo
a pele e tecidos moles, como celulite e
abscessos. H& relatos de casos fatais de
pneumonia em  adultos jovens e
aparentemente, sem riscos para infecgdes
nosocomiais por MRSA (Van der Flier et al.,
2003).
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MRSA s8o freqlentemente resistentes a
maioria dos agentes  antimicrobiancs,
incduindo aminoglicosideos, macrolideos,
doranfenicol, tetraciclina e fluorquinolonas
(Leeet al., 2004).

A resisténcia aos antimicrobianos em S
aureus pode ser codificada
cromossomicamente  ou  mediada  por
plasmidios. S. aureus possui trés mecanismos
distintos de resisténcia a meticilina a)
hiperproducdo de betalactamases, D)
presenca de uma proteina ligadora de
penicilina (PBP protein binding penicilin)
alterada denominada PBP 2a; ¢) modificagtes
na capacidade de ligagdo das PBPs (Tomasz
et al.,, 1989). De Lencastre et al. (1991)
sugerem que os trés mecanismos podem estar
presentes numa mesma amostra, inclusive
interagindo entre si.

S aureus possui cinco PBPs. As PBPs sdo
enzimas que catalisam a eapa termina da
sintese da parede bacteriana e se localizam na
membrana celular da bactéria. AsPBP 1, 2 e
3 sA0 essenciais e tém dta afinidade (sitios-
avo) com os antibidticos beta-lactamicos,
unindo-se a esses por ligacOes covalentes. A
resisténcia a meticilina em estafilococos é
devida a producdo de uma PBP adicional,
andmala, denominada PBP 2a, que apresenta
baixa afinidade com os antibidticos beta-
lactmicos. Esta proteina dterada €
codificada por um gene cromossdmico
denominado mec A, que é responsave pela
resisténcia intrinseca dos MRSA a todos os
antibi 6ti cos beta-lactamicos (Santos, 2005).

A deteccdo de resisténcia dos S aureus a
meticilina, entre outros antibioticos, pode ser
redlizada por méodos tradicionais, como a
difusio em disco, ou pedo uso de
equipamentos automati zados que fornegcam o
valor da concentracdo inibitéria minima
(CIM) (Donatele et al. 2002).

O teste de suscetibilidade aos antimi crobianos
para amostras de S aureus € redlizado em
placas de Petri contendo Agar Mudler-
Hinton (MH) acrescido de 2% de cloreto de
sodio, apds incubagdo a 37° C durante 24
horas. A suscetibilidade é verificada com a
utilizagdo de antimicrobianos ativos sobre
estes germes e sua escolha depende do sitio
da infeccdo por ees causada. A ldtura é
realizada medindo-se os didmetros dos halos
de inibicdo formados ao redor dos discos e a
interpretacéo feita de acordo com a tabela de
halos padronizada pdo NCCLS (NCCLS,
2000). Em gera, o resultado € assim
expresso: sensivel, moderadamente resistente
(intermediario) e resistente. No antibiograma,
€ possivel reacionar o didmetro do halo de
inibicdo ea CIM (Murray et al., 2000).

Uma nova técnica estd disponivel para
deteccdo da suscetibilidade antimicrobiana
bastante prética, rdpida e que ndo requer
equipamentos. Este recurso consiste em uma
fita estreita de materiad plastico contendo
concentragdes crescentes de antibiotico, que é
colocada em placas de Petri contendo Agar
Muedler-Hinton de maneira semelhante ao
teste de difusdo em disco. A fita de E-test é
utilizada na mesma temperatura aplicada aos
testes de difusdo em discos e sua principa
vantagem € fornecer o valor da CIM
diretamente (NCCLS, 2003). A utilizagdo do
antibiograma pela automagdo € também
muito freqliente, porém necessita de uma
observacdo clinica mais particularizada
guanto ao emprego das drogas, cuja sdecdo
regqur’ 0 conhecimento da  agéo
féarmacoci nética dos anti mi crobianos.

Alguns genes, denominados genes auxiliares
ou fatores essenciais gene fem (factor
essential for methicilin resistance), auxiliam
0 gene mec A a expressar um ato nivel de
ressténcia aos betalactdmicos. Foram
identificados muitos desses genes fem,
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denominados fem A, fem B, fem C, fem D, fem
E e fem F (Vannuffeld et al., 1995). O gene
fem A é essencid para a expressdo da
resisténcia dos MRSA e parece ser uma
caracteristica peculiar de S. aureus, ndo sendo
encontrado em outras espécies de
estafilococos. Os genes fem A e mec A tém
sido detectados em amostras de MRSA por
meio de técnicas moleculares como a reagdo
de polimerase em cadeia (PCR). Esta técnica
apresenta vantagens em relacdo as demais,
pois oferece elevada eficacia e seguranca,
aém de ser um método rgpido e sensivel
(Oliveira et al., 2002). E possivel com a PCR
em aproximadamente 18 horas identificar
MRSA (Louieet al., 2002).

2.7. PCR no diagn6stico molecular

Com a finaidade de se obter técnicas
acuradas, répidas e especificas para o
diagnéstico da mamite bovina, métodos
moleculares, como a PCR sdo Utes no
diagndstico microbiologico (Zschdck et al.,
2005). A PCR apresenta vantagens em
comparagdo aos métodos tradicionais de
diagndstico: é altamente sensivel, especificae
répida. Para se produzir um diagnéstico
positivo sd0 hecessarias poucas células e
estas ndo precisam estar viave's, dessa forma,
amosiras que sd0  inadequadamente
preservadas podem ser utilizadas (Phuerktes
et al., 2001; Martinez et al., 2001). A técnica
de PCR pode ser utilizada com grande
eficiéncia para deteccdo do gene da coagul ase
(coa) e na deteccdo do gene fem A em
identificacdo de S. aureus (Veras, 2004).

A amplificacdo do gene que codifica a
proteina coagul ase (coa) tem sido rel atada por
diversos pesguisadores como método simples
e acurado para identificar e discriminar S
aureus. O seguenciamento desse gene da
coagulase ou de sua por¢éo 3' termina tem
sido um recurso utilizado para o estudo

comparativo e de filogenia entre isolados de
S aureus (Costa, 2008). A extremidade 3
desse gene possui uma regido polimorfica
congtituida por unidades repetidas de 81 pb,
as quais diferem entre os isolados em nimero
e localizacdo de sitios para a enzima Alull
sendo essa caracteristica utilizada para
tipagem de S aureus (Silva, 2004).

No Brasil, foram redlizados a guns estudos de
diversidade populacional empregando a
técnica de polimorfismo dos fragmentos de
restricito  (RFLP), aplicada ao gene da
coagulase. Silva e Silva (2005) splicaram a
técnica de RPLP no estudo comparativo entre
64 S aureus isolados de bovinos leiteiros do
estado de Minas Gerais e verificaram a
ocorréncia de 27 padrdes de produtos de PCR
e de 49 tipos deroforéticos na RFLP,
demonstrando uma grande diversidade
populaciona entre as amostras estudadas.

A aplicagdo de técnicas de biologia
molecular, diada as técnicas convencionais
de bacteriologia, tem possibilitado novas
abordagens na epidemiologia da mamite
bovina. Por meo destes testes, tem sido
demonstrado que os clones associados aos
casos de mamite bovina, embora ndo
estritamente espéci e-especificos, sdo
caracteristicos da espécie e que infecgdes
intercruzadas, embora ocorram, nao se
revestem de maior importancia
epidemioldgica. Os testes gpontam ainda a
ocorréncia de uma grande diversidade
populacional de S. aureus, com a existéncia
de dones predominantes que sdo comuns
entre rebanhos (Costa, 2008).

V&ios méodos de PCR multiplex, que
amplificam simultaneamente mais de um
gene na mesma reagdo, tém sido descritos na
literatura para deteccBo de S aureus
enterotoxigénicos em leite e quejos, mas
freqlentemente estes métodos ndo sdo
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reprodutiveis, sendo necess&io que cada
laboratério  padronize  suas  reacgOes
(Cremones et al., 2005).

Silva (2004) obteve uma relacéo de 100% de
concordancia entre a deteccdo do gene por
PCR e a detecgéo da toxina correspondente
pelos testes fenotipicos, demonstrando dessa
forma que a PCR pode ser utilizada para
caracterizar e identificar tipos
enterotoxigénicos de S aureus isolados de
mamite.

Luz (2008) avaliou a expressdo potencia dos
genes produtores de enterotoxinas através da
RT-PCR e constatou que risco de intoxi cagdo
aimentar por S aureus pode ser avaliado
com base na expressio do RNAmM
correspondente. No  entanto, apenas a
deteccdo dos genes toxigénicos em S aureus
néo implica que estes isolados produzam SEs
em nivel suficiente para causar quadros de
intoxicacdo aimentar ou outras doencgas
associadas as enterotoxinas (Chiang et al.,
2008).

Na rotina microbiolégica, o diagnéstico para
aespécie S. aureus resistente a meticilina sdo
baseados nas caracteristicas fenotipicas. No
entanto, ndo é um teste fidedigno, pois muitas
bactérias resistentes a meticilina podem ser
inicid mente susceptiveis a essa droga. A
deteccdo do gene mec A € considerada padréo
ouro para o diagnostico dessa espécie (Lee et
al., 2004).

A deteccdo direta de patdgenos bacterianos
em amostras lacteas € um trabaho dificil
devido a presenca de substéncias inibidoras
da PCR (Ramesh et al., 2005; Cremonesi et

al., 2005). Ramesh et al. (2005) conseguiram
um limite de deteccdo de 10°UFC/mL
individualmente e de 10* UFC/mL
simultaneamente para S. aureus e Yersinia.
enterocolitica em uma reacdo multiplex com
dois pares de iniciadores, utilizando a
combinagdo de solventes  organicos,
detergentes e d calis no método de extragdo.

Silva (2008) obteve um limite de deteccdo de
microrganismos a partir da extragdo
diretamente do ldte de 10° UFC/mL pda
técnica de PCR individuad e 10° UFC/mL
pela técnica de PCR multiplex.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local derealizagdo do experimento

Os experimentos foram realizados no
L aboratério Nacional Agropecuaio
(LANAGRO-MG) em Pedro Leopoldo/MG e
no Laboratdrio de Diagndstico e Pesguisa em
Doengas Infecciosas da Escola de Veterindria
da Universdade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

3.2. PCR

Utilizou-se a técnica da PCR para deteccdo
do gene fem A, que identifica o S. aureus.
Esta mesma técnica foi utilizada para a
deteccdo dos genes sea, seb, sec, que estdo
relacionados ao potencial de producdo das
enterotoxinas  SEA, SEB e SEC,
respectivamente e do gene mec A, que
identifica MRSA. O Quadro 2 mostra a
seqiiéncia de iniciadores referente a cada
gene pesguisado.
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Quadro 02: Iniciadores utilizados

Iniciador Sequénciadeprimers5-3' Gene Tamanho do
produto (PB)

FemA 1 AAAAAAGCACATAACAAGCG FemA 132

FemA 2 GATAAAGAAGAAACCAGCAG

SEA1 GGTTATCAATGTGCGGGTGG Sea 102

SEA2 CGGCACTTTTTTCTCTTCGG

SEB1 GTATGGTGGTGTAACTGAGC Seb 164

SEB2 CCAAATAGTGACGAGTTAAGG

SEC1 AGATGAAGTTAGTTGATGTGTATGG Sec 451

SEC2 CACACTTTTAGAATCAACCG

MecAl AGT TCT GCA GTA CCGGATTTGC mec A 533

MecA2 AAA ATC GAT GGT AAAGGT TGG C

A sequiéncia de nud eotideos e alocalizago génicafoi derivada de seqiiéncias publicadas dos genes
sea (Betley e Mekalanos, 1988), seb (Jhons e Khan, 1986), sec (Bohach e Schillievert, 1987) fem A

( Berger-Bachi et al., 1989) e mec A descritos por Lee (2003).

3.3. Amostras bacterianas

Amostras padrédo de S. aureus cedidas pda
FIOCRUZ (Fundagdo Osvaldo Cruz) e de
Saphylococcus epidermidis cedida pelo
Laboratério de Microbiologia do
LANAGRO/MG  (Laboratorio  Nacional
Agropecu&rio do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento) foram utilizadas
para padronizecdo da técnica, avaliagdo da
sensbilidade, da especificidade e como
controle positivo e negativo nas reagdes de
PCR. As amostras padréo de S aureus ATCC
13565, ATCC 14458, ATCC 19095 e ATCC
33591, foram, respectivamente, utilizadas
para padronizacdo e controle positivo de S
aureus produtor de enterotoxina A (SEA), S
aureus produtor de enterotoxina B (SEB), S.
aureus produtor de enterotoxina C (SEC), e
MRSA. O S epidermidis (ATCC 12228) foi
utilizado para testar a especificidade da
técnica e como control e negativo.

3.4. Amostras de L eite

Foram utilizadas 200 amostras de lete
obtidas em tanque de expansio de
propriedades  rurais  pertencentes  a

microrregido de Sete Lagoas, coletadas no
periodo de marco a junho de 2009. Essas
amostras foram cedidas peo Laboratério de
Andise de Leite da Escola de Veterindria da
UFMG. As amostras de leite continham
azidiol, substancia bacteriostética que possui
como principio ativo cloranfenicol e azida
sodica. Esse material foi congelado até a sua
andlise.

3.4.1 — Contagem Bacteriana Total (CBT)
e Contagem de Células Sométicas (CCYS)

A CCS e CBT
eetronicamente por citometria de fluxo
(Somacount  300- Bentley-USA), no
Laboratério de Qualidade do Lete da Escola
de Veterindria da UFMG nas amostras de
leite estudadas.

foram efetuadas

3.5. Extracdo de DNA

A extragdo de DNA foi realizada diretamente
do lete, segundo modificagdo do protocolo
proposto por Millar et al. (2000). As amostras
de lete depois de descongeladas foram
homogeneizadas em agitador de tubos e
posteriormente, aliquotadas em volume de 0,5
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mL, em microtubos de 1,5 mL, e adicionado a
estal mL dasolucdo delavagem alcalina (0,5
mol/L de NaOH e 0,05 mol/L de Citrato de
Sbdio). Esta solugdo foi homogeneizada no
agitador de tubos e centrifugada em mini-
centrifuga a 17.760 g por 20 minutos a
temperatura de 4°C. ApGs descartar o
sobrenadante, o precipitado obtido foi
homogeneizado em 1 mL de TrisHCL (10,5
mol/L pH 8,0) e novamente centrifugado a
17760 g por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em 100 ni de solucdo Tris-
EDTA (TE) (pH 8) e, entdo, aquecido a 96
°C, por duas horas em banho Maria. Apds
essa etapa, adicionou-se 0 mesmo volume de
solucéo de fenol-cloroférmio e homogenizou-
se em agitador de tubos por 10 segundos.
Posteriormente  foi redizada  outra
centrifugacdo a 2.627 g por 5 minutos a 24°
C. O sobrenadante foi transferido para outro
microtubo com auxilio de uma pipeta. Essa
etapa de extragdo com fenol-cloroformio foi
repetida mais duas vezes sendo que na Ultima
vez utilizou-se apenas o cloroférmio.

Ap6s esta egpa 0 sobrenadante foi
transferido para outro microtubo, ao qua foi
adicionado etanol 95% (duas vezes o volume
inicial). Essa solugdo foi refrigerada por 1
hora a —70°C, para precipitacdo do DNA.
ApGs esse periodo, a solugdo foi centrifugada
a 17760 g por 20 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi descartado. Ao precipitado
foi adicionado 500 ni de etanol 70 % para
hidratacio do DNA. Repdiu-se a
centrifugacdo e descartou-se 0 sobrenadante.
Os microtubos foram deixados abertos dentro
da cabine de seguranca biologica até a
completa evaporagdo do dcool. O precipitado
foi ressuspendido em 20 niL de tampédo TE
(20 mmol/L TrissHCL e 1 mmol/L EDTA) e
0 produto armazenado a —20 °C, até a sua

utili zac&o.

3.6. Reacdo de PCR e Deteccdo dos genes
fem A, sea, seb, secemec A

Foi realizada a detecc&o dos genes fem A, sea,
seb, sec e mec A no DNA extraido das
amostras de leite de tanque de expansdo da
microrregido de Sete Lagoas. Para controle
positivo e negativo foram utilizadas,
respectivamente, amostras padrdo de S
aureus e S. epidermidis, extraidas conforme
protocolo constante do item 3.5. As reacOes
de PCR foram realizadas utilizando-se o
tampéo especial 1VB 5x (Phoneutria, Brasil),
iniciadores (Invitrogen®,USA), dNTPs, Taq
DNA polimerase (Phoneutria, Brasil) e DNA
extraido do leite  Utilizou-se um
espectrofotdmetro (NanoVue) para mensurar
a quantidade de DNA extraido por amostra.
As reacbes foram processadas em um
termociclador P x 2 Therma Cycler (Thermo
Electron Corporation). Os produtos de
amplificacdo (amplicons) foram andisados
por detroforese, utilizando-se uma fonte de
energia para detroforese (Power PAC Basic/
Marca Biorad), em 40 mL gel de agarose
1,5% (p/v), corados com brometo de etidio
(4,5 mg/mL), visudizados por um
transiluminador com exposicdo a luz
ultravioleta e fotografados por um sistema de
fotodocumentacdo (Vilber Loumart). DNA
Ladder Invitrogen® de 100pb e 1Kb foram
utilizados como marcadores.

3.7 Otimizacdo da PCR

Para definir as condigbes da reacdo de PCR,
cada par deiniciador foi testado, avaliando-se
as diferentes concentragcbes de iniciadores
associados a diferentes temperaturas e ciclos
de desnaturagdo, anelamento e extensdo.
AplGs varias tentativas, amplificacOes
eficientes e reproduzive's foram padronizadas
com um volume fina de reacdo de 20 pL,
20% de tamp&o especia 1VB 5x (Phoneutria,
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Brasil), 10 pmol/L dos iniciadores, 200
pmol/L dedNTPs, 5,0 U de Taq polimerase e
aproximadamente 100 ng de DNA. A
quantidade de DNA foi mensurada por
densidade Optica em espectrofotdmetro
(NanoVue). As condigdes de ciclagem para
andlise dos genes fem a, sea e seb foram de
94°C por 5 minutos, seguidos por 40 ciclos de
30 segundos a 94°C, 30 segundos a57°C e 30
segundos a 72° C e uma incubagdo final de 4
minutos a 72° C. Para andlise dos genes sec e
mec a foi utilizada a seguinte programagéo:
94°C por 5 minutos, seguidos por 30 ciclos de
1 minuto a 94°C, 1 minuto a57°C, 1 minuto a
72°C e uma incubagéo final de 4 minutos a
72°C.

3.8 Especificidade da técnica de PCR

Para verificar a especificidade da técnica, os
iniciadores FEM A, SEA, SEB, SEC eMec A
foram observados quanto ao tamanho
especifico do produto da PCR, ao utilizar
DNA de estirpes de referénciade S. aureus g,
a observacdo da ndo formagdo de bandas no
gel de agarose quando utilizado DNA
extraido de estirpes padréo de S epidermidis
gue cresceram em meio BHI.

Nas amostras de leite andisadas utilizou-se
como controle positivo os S aureus de
referéncia (ATCC 25923, ATCC 13565,
ATCC 14458, ATCC 19095 e ATCC 33591)
e como controle negativo S epidermidis
(ATCC 12228), assegurando a especificidade
dos testes.

3.9. Sensibilidade da técnica de PCR

A sensibilidade da técnica foi avaliada apds a
inoculacdo de S aureus (amostras de
referéncia) em meo BHI (Brain Heart
Infusion) (marca Oxoid) e incubacdo a
temperatura de 36°C por 24 horas. Apos este

periodo, foram realizadas diluigdes decimais
em tubos de ensaio contendo 9 mL de leite
UAT (Ultra Alta Temperatura) estéril, onde
no primero tubo foi colocado 1 mL da
cultura crescida em meio BHI (diluicdo 10™%),
e seguidamente transferidos para os demais
aé obter a diluicdo find de 10°. Essas
amostras foram distribuidas em duplicata nas
placas previamente esterilizadas. Em seguida
esses tubos de ensaio contendo leite com as
sucessivas diluicbes decimais de S aureus
foram congdados para posterior extragdo de
DNA eredizacdo da PCR. Uma amostra sem
inoculagdo (controle negativo) foi congelada
para verificar se esse leite UHT ndo possuia
contaminagdo por DNA de S. aureus.

A técnica de profundidade em placa (“pour
plate’) para contagem do nimero de unidades
formadoras de colonia (UFC/mL de leite) de
S aureus foi utilizada da seguinte forma: o
meio BHI fundido e & temperatura de 47°C
foi vertido sobre a placa de Petri contendo 1
mL da suspensdo diluida da amostra. Esse
material foi homogeneizado girando-se a
placa por movimentos circulares nos sentidaos,
horé&rio e anti-horério. Ap6s a solidificagdo do
meio, as placas foram tampadas, invertidas e
incubadas em estufa a temperatura de 36 °C.
Apbs 24 h de incubagdo, as colbnias foram
contadas e o resultado médio de cada dilui¢éo
foi registrado e multiplicado pelo fator da
diluicdo, que é a reciproca da dilui¢do. Essa
técnica foi utilizada com o objetivo de
estimar a quantidade de colbnias de S. aureus
formadas nas amostras de |eite contaminadas
e dessa forma avaiar a sensibilidade da PCR
utilizada.

3.10 — Utilizagdo da técnica de PCR nas
amostras de leite de tanque de expansao

As amostras de leite, apos extracdo do DNA,
foram iniciamente processadas com o
iniciador FEM A. As amostras amplificadas
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por este iniciador foram submetidas a
avaliagdo com os demais iniciadores (SEA,
SEB, SEC e Mec A). N&o foram utilizadas as
amostras que nd amplificaram com o
iniciador FEM A.

3.11 — Andlises Estatisticas

Utilizou-se estatistica descritiva para andise
dos dados e também o teste de c? de Karl
Pearson para avaiar se houve relagdo entre a
presenca de S aureus identificados nas
amostras de leite com maiores CCS e CBT.

Essa andlise edtatistica foi redizada no
programa SAS (Statistical Analysis System),
SAS (1999). Para redlizacdo dessa andise
estatistica dois grupos de CCS e de CBT
foram definidos. De acordo com Harmon
(1994) quando CCSLT esta acima de 500.000
cé/mL ocorrem perdas na producéo de leite
(Tab.1). Dessa forma os grupos definidos
foram as amostras de leite com CCS abaixo e
acima de 500.000 cd/mL e amostras com
CBT abaixo e acima de 500.000 UFC/mL.
Utilizou-se também estatistica descritiva.

Tabela 1- Estimativas de prevaléncia de quartos infectados no rebanho e de perdas de producdo em
rdacdo aCCSLT.

CCSLT (1.000/mL) % dequartos % deperdas
infectados no de producéo
rebanho
200 6 0
500 16 6
1.000 32 18
1.500 48 29

Fonte: Harmon (1994)
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4- RESULTADOS
4.1 Especificidade

A especificidade de cada par de iniciador dos
genes fem a, sea, seb, sec e mec a foi
demonstrada pela presenca de produto
amplificado de tamanho esperado ao utilizar
como molde, o DNA das amostras de
referéncia e por ndo amplificar DNA de S
epidermidis (Fig. 2).

1 2 3

VT Wl R

132 pb —» . ===

Figura 2: Produtos de PCR utilizando
iniciador FEM A. Candeta 1 DNA de S
aureus extraido de leite. Candeta 2- DNA de
S aureus extraido de meio BHI. Canaleta 3 -
DNA de S epidermidis extraido de meio BHI
e M: Padrédo de tamanho molecular (DNA
Ladder 100 pb) visuaizados sob luz U.V. em
gel deagarose 1,5%, corados com brometo de
etidio (1,5 mg/mL).

4.2 Sensibilidade

O resultado da contagem bacteriana em
placas foi de 120 UFC na dilui¢io de 107
(Fig.3), ou sda, 1,2 x 10 ° UFC/mL de leite,
paraaamostra ATC 25923, 190 colbnias para
a amostra ATCC 13565, 132 para a amostra
ATCC 14458, 198 para a amostra

ATCC19095 e 207 para a amostra ATCC
33591, todas na diluicdo de 10™.

Figura 3: Placas de BHI semeadas com |eite
contaminado nas diluigdes 10 ®°, 10 ® e 10
apresentando col6nias de S. aureus.

ApoGs esse procedimento, os tubos de ensaio
contendo leite com as diluicdes de S aureus
na base 10, foram descongelados e apds a
extragdo do DNA foi reslizada a reagdo de
PCR. Foram utilizados os iniciadores Fem A,
SEA, SEB, SEC e MEC A com o objetivo de
verificar em até qua diluicdo ocorreria a
formagdo de produtos de PCR. Os resultados
mostram que o limite de deteccdo ocorreu na
diluicdo de 10° UFC/mL de lete,
observando-se a formag&o de uma banda de
132 pb, utilizando como marcador o gene fem
A (Fig. 4).

O mesmo limite de deteccdo foi observado
para os genes de sea, seb, sec emec A com a
amplificagéo de produtos de PCR dentro dos
tamanhos esperados (Figs 4 5, 6,7 € 8).
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Figura 4: Produtos de PCR obtidos com DNA extraido a partir de diluicdes seriadas de S. aureus,
utilizando iniciador FEM A (132 pb), M: Padrdo de tamanho molecular (DNA Ladder 1 Kb); 1-
Diluic&o 10-%; 2- Dilui¢&o 10-2; 3- Diluicio 10-3; 4- Diluicdo 10 *; 5- Diluico 10 °; 6- Diluigio 10
® 7- Diluicdo 10 ’; 8- Diluic8o 10 ®; 9- Diluic&o 10 °, visuaizados sob luz U.V. em gel de agarose
1,5%, corados com brometo de etidio (1,5 mg/mL).
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Figura 5: Produtos de PCR obtidos com DNA extraido a partir de diluigdes seriadas de S. aureus,
utilizando iniciador MEC A (533 pb): Dilui¢do 10-%; 2- Diluigdo 10-2; 3- Diluicdo 10-3; 4- Diluicdo
10 *; 5- Diluigo 10 °; 6- Diluic&o 10 °; 7- Diluigio 10 ; 8- Diluicdo 10 ®; 9- Diluig&o 10 ° ;M:
Padréo de tamanho molecular (DNA Ladder 1 Kb), visuaizados sob luz U.V. em gel de agarose
1,5%, corados com brometo de etidio (1,5 mg/mL).
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Figura 6: Produtos de PCR obtidos com DNA extraido a partir de diluicdes seriadas de S. aureus,
utilizando iniciador SEA (102 pb). M: Padréo de tamanho molecular (DNA Ladder 1 Kb); 1-
Diluic&o 10-%; 2- Dilui¢&o 10-2; 3- Diluicio 10-3; 4- Diluicdo 10 *; 5- Diluico 10 °; 6- Diluicio 10
® 7- Diluic&o 10 "; 8- Diluicdo 10 ®; 9- Diluig&o 10 * visuaizados sob luz U.V. em gd de agarose
1,5%, corados com brometo de etidio (1,5 mg/mL).
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Figura 7: Produtos de PCR obtidos com DNA extraido a partir de diluicdes seriadas de S. aureus,
utilizando iniciador SEB (164 pb). M: Padr@o de tamanho molecular (DNA Ladder 1 Kb); 1-
Diluicio 10-%; 2- Dilui¢&o 10-2; 3- Diluicio 10-3; 4- Diluicdo 10 *; 5- Diluico 10 °; 6- Diluicio 10
® 7- DiluicZo 10 ’; 8- Diluic8o 10 ®; 9- Diluic#o 10 °, visuaizados sob luz U.V. em gel de agarose
1,5%, corados com brometo de etidio (1,5 mg/mL).
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Figura 8: Produtos de PCR obtidos com DNA extraido a partir de diluigBes seriadas de S. aureus,
ut|I|zando iniciador SEC (451 pb): 1- D|Iun;ao 10-%, 2- D|IU|(;ao 10-% 3- D|Iun;ao 10-3; 4- Dllun;ao
10 % 5- Dilui¢go 10 °; 6- Diluicdo 10 ®; 7- D|IU|(;ao 10 ”; 8- Diluicdo 10 8 9- Dllun;ao 10 M:

Padr30 de tamanho molecular (DNA Ladder 1 Kb), visuaizados sob luz U.V. em gel de agarose
1,5%, corados com brometo de etidio (1,5 mg/mL).

421 Resultados da avaliagio da entdo divididas em dois grupos: CBT (5.000 a

sensbilidade

Foi veificadaa presenca de produtos de PCR
até a diluicdio 10 ° para 0s cinco pares de
iniciadores utilizados. Nas amostras clinicas
observou-se produtos de PCR em amostras
com CCS de até 36.000 cél/mL e CBT de
12.000 UFC/mL (ANEXO 1).

4.3 Amostras Clinicas

Das 200 amostras de leite andisadas, 145
(72,5%) foram consideradas como positivas
para a presenca de S aureus por
apresentarem produtos que amplificaram na
reacdo de PCR para 0 gene fem A e 55
amostras foram consideradas como negativas
para a presenca desta bactéria por
apresentarem resultado negativo na PCR para
€sse gene.

Foi andisado estatisticamente pelo teste do
c?, se houve rdacdo entre a presenca de S
aureus identificados nas amostras de lete
com maiores CCCS e CBT. Para isso foi
identificado que as amostras analisadas
possuiam CBT que variavam entre 5.000 e
9.156.000 UFC/mL. Essas amostras foram

496.000 UFC/mL) e CBT (530.000 a
9.156.000 UFC/mL), (Tab. 2). Dessas
amostras, 125 apresentaram CBT entre 5.000
a 496.000 UFC/mL, sendo que 91 (72,8%)
foram positivas quanto a presenca de S
aureus, enquanto que nas 75 amostras do
outro grupo (CBT entre 530.000 a 9.156.000
UFC/mL), 54 (72%) foram positivas quanto a
presencade S aureus.

Com relagdo a CCS as amostras variavam
entre 34.000 e 3.715.000 cds/mL de leite.
Essas amostras também foram divididas em
dois grupos de CCS (34.000 a 497.000
cds/mL) e CCS (500.000 a 3.715.000
cds/mL) (Tab. 3). Dessas amostras, 126
apresentaram CCS entre 34.000 a 497.000
cds/mL, sendo que 87 (69,05%) foram
positivas para a presenca de S aureus,
enguanto que para as 74 amostras do outro
grupo (CCS entre 500.000 a 3.715.000
céls/mL) constatou-se 58 (78,38 %) positivas
guanto apresenca de S. aureus.

Utilizando o teste de c2 constatou-se que néao
ha diferenca edtatistica entre os grupos
avaliados.



Tabela 2. Distribuicdo das amostras de leite com relacdo a CBT e a presenca de S aureus,
identificadas pela amplificacéo do gene fem A , procedentes de produtores rurais da microrregido de

Sete Lagoas-MG, 2009.

Presenca do gene CBT x 1.000 CBT x 1.000 TOTAL
femA (5 2496 UFC/mL) (530 29.156/ UFC/mL)

NEGATIVO 34 (17%) 21 (10,5 %) 55 (27,5 %)
POSITIVO 91( 45,5%) 54 (27 %) 145 ( 72,5 %)
TOTAL 125 (62,5 %) 75 (37,5 %) 200 (100%)

Tabela 3: Distribuicdo das amostras de leite com redagdo a CCS e a presenca de S aureus,
identificadas pela amplificagdo do gen fem a, procedentes de produtores rurais da microrregido de

Sete Lagoas-MG, 2009.

Presenca do gene CCSx 1.000 CCSx 1.000 TOTAL
femA (342497 cdgmL) (500 a 3715 cdls/mL)

NEGATIVO 39 (19,5%) 16 (8%) 55 (27,5%)
POSITIVO 87 (43,5%) 58 (29%) 145 (72,5 %)
TOTAL 126 (63 %) 74 (37 %) 200 (100%6)

145 amostras foram analisadas quanto a
presenca de enterotoxinas A, B e C e
resisténcia aos antibioticos pela amplificacéo
de genes especificos.

Das 145 amostras de leite que amplificaram o
gene fem A, 87 (60%) amplificaram sea,
sendo este 0 gene mais prevalente, seguido
por seb que apresentou 55 (37,91 %)

amostras amplificadas e, posteriormente sec
gue apresentou 10 (6,9%) amostras
amplificadas. Foi verificada também co-
amplificacdo dos genes sea e seb em 42
(28,9%) amostras, sea e sec em 9 (6,2%)
amodiras, seb e sec em 3 (2,11%) amostras e
co-amplificacdo dos trés genes sea, seb e, sec
em 3 (2,11%) amostras, demonstradas na Fig
9.
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Figura 9: Distribuicdo dos genes produtores de enterotoxinas das 145 amostras de S aureus
identificadas pela presenca do gene fem A em amostras de lete da microrregido de Sete Lagoas-

MG, 2009.

5- DISCUSSAO

A correta identificaco das espécies
bacterianas que causam a mamite bovina € de
importancia ndo apenas no aspecto clinico,
mas também no bi otecnol 6gico,
epidemiolégico e em estudos ambientais.
Esses conhecimentos podem gudar no
desenvolvimento de estratégias preventivas,
indicando formas de tratamento do animal
durante a lactacdo, descarte ou servir de base
para a administracdo do tratamento seletivo
no periodo seco, segundo afirmagdes de Reis
et al. (2003) e Zschock et al. (2005),
justificando um diagnostico mais preciso.

Os métodos comumente utilizados para
diagndstico etiolégico dos casos de mamite
baseiam-se na cultura bacteriolégica, através
do isolamento e identificagdo das bactérias
por técnicas bioquimicas, sendo limitados
pela baixa sensibilidade e crescimento lento
ou inviavel do microrganismo. Culturas

negativas também podem ocorrer quando
residuos de antibiéticos estdo presentes na
amostra, inibindo crescimento microbiano.
Por outro lado, a presencga de leucdcitos e ata
contagem de células soméicas no lete
também tém um potencia de inibicdo do
crescimento  (Phuektes et al., 2001;
Cremones et al., 2005). Por este motivo
métodos mol eculares utilizados para detecgdo
de microrganismos em amostras de |eite é de
grande reevancia Neste trabalho a
especificidade foi constada pela presenca de
produto amplificado de tamanho esperado ao
utilizar como molde, o DNA das amostras de
referéncia e por nd amplificar DNA de S
epidermidis. A especificidade dessa técnica
foi também estudada por Costa (2008) ao
submeter 360 amostras de bactérias isoladas
de casos de mamite clinica e subclinica,
identificadas fenotipi camente como S. aureus
e pdaPCR, constatou a amplificagdo do gene
fem A em 97,77 % destas amostras.
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A utilizacdo do gene fem A, como marcador
epidemiol6gico para deteccdo e identificagdo
de S aureus, a partir de amostras de lédte,
mostrou-se Util em estudos populacionais
sobre a dinamica das infecgdes intramamérias
(Veras, 2004; Costa, 2008). Constatou-se a
presenca deste microrganismo em 72,5% das
amostras de leite estudadas nos rebanhos
bovinos leiteiros da microrregido de Sete
Lagoas-MG, mostrando ser este um dos
principais agentes causadores de casos de
mamite naquela regido, considerando que das
145 amostras que amplificaram o gene fem A,
123 (84,83%) amostras possuiam CCS acma
de 200.000 cél/mL e segundo Harmon
(1994), CCSLT superiores a 200.000
congtituem um forte indicio da mamite
subclinica. Este fato também foi constatado
em levantamentos redlizados em diversas
regioes do Brasil que apontaram a mamite
contagiosa como a mais frequente, tendo
como agente principal o S aureus (Silva et
al.,1983; Nader Filho et al.,1984; Costa et al.,
1995; Brito et al., 1999; Donatde et al.,
2002; Costa, 2008). A frequéncia de S
aureus identificados em amostras de ldte
neste trabaho de 72,5% foi intermediaria
entre os diferentes registros encontrados na
literatura, entre 9,1% a 85% (Langenegger et
al., 1986; Costa, 1986; Vianni e Nader Filho,
1989; Trinidad et al., 1990; Langoni et al.
1991; Wilson et al., 1997). Segundo Pinheiro
de Sa et al. (2004), estas diferencas sdo
devidas aos aspectos multivaridveis referentes
as ragas, idade, ambiente e os de mangjo na
criacdo, além de que muitos casos tratam de
estudos retrospectivos com numeros de
amostras diferentes, o que deveinfluenciar na
variacdo dos resultados.

Com a finaidade de se obter técnicas
acuradas, répidas e especificas para o
diagndstico e estudos epidemiologicos da
mamite bovina, métodos moleculares tém
sido crescentemente utilizados em

diagnbsticos microbioldgicos (Zschock et al.,
2005), entre e€es a reagdo em cadela da
polimerase. Apesar destes aspectos, a
utilizacdo da PCR em amostras dinicas,
como o leite, pode ser comprometida em
termos de sensibilidade, posto que no leite
substancias como Ca™*, gordura e proteinas
podem diminuir a sensibilidade da técnica ou
aé mesmo inibi-la, conforme reataram
Cremones et al. (2005) e Ramesh et al.
(2005). Entre das, destaca-se a caseina, um
dos principais inibidores presentes no leite,
gue em associagdo com o cécio formam
micelas. A adicdo de solugbes com altas
concentragcbes de EDTA quedam o cécio
dissolvendo as micedas de caseina (Silva,
2008). Neste experimento utilizou-se tampéo
TE e solucdo de lavagem acalina durante a
extracdo de DNA para diminuir esses
inibidores.

Assm os limites de deteccdo de S aureus de
10 UFC/mL de lete, acancados neste
trabalho foram menores que os obtidos por
Ramesh et al. (2005) e Silva (2008) ao
detectarem, por PCR, concentragdes entre 10
a 100 vezes maiores deste patdgeno no leite.
Essa diferenca de sensibilidade pode ser
explicada pela metodologia empregada na
extracdo de DNA de S aureus diretamente do
leite e também pela diferenca dos iniciadores
utilizados para a reacdo de PCR, entre os
trabalhos. Neste trabalho foram utilizados
iniciadores descritos por Betley e Mekalanos
(1988) (sea), Jones e Khan (1986) (seb),
Bohach e Schillievert (1987) (sec) e Berger-
Bachi et al. (1989) (fem A) e Lee (2003) (mec
A) que foram especificos para os genes
desgados, ndo havendo amplificacdo de
nenhum DNA de outro microrganismo
testado.

Entre as amostras andisadas, 16 (11,0 %)

delas amplificaram o0 gene mec A,
identificando a existéncia de amostras de
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MRSA, no lete produzido na microrregido de
Sete Lagoas. O primeiro trabalho a analisar
diretamente do leite os MRSA, a partir da
deteccdo do gene mec A, foi o realizado por
Silva (2008), identificando uma (3,3%) entre
30 amostras de |eite de tanque de expansdo
procedentes de outras regides produtoras de
leite de Minas Gerais. O maior nimero de
amostras utilizadas neste trabalho, todas
procedentes de uma mesma microrregiso,
torna-se mais representativo, evidenciando a
disseminagdo deste tipo de microrganismo
entre rebanhos produtores de leite o que
sugere serem as infecgbes mamérias por
MRSA, em bovinos leiteros, um sério
problema no campo, como afirmaram Lee et
al. (2004).

A identificacdo de MRSA em 11,03% das
amodsiras de leite nesse trabalho pode ter
correlagdo com outros estudos em nosso Pais,
como o observado por Cardoso et al. (2000)
que constataram através de antibiograma a
baixa eficiéncia de ampicilina e penicilina G
entre isolados de S aureus provenientes de
leite de 23 municipios do estado de Minas
Gerais, e por Donatele et al. (2002) que
verificaram devados indices de resisténcia
para os antibidticos B-lactdmicos (82,9%) e
tetraciclinas (24,4%) em 180 amostras de S
aureus isolados de casos de mamite
subclinica em rebanhos do estado do Rio de
Janeiro.

S aureus geramente esta associado com a
mamite subclinica, subaguda ou cronica, mas
eventua mente pode determinar casos severos
de mamite Nos casos de infeccdes
intramamarias, a presenca desta bactéria ou
de seus produtos estimula a formagdo de
mediadores inflamatérios enddgenos que
disparam o recrutamento de polimorfo
nucleados (PMN) do sangue e estimulam a
diapedese. Os PMN podem entdo justificar a
devacdo ggnificativa na CCS durante os

processos inflamatorios, que passa de 50.000
cds/mL de lete para milhGes de células por
mililitro (Silvera Filho, 2007). Costa (2008)
observou devados indices de mamite clinica
e de mamite subclinica causados por S
aureus, associados com devadas CCS no
leite de tanque de expansdo, entre rebanhos
bovinos leiteiros no Sul de Minas Gerais,
entretanto, ndo encontrou correlagéo entre as
taxas de isolamento de S aureus e atas
CCSLT e CBT. Os resultados encontrados
nesta pesquisa, realizada na microrregido de
Sete LagoasMG, sdo semehantes aos
apresentados por Costa (2008), mesmo néo se
estabel ecendo os indi ces de mamite clinica ou
subclinica entre os rebanhos trabahados.
Esse resultado pode ser atribuido a alta
sensibilidade da técnica utilizada.

Pinheiro de Sa et al. (2004) verificaram uma
corrdacéo entre a producdo de enterotoxinas
e a resposta cdular verificada peda CCS,
revelando que nos casos de deteccdo de
enterotoxinas as amostras eram provenientes
de quartos mamé&ios com CCS superior a
1000 x 10% cdulas por mL de leite, o que
pode sugerir possivel fator de viruléncia para
este agente. Neste trabalho n&o foi possivel
avaliar o leite proveniente diretamente dos
guartos mamérios de vacas, porém, das 145
amostras analisadas para a presenca do gene
de enterotoxinas, somente 17 amostras
(11,72%) apresentaram CCS maior do que
1000 x 10° células por mL de leite, dessa
fooma ndo foi possivd rdacionar a
importancia da producéo de enterotoxinas e o
grau deresposta cd ular da glandula maméria

Mesmo assim, vale discutir os resultados das
CCS e CBT observadas entre as 145 amostras
de lete positivas para presenca de S. aureus.
As contagens de células somaéticas variavam
entre 34.000 e 3.715.000 c&YmL de ldite,
enquanto que as contagens do ndmero de
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bactérias presentes variaram entre 5.000 e
9.156.000 UFC/mL. Por estes achados, pode-
se deduzir que as infecgdes subdlinicas
predominaram entre os rebanhos que
compuseram essas amostras de ldte, posto
que os valores médios de CCS e CBT para
leite de tanque se enquadram nas estimativas
de conteldos ceulares e bacterianos
apresentados em rebanhos com mamite
estefilococica  subclinica (Silveira  Filho,
2007; Costa, 2008).

Quanto & pesquisa do potencia toxigénico, do
total de 145 amostras de S aureus, 87 (60%)
amplificaram o gene sea, sendo este mais
prevaente, 55 (37,93%) das amostras com 0
gene seb e posteriormente, 10 (6,9%) com o
gene sec. A co-amplificagcdo dos genes sea +
seb por 42 amostras (28,9%), sea + sec por 9
amostras (6,2%) , seb + sec por 3 amostras
(2,06%) e co-amplificacdo dos trés genes sea,
seb, sec por 3 amostras (2,06%). Os
resultados observados nesse estudo foram
coerentes aos encontrados por Veras (2004),
Silva (2004) e Nader Filho et al. (2007), que
também utilizaram a técnica de PCR, com
predominéncia de amostras de S. aureus que
possuiam o gene de SEA, seguida de SEB e
posteriormente  SEC. A associagdo de
SEA+SEB também predominou entre os
achados destes autores.

Resultados divergentes sd0 apresentados por
Cardoso et al. (1999) ao caracterizarem a
producdo de enterotoxinas estafil ococi cas por
127 amostras de S. aureus, isoladas de lete
proveniente de vacas com mamite em Minas
Gerais, pela técnica de OSP, observaram o
predominio de amostras produtoras de SED,
seguida de SEB, SEC e SEA. Estes autores
ainda descrevem a presenca da TSST-1 entre
as amostras de S aureus. Ja Luz (2008)
também obteve resultado divergente ao deste
trabaho no que se refere & presenca das
enterotoxinas déssicas, pois nos 94 isolados

de S aureus de amostras de | eite provenientes
de vacas com mamite e quejo coaho,
nenhum apresentava 0S genes sea, seb e sec,
havendo apenas a amplificagdo dos
segmentos de tamanho esperado nas amostras
de referéncia (FRI) usadas como controle
positivo. Os genes identificados foram os
responsavels pda producdo das enterotoxinas
SEG, SEH, SEl e SEJ.

Segundo Pinheiro de Sa et al (2004), as SEB
predominaran em estudo redlizado em
amostras de S aureus isoladas de rebanhos
com infecgBes subclinicas. Para estes autores
0s resultados apresentados diferem em sua
grande maioria, 0 que deve refletir a
importancia da genctipagem de amostras de
S aureus para uma mdhor interpretagdo. As
variagbes observadas na distribuicdo dos
genes toxigénicos neste e em outros estudos
redizados podem estar reacionadas as
diferencas geogréficas, devido a diferentes
condi¢des ambientais, bem como a natureza
dosisolados de S aureus.

6- CONCLUSOES

De acordo com os resultados pode-se
concluir:

- O dto percentual de amostras de lete que
amplificaram o gene fem A sugere que 0 S
aureus congtitue um dos principais agentes
causadores de infecgbes intramamarias na
microrregido de Sete Lagoas-MG;

- A técnica de PCR utilizada neste estudo
apresentou alta sensibilidade e especificidade
para diagnostico de S. aureus, enterotoxinas
estafil ococicas e MRSA no leite

- O gene sea foi 0 mas prevaente nas

amostras analisadas, seguidos dos genes seb e
SEC,
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- Em uma mesma amostra constatou-se a
presenca de mais de um gene para
enterotoxinas;

- N&o houve corrdagdo entre as taxas de
identificacdo de S aureus e dtas taxas
CCSLT eCBT;

- A técnica de PCR, utilizando DNA de
extracOes redizadas diretamente do | eite, para
identificacdo de S aureus e determinacdo do
seu potencial  enterotoxigénico, maostrou-se
atil para estudos epidemioldgicos sobre as
infecgdes intramamarias causadas por S
aureus.
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Anexo 01 — Resultados das amostr as analisadas.

CCS | CBT
X 1000 | X 1000 FEM A MECA SEA SEB SEC
556 5794 |NEGATIVO - - - -
115 395 NEGATIVO - - - -
412 313 NEGATIVO - - - -
393 107 NEGATIVO - - - -
129 25 NEGATIVO - - - -
382 11 NEGATIVO - - - -
1267 5845 |NEGATIVO - - - -
497 984 NEGATIVO - - - -
412 429 NEGATIVO - - - -
941 4559 | NEGATIVO - - - -
223 1855 |NEGATIVO - - - -
1416 327 NEGATIVO - - - -
262 1762 | NEGATIVO - - - -
180 6106 |NEGATIVO - - - -
512 3536 |NEGATIVO - - - -
174 3228 |NEGATIVO - - - -
608 206 NEGATIVO - - - -
743 276 NEGATIVO - - - -
478 3897 |NEGATIVO - - - -
220 1202 | NEGATIVO - - - -
431 137 NEGATIVO - - - -
384 42 NEGATIVO - - - -
331 1025 |NEGATIVO - - - -
762 898 NEGATIVO - - - -
1091 6807 |NEGATIVO - - - -
801 187 NEGATIVO - - - -
774 44 NEGATIVO - - - -
148 1366 | NEGATIVO - - - -
185 119 NEGATIVO - - - -
475 137 NEGATIVO - - - -
235 254 NEGATIVO - - - -
148 307 NEGATIVO - - - -
135 309 NEGATIVO - - - -
409 2928 |NEGATIVO - - - -
34 139 NEGATIVO - - - -
174 331 NEGATIVO - - - -
408 185 NEGATIVO - - - -
264 809 NEGATIVO - - - -
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CCs CBT

X 1000 | X 1000 | FEM A MEC A SEA SEB SEC
364 5871 |NEGATIVO - - - -

114 383 NEGATIVO - - - -

761 7020 |NEGATIVO - - - -

316 756 NEGATIVO - - - -

746 129 NEGATIVO - - - -

251 20 NEGATIVO - - - -

394 14 NEGATIVO - - - -
1520 975 NEGATIVO - - - -

309 479 NEGATIVO - - - -
1234 275 NEGATIVO - - - -

293 441 NEGATIVO - - - -

110 27 NEGATIVO - - - -

428 23 NEGATIVO - - - -

798 68 NEGATIVO - - - -

75 5 NEGATIVO - - - -

221 167 NEGATIVO - - - -

426 34 NEGATIVO - - - -
3038 5691 |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO
732 107 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO
223 2119 |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |POSITIVO
405 369 POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
513 3591 |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
1207 266 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO
497 2104 |POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
377 214 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
76 246 POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
285 562 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
452 543 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO POSITIVO
507 302 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
133 3827 |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
462 8485 |POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
1552 1316 |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO
153 118 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
491 1540 |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
36 1080 |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
458 180 POSITIVO NEGATIVO | NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO
741 164 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
131 6646 |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
386 366 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
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CCs CBT

X 1000 | X 1000 | FEM A MEC A SEA SEB SEC

729 148 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
516 259 POSITIVO NEGATIVO | NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
653 592 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
135 120 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
753 853 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
679 9156 |POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
388 215 POSITIVO NEGATIVO | NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
462 3120 |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
411 2540 |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
565 257 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO
2658 2111 |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
212 2610 |POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
296 1864 |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
573 249 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
229 1816 |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO
138 138 POSITIVO NEGATIVO | NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
210 4129 |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO POSITIVO
283 2362 |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
467 4055 | POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
649 392 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
119 416 POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
490 2576 |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
3715 3817 |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
585 216 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
259 107 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
458 24 POSITIVO NEGATIVO | NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
1893 413 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
984 242 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
500 184 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
1380 327 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
2593 1698 | POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
232 1795 |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
210 240 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
849 4514 | POSITIVO POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO
225 217 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
207 404 POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
122 454 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
408 190 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
847 274 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
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CCs CBT

X 1000 | X 1000 | FEM A MEC A SEA SEB SEC

323 215 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
190 117 POSITIVO NEGATIVO | NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
432 879 POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
1214 171 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO
215 1365 |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
230 104 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
520 191 POSITIVO NEGATIVO | NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
157 103 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
441 366 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
432 614 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
732 854 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO
979 53 POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
1134 226 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO
1218 172 POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
98 182 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
555 530 POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
557 477 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
301 269 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
620 4761 |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
70 354 POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
504 899 POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
254 309 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
475 182 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
258 5359 |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
346 164 POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
779 590 POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
650 264 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
388 476 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
2800 666 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
534 492 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
1969 974 POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
237 295 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
339 330 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
333 418 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
1203 121 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO
289 558 POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
53 219 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO
324 157 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
441 100 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO POSITIVO
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CCs CBT

X 1000 | X 1000 | FEM A MEC A SEA SEB SEC

907 182 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
401 246 POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
672 383 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
419 321 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
632 17 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
504 1163 | POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
527 214 POSITIVO NEGATIVO | NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
985 683 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
282 483 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
286 192 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO
283 981 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
184 308 POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
524 2525 |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
546 174 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
526 466 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
224 7411 |POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO
87 765 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
143 644 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
720 416 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO
140 346 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
201 240 POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
174 4197 |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
196 192 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
802 216 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
238 305 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
651 100 POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
326 4653 |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
257 6297 |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
1182 1045 |POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
281 1325 |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
456 105 POSITIVO NEGATIVO | NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
328 303 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
465 116 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
1090 207 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
374 185 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
63 228 POSITIVO NEGATIVO | NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
182 7091 |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
2525 496 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
201 26 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO
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CCs CBT

X 1000 | X 1000 | FEM A MEC A SEA SEB SEC

647 36 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
465 12 POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO
634 432 POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
456 85 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |NEGATIVO
286 36 POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO
464 26 POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO NEGATIVO |NEGATIVO
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