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RESUMO 

 

 

O leite e o queijo têm um importante papel nutricional para o homem e quando consumidos 
sem o devido cuidado higiênico-sanitário, podem causar doenças devido à presença de 
microrganismos patogênicos, com destaque para Staphylococcus aureus. O envolvimento 
desta bactéria na epidemiologia das doenças veiculadas por alimentos decorre de sua alta 
prevalência e do risco de produção de enterotoxinas termoestáveis responsáveis pela 
intoxicação alimentar. S. aureus também produz outras toxinas de interesse humano como a 
toxina-1 da síndrome do choque tóxico, responsável pela síndrome do choque tóxico em 
humanos e as toxinas esfoliativas, causadoras da síndrome da pele escaldada. Alguns grupos 
vêm aplicando análises moleculares do gene da coagulase para subdividir os S. aureus 
baseando-se no polimorfismo deste gene. A resistência bacteriana a antibióticos é um sério 
problema para a Saúde Pública, pois bactérias resistentes podem ser transmitidas ao homem 
através de alimentos contaminados. Este trabalho teve como objetivos isolar S. aureus obtidos 
de leite e queijo de coalho da região Agreste de Pernambuco; caracterizar o perfil de 
sensibilidade antimicrobiana; pesquisar a presença dos genes responsáveis pelas toxinas; 
investigar a expressão dos genes toxigênicos nos S. aureus e correlacionar a tipagem 
molecular pelo gene da coagulase com os genes toxigênicos. Os perfis de sensibilidade 
demonstraram que a maioria dos S. aureus foi sensível a vancomicina, sulfa + trimetoprim e 
enrofloxacina e alguns isolados demonstraram alto índice de resistência aos demais 
antibióticos estudados. A análise do gene coa nos 94 isolados de S. aureus permitiu distribuí-
los em dois coagulotipos: coa1= ~750pb e coa2= ~1000pb sugerindo a disseminação de 
clones restritos na região Agreste de Pernambuco. Entre os 88 S. aureus positivos pela PCR, 
foram encontrados os genótipos seg, seh, sei, seg + seh, seg + sei, seg + sej, seh + sei, seg + 
seh + sei, seg + sei + sej e seg + seh + sei + sej. Estes resultados sugerem a existência de uma 
variação geográfica na distribuição dos S. aureus portadores dos genes toxigênicos. Destes, 20 
isolados foram selecionados para análise pela RT-PCR. Os transcritos obtidos em 12/20 foram 
seg, seh, sei, seg + seh, seg + sej e seg + sei + sej, coa1 e coa2. Os isolados de S. aureus 
positivos pela PCR e RT-PCR examinados neste estudo expressaram os genes responsáveis 
pelas enterotoxinas apresentando potencial para causarem quadros de intoxicação alimentar. 
 
Palavras-chave: Intoxicação Alimentar Estafilocócica, Coagulase, Staphylococcus aureus, 
Resistência Bacteriana a Drogas  
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ABSTRACT 

 

 

Milk and cheese have an important role in human nutrition and when consumed without 
proper hygienic/sanitary precautions, they can cause disease due to the presence of pathogenic 
microorganisms, particularly Staphylococcus aureus. The involvement of this bacterium in 
the epidemiology of food-borne diseases is due to it s high prevalence and risk of producing 
thermostable enterotoxins that are responsible for food poisoning. S. aureus can produce other 
toxins of interest to human health such as toxic shock syndrome toxin-1, responsible for toxic 
shock syndrome in humans and the exfoliative toxins, causative agents of scalded skin 
syndrome. Some have applied molecular analyses of the coagulase gene to subdivide S. 
aureus based on the polymorphism of this gene. Bacterial resistance to antibiotics is a serious 
problem for the Public Health Department because resistant bacteria can be transmitted 
humans through contaminated foods. The aims of this study were to isolate S. aureus obtained 
from milk  and “coalho” cheese from the Agreste region of Pernambuco, characterize the 
antimicrobial sensitivity profile, research the presence of genes responsible for toxins, 
investigate the expression of the toxigenic genes in isolates of S. aureus and correlate 
molecular typing by the coagulase gene with the presence of toxigenic genes. The 
antimicrobial sensitivity profile demonstrated that the majority of the S. aureus isolates was 
sensitive to vancomycin, sulfa + trimethoprim and enrofloxacin, and some demonstrated a 
high level of resistance  others antibiotics tested. The analysis of the gene coa in 94 S. aureus 
isolates allowed their distribution into two coagulotypes, coa1= ~750 bp and coa2= ~1000 bp, 
suggesting the spread of clones restricted to the Agreste region of Pernambuco. Among the 88 
S. aureus isolates positive by PCR, the following genotypes were found: seg, seh, sei, seg + 
seh, seg + sei, seg + sej, seh + sei, seg + seh + sei, seg + sei + sej and seg + seh + sei + sej. 
These results suggest the existence of a geographic variation in distribution of S. aureus 
carrying toxigenic genes. Of these, 20 isolates were selected for analysis by RT-PCR. The 
transcripts obtained in 12/20 were seg, seh, sei, seg + seh, seg + sej and seg + sei + sej, and 
coa1 and coa2. The S. aureus isolates positive by PCR and RT-PCR examined in this study 
expressed genes responsible for enterotoxins and showed potential to cause a clinical picture 
of food poisoning. 

 
Keywords: Staphylococcal Food Poisoning, Coagulase, Staphylococcus aureus, Bacterial 
Resistance to Drugs 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

 O leite é um dos alimentos mais completos da natureza, de elevado valor nutritivo, 

principalmente como fonte de proteína, sais minerais, gordura e vitaminas (LEITE et al., 

2002). A produção leiteira em Pernambuco constitui-se numa das principais atividades 

econômicas, concentrando-se principalmente na Região do Agreste Pernambucano, que é 

responsável por grande parte da produção estadual, abastecendo as cidades locais e a Região 

Metropolitana do Recife (IBGE, 2004). 

 Entre os derivados do leite, no caso da Região Nordeste, destaca-se o queijo de coalho, 

que é produzido com massa semicozida e tradicionalmente consumido fresco ou maturado, 

sendo comum o emprego de leite cru para seu preparo. Surtos relacionados ao consumo de 

leite e queijo contaminados com bactérias causadoras de doenças transmitidas por alimentos 

foram freqüentemente relatados (IKEDA et al., 2005; KÉROUANTON et al., 2007; 

PEREIRA et al., 1996). 

 O Staphylococcus aureus é um dos agentes patogênicos mais comuns, responsáveis 

por surtos de intoxicação alimentar. As peculiaridades do seu habitat tornam sua presença 

amplamente distribuída na natureza, sendo transmissíveis aos alimentos por manipuladores, 

na maioria, portadores assintomáticos, e pelos animais, principalmente o gado leiteiro com 

mastite (BALABAN; RASOOLY, 2000). 

 A intoxicação alimentar estafilocócica é atribuída à ingestão de enterotoxinas 

produzidas e liberadas pela bactéria durante sua multiplicação no alimento. É caracterizada 

por sintomas gastrointestinais como náusea, êmese, dores abdominais e diarréia em humanos 

(SCHERRER et al., 2004). A enterotoxina é termoestável, podendo permanecer no alimento 

mesmo após o cozimento, favorecendo a ocorrência da intoxicação (ALCARÃS et al., 1997). 

S. aureus também produz outras toxinas extracelulares como a toxina-1 da síndrome 

do choque tóxico, responsável pela síndrome do choque tóxico em humanos (CARDOSO et 

al., 1999) e as toxinas esfoliativas, causadoras da síndrome da pele escaldada (ENDO et al., 

2003). 

A análise do gene da coagulase (coa) através da Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR1) é aplicada para subdividir amostras de S. aureus baseada no polimorfismo do gene 

coa, utilizando iniciadores específicos direcionados a fragmentos com diferentes pesos 

moleculares (VIEIRA-DA-MOTTA; FOLLY; SAKYIAMA, 2001). O desenvolvimento de 

                                                 
1 PCR: Polymerase Chain Reaction. Será utilizada a sigla ao longo do trabalho. 
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métodos rápidos, sensíveis e eficazes para a detecção de patógenos de origem alimentar tem 

recebido maior atenção nos recentes anos devido ao acréscimo da consciência pública dos 

riscos de saúde associados com a contaminação microbiológica de alimentos (RAMESH et 

al., 2002). 

A PCR é aplicada como um método para a detecção dos genes responsáveis pelas 

toxinas estafilocócicas. Uma variação da PCR, a PCR-Multiplex, permite numa mesma 

reação, detectar vários genes responsáveis pelas toxinas, contribuindo para o estudo 

epidemiológico destas bactérias e seu envolvimento em doenças de origem alimentar 

(BECKER; ROTH; PETERS, 1998; SALASIA et al., 2004). 

O isolamento do RNAm como um método para estudar regulação transcricional é 

usado para tentar estabelecer se os genes são de fato funcionais no ambiente nativo. A 

expressão das toxinas-alvo, através da detecção da seqüência do RNAm responsável pela 

produção das mesmas, pode determinar o potencial tóxico dos microrganismos (DINJUS et 

al., 1997). 

  Outro aspecto importante é a presença de resíduos de antibióticos que pode interferir 

diretamente na qualidade do leite e nos processos industriais, inibindo culturas sensíveis. 

Atualmente, tem-se enfatizado a possibilidade de resíduos de antimicrobianos em alimentos 

provocarem aumento de resistência nas bactérias presentes na flora intestinal do homem 

(PORTUGAL; BRITO; CASTRO, 2001). 

 Devido à importância das toxinas na patogenicidade do S. aureus veiculado por 

alimentos como o leite e o queijo de coalho, serão abordados aspectos concernentes às 

características destas bactérias isoladas de municípios da região Agreste de Pernambuco, seus 

principais fatores de patogenicidade, com ênfase nas principais toxinas, além do destaque para 

a resistência aos antimicrobianos e genotipagem do gene da coagulase. 
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2  REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 Staphylococcus aureus 

 

 

  De acordo com o Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology - 1986, a família 

Micrococcaceae é composta por quatro gêneros: Planococcus, Micrococcus, Stomatococcus e 

Staphylococcus, sendo o gênero Staphylococcus atualmente dividido em cerca de 42 espécies 

registradas no banco de dados Taxonomy Browser (NATIONAL CENTER FOR 

BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2006).  

  A primeira descrição de bactérias do gênero Staphylococcus (do grego “staphyle” = 

cacho de uvas, e “cocos” = grão) foi realizada por Ogston em 1880, que relatou coccus em 

formato de cacho de uva, como a causa de um grande número de doenças piogênicas 

(BAIRD-PARKER, 1990). 

  As bactérias do gênero Staphylococcus são cocos Gram-positivos encontrados como 

organismos comensais ou patógenos bacterianos tanto em humanos como em animais. São 

imóveis, com diâmetro variando entre 0,5 a 1,5µm, não formadoras de esporos podendo 

aparecer de forma isolada, em pares, cadeias curtas ou em cachos (Figura 1A-B). São 

formadoras de colônias pigmentadas, em geral não-capsuladas, catalase e termonuclease 

positivas e coagulase positivas ou negativas (RAVEL, 1997; ZECCONI; HAHN, 2000). Em 

meio de Agar Sangue, alguns isolados produzem β-hemólise (KONEMAN et al., 2001). 

 

 

 

   

 

 

 

Figura 1- Morfologia (A) e característica morfotintorial pela técnica de coloração de Gram (B) de 
microrganismos pertencentes ao gênero Staphylococcus spp.  
Fonte: Science Photo Library (2007) e Tortora, Funke e Case (2005). 
 

 A                                                            B 
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  Somente as espécies Staphylococcus aureus, Staphylococcus delphini, Staphylococcus 

intermedius, Staphylococcus schleiferi coagulans e alguns isolados de Staphylococcus hyicus 

são coagulase positivos. A maioria das espécies de Staphylococcus é coagulase negativa 

(HOLT et al., 1994). 

  Diferem das espécies do gênero Micrococcus spp. por serem oxidase-negativa, 

fermentarem glicose em anaerobiose, possuírem ácido teicóico como constituinte de sua 

parede celular e DNA com conteúdo bastante reduzido de GC (30 a 39%) (MADIGAN; 

MARTINKO; PERKER, 1997; RAVEL, 1997). A parede celular dos estafilococos é 

resistente a lisozima e sensível a lisostafina, que cliva especificamente as pontes cruzadas de 

peptidoglicano com pentaglicina (ZYGMUNT; BROWDER; TAVORMINA, 1967). 

  Estes microrganismos são resistentes a condições severas e podem ser recuperados de 

ambientes não-fisiológicos meses após a inoculação (LISA; PLANO, 2004). Um dos 

principais patógenos oportunistas deste gênero, S. aureus, coloniza uma porção extensa da 

população humana (GILL et al., 2005). O nome desta espécie deriva da coloração de suas 

colônias logo assim que passaram a ser estudadas e isoladas por Rosembach (1884 apud 

SILVEIRA FILHO, 2007), que nomeou inicialmente S. pyogenes aureus, para as colônias 

amareladas e S. pyogenes albus, para as brancas. Entretanto, já é sabido que a pigmentação da 

colônia é bastante variável, considerando-se apenas o nome Staphylococcus aureus 

Rosembach (JUDICIAL COMMISSION, 1958). 

   O habitat primário de S. aureus em humanos é a mucosa da nasofaringe onde a 

bactéria existe como um membro persistente ou transitório da microbiota normal sem causar 

quaisquer sintomas (FUEYO et al., 2005) podendo, entretanto ser encontrado regularmente 

em outros sítios anatômicos (BHATIA; ZAHOOR, 2007) tais como a pele (NOBLE, 1998) e 

transitoriamente a orofaringe (SMITH; JACKSON; BAGG, 2001) e fezes (ARVOLA et al., 

2006). Portadores assintomáticos são a principal fonte de infecção por S. aureus, podendo 

causar doenças adquiridas tanto no ambiente hospitalar como na comunidade (FUEYO et al., 

2005). 

  S. aureus apresenta temperatura de crescimento na faixa de 7oC a 48,5oC (com 

temperatura ótima de 35 a 37oC) e são tolerantes a concentrações de 10% a 20% de cloreto de 

sódio e nitratos (FRAZIER; WESTHOFF, 2000).  

  É capaz de crescer dentro de uma escala compreendida entre os valores de pH 4,0 e 

9,8, sendo o pH ótimo para crescimento, compreendido entre 6,0 e 7,0 (FRANCO; 

LANDGRAFF, 2000). Estas características possibilitam S. aureus crescer numa grande 
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variedade de alimentos que requerem manipulação durante o processamento, incluindo 

produtos alimentares fermentados, tais como queijos (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003).  

 

 

2.2 Leite 

 

 

 O leite apresenta um valor alimentar inestimável na nutrição humana (FERREIRO; 

SOUZA; HEINECK, 1980) por conter proteínas de alto valor biológico, por sua riqueza em 

cálcio e fósforo e por conter notáveis quantidades de vitaminas A e B2, além de exercer uma 

influência reguladora sobre a flora bacteriana do trato intestinal (VEISSEYRE, 1998). 

 Devido a sua constituição, o leite torna-se um excelente meio de cultura para o 

desenvolvimento de microrganismos podendo ser responsável pela transmissão de 

importantes zoonoses ao homem (AMARAL et al., 2004). Estes microrganismos podem 

contaminar o leite durante ou após a ordenha e conseqüentemente os derivados de leite, os 

quais podem ainda sofrer contaminação durante processamento e estocagem, principalmente 

nos casos em que há grande manipulação do produto (NOUT, 1994). 

 No Brasil, de modo geral, o leite é obtido em más condições higiênico-sanitárias, 

apresentando contagens altas de microrganismos, constituindo-se em risco à Saúde Pública, 

principalmente, quando consumido cru, sem tratamento térmico (CERQUEIRA, 1997). No 

caso da região Nordeste, observa-se uma elevada taxa de crescimento no número de 

agroindústrias que utilizam como matéria-prima o leite produzido pelos pequenos e médios 

produtores. Contudo, a qualidade dos laticínios produzidos configura-se muitas vezes como 

um dos principais entraves na sua comercialização (NASSU et al., 2003). 

  Nos Estados Unidos, Eveson et al. (1988) investigaram um surto de intoxicação 

causado por leite achocolatado não sendo isolado S. aureus, mas foram detectadas 

enterotoxinas no produto. Os autores atribuíram a presença das toxinas no leite já 

pasteurizado a falhas na produção e resfriamento do leite cru, antes do processamento 

térmico. 

Alguns estudos realizados no Brasil têm demonstrado alta contaminação de leite e 

derivados por S. aureus (CARMO et al., 1994; CERQUEIRA et al., 1994; SANTOS; 

NOGUEIRA; CUNHA, 1995; SENA et al., 1998; SENA, 2000). Araújo (1984) ao analisar 

100 amostras de leite cru no município de Niterói, verificou que 50% apresentaram-se 

positivas para S. aureus, sendo que 48% das amostras positivas apresentaram contagens 
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variando de 103 a valores superiores a 105 UFC/mL. Santos, Genigeorges e Farver (1981) ao 

analisarem 78 amostras de leite cru em Minas Gerais, observaram que 47% estavam 

contaminados por este agente em contagens variando de 3,0 x 103 a 9,8 x 105 UFC/mL. Os 

dados obtidos nos referidos trabalhos indicam um risco potencial à saúde humana associado 

ao consumo do leite contaminado por S. aureus. 

A garantia da qualidade do leite, principalmente para evitar veiculação de agentes 

infecciosos ao homem, se inicia com o atestado sanitário da vaca, do ordenhador, das 

condições sanitárias do ambiente em que as vacas são ordenhadas, do equipamento usado na 

coleta e transporte do leite. Depende ainda, das condições higiênico-sanitárias durante a 

produção, do tratamento térmico, da temperatura de armazenamento do leite na propriedade, 

durante o transporte até a indústria, assim como os cuidados na rede de distribuição e no 

consumo (SANTOS; GENIGEORGES; FARVER, 1981). 

 

 

2.3 Queijo de Coalho 

 

 

  Dentre os produtos derivados do leite, o queijo é considerado um veículo freqüente 

de patógenos de origem alimentar e, em especial, os queijos frescos artesanais por serem, na 

maioria das vezes, elaborados a partir de leite cru e não sofrerem processo de maturação. A 

contaminação microbiana desses produtos assume destacada relevância tanto para a indústria, 

pelas perdas econômicas, como para a Saúde Pública, pelo risco de causar doenças 

transmitidas por alimentos (FEITOSA et al., 2003). 

  A obtenção higiênica do leite é o primeiro ponto crítico no processo de fabricação 

de queijos e de outros derivados, uma vez que os microrganismos podem ser introduzidos no 

produto (LANGE; BRITO, 2003; SCHOLZ, 1997). Desta forma, a qualidade do produto final 

é influenciada pelas condições higiênico-sanitárias em que o leite foi obtido, pelo 

processamento na indústria, pelas condições de sanitização do ambiente, qualidade da água e 

pelo armazenamento e transporte da matéria-prima e do produto (INTERNATIONAL 

COMMISSION ON MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR FOODS, 1997). 

 A pasteurização do leite tanto para consumo in natura como para a produção de creme 

e queijos reduz os riscos de toxinfecções alimentares, entretanto, falhas durante o 

processamento e comercialização do queijo podem favorecer a incorporação de matérias 

estranhas de origem biológica ou não. A contaminação microbiana de queijos de coalho 
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assume destacada relevância em Saúde Pública ao se considerar que bactérias 

enterotoxigênicas e patogênicas como S. aureus e Salmonella são comumente encontradas em 

derivados lácteos (PERESI et al., 2001). 

  Vários estudos sobre a qualidade microbiológica de queijo de coalho relataram a 

ocorrência de microrganismos patogênicos e contagens de microrganismos deteriorantes em 

números que excedem, às vezes, os limites estabelecidos pela legislação (BASTOS et al., 

2001; FEITOSA et al., 2003; NASSU et al., 2000). Dentre as bactérias patogênicas 

detectadas destacavam-se S. aureus, Salmonella e Listeria monocytogenes (BORGES et al., 

2003). 

  A produção de queijo de coalho no Brasil é restrita à região Nordeste, 

principalmente aos estados da Paraíba, Ceará, Rio Grande do Norte e Pernambuco, onde o 

produto é tradicional e portanto bastante consumido (LEITE JÚNIOR et al., 2000). A 

produção rural de queijo de coalho tem participação considerável na economia, colocando-se 

como extremamente expressiva na formação de renda dos produtores de leite, principalmente 

daqueles que não têm acesso às usinas de beneficiamento (NASSU et al., 2003). Por ser 

elaborado, em quantidade considerável, a partir de leite cru e sem os devidos cuidados de 

higiene, em pequenas propriedades rurais ou em pequenas indústrias que não adotam as Boas 

Práticas de Fabricação, o queijo de coalho não apresenta segurança microbiológica e 

padronização da qualidade (FEITOSA et al., 2003). 

  A contaminação do queijo de coalho, produzido em vários estados do Nordeste por 

S. aureus, variou entre 103 e 106 UFC/g (NASSU et al., 2000; PAIVA; CARDONHA, 1999). 

Estes valores são preocupantes, pois se situam acima dos limites estabelecidos pelos 

Ministérios da Agricultura, Pecuária e Abastecimento e da Saúde, cujo máximo permitido é 

103 UFC/g (AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2001; BRASIL. 

M.AP.A., 1996). Concentrações superiores a 105 UFC/g podem propiciar a produção de 

enterotoxinas (FORSYTHE, 2000) e oferecer risco potencial à saúde do consumidor. 

  O queijo de coalho produzido em Pernambuco artesanalmente tem como 

processamento a recepção do leite integral cru, filtração, adição do coalho, coagulação, 

quebra da coalhada, dessoragem parcial, enformagem, prensagem manual, prensagem 

mecânica, salga seca, desenformagem, lavagem do produto e consumo (MORAIS, 1995). 
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2.4 Fatores de Patogenicidade do Staphylococcus aureus 

 

 

   S. aureus é responsável por um espectro muito difundido de infecções em humanos 

e em diferentes espécies animais (ZSCHÖCK et al., 2005). Constitui o mais comum agente 

etiológico da mastite bovina contagiosa, com perdas economicamente relevantes para a 

indústria leiteira causando redução na qualidade do leite e direcionando a perda em produção 

e uso elevado de drogas e serviços veterinários (BECK; WISE; DODD, 1992; BLAIOTTA et 

al., 2006; ZECCONI et al., 2006). Produz e secreta 30 ou mais fatores de patogenicidade 

específicos que interferem com as defesas do hospedeiro (DINGES; ORWIN; 

SCHLIEVERT, 2000).  

  As patologias causadas por S. aureus podem ser divididas em infecções e doenças 

causadas por toxinas (NOVAK, 1999). As infecções podem ser localizadas como pústulas, 

furúnculos, impetigos, processos mais extensos e graves como infecção pós-cirúrgica, 

osteomielite, pneumonia, endocardite, meningite etc., ou disseminadas como bacteremia e 

septicemia. As doenças causadas por toxinas também apresentam importantes manifestações 

clínicas, como celulite, intoxicação alimentar, síndrome do choque tóxico e síndrome da pele 

escaldada (ARBUTHNOTT; COLEMAN; AZEVEDO, 1990; CORBELLA et al., 1997). 

  A patogenicidade de S. aureus é multifatorial, geralmente envolvendo um grande 

número de proteínas extracelulares e outros fatores de virulência. Algumas destas proteínas, 

incluindo citotoxinas e exoenzimas, são secretadas; outras, incluindo a proteína A e várias 

adesinas, fixam-se na parede celular. Juntas, estas proteínas capacitam o microrganismo a 

escapar das defesas do hospedeiro, aderir às células e moléculas da matriz intercelular, 

invadir ou destruir as células do hospedeiro, e a se propagar dentro dos tecidos. Sua produção 

é governada por uma cadeia complexa de funções regulatórias cuja expressão in vitro é 

temporariamente programada e depende amplamente, direta ou indiretamente, de sinais 

ambientais (VOJTOV; ROSS; NOVICK, 2002). 

  Apesar do mecanismo de patogenicidade do S. aureus ainda não estar 

completamente esclarecido, sabe-se que suas exotoxinas superantigênicas, como 

enterotoxinas (SEs) e toxina-1 da síndrome do choque tóxico (TSST-1), parecem ter papel 

inicial. São consideradas superantígenos, por estimularem uma resposta policlonal 

inespecífica de linfócitos T e a liberação aumentada de citocinas, causando toxicidade 

sistêmica e supressão da resposta imune adaptativa (BALABAN; RASOOLY, 2000; 

MARRACK; KAPPLER, 1990). 
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  Biofilmes são agregados de microrganismos embebidos em uma matriz polimérica e 

aderidos a uma superfície sólida, formando uma estrutura porosa e altamente hidratada 

contendo exopolissacarídeos e pequenos canais, abertos por entre as microcolônias 

(LAWRENCE et al., 1991). Este tipo de organização é extremamente vantajoso, por fornecer 

proteção contra adversidades como desidratação, colonização por bacteriófagos e resistência a 

antimicrobianos (GILBERT; MCBAIN; RICHARD, 2003). 

  Na linha de produção da indústria de laticínios, a formação de biofilmes eleva a 

carga microbiana e, muitas vezes, contamina com patógenos os alimentos que ali circulam, 

devido ao eventual desprendimento de porções aderidas. Desta forma, pode colocar em risco 

a saúde do consumidor, além de ocasionar prejuízos financeiros à indústria, em virtude da 

diminuição da vida de prateleira dos produtos alimentícios (MARSHALL, 1992; ZOTTOLA, 

1994). 

  Alguns tipos de alfa e beta hemolisinas induzem mudanças pró-inflamatórias nas 

células, inativam o sistema imune por efeito citotóxico direto, e degradam tecidos (PROJAN; 

NOVICK, 1997). A alfa-hemolisina produzida por estafilococos é muito ativa contra 

eritrócitos de algumas espécies animais. Esta toxina apresenta ação necrosante em pequenos 

vasos e aparentemente induz a formação de poros, alterando a permeabilidade da membrana 

celular. As hemolisinas estafilocócicas beta, gama e delta apresentam menor toxicidez, mas 

seus mecanismos de atuação ainda não foram esclarecidos (BUTT et al., 1998; DINGES; 

ORWIN; SCHLIEVERT, 2000). Por outro lado, a leucocidina apresenta ação destrutiva 

direcionada a neutrófilos e macrófagos, permitindo que S. aureus escapem ilesos da 

fagocitose (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000; MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 

1997). 

  A enzima hialuronidase provoca lise do ácido hialurônico, que compreende boa 

parte da matriz extracelular do tecido conjuntivo e facilita a disseminação dos 

microrganismos através dos tecidos. A enzima catalase, também produzida por S. aureus, 

promove a conversão do peróxido de hidrogênio em água e oxigênio. O peróxido de 

hidrogênio é gerado pelo organismo como mecanismo de lise bacteriana (ROSSI; CECCON; 

KREBS, 2005). 

  A colonização da pele por essa bactéria ocorre provavelmente por sua capacidade de 

resistir a altas concentrações de lipídios, bem como por produzirem proteínas de superfície 

que se ligam a fibronectina, presentes na superfície das células do hospedeiro. Estas proteínas 

são denominadas de proteínas de ligação a fibronectina A e B, sendo consideradas 
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importantes fatores de virulência, uma vez que promovem a ligação da bactéria às células do 

hospedeiro (FLOCK et al., 1990). 

  Uma proteína de superfície espécie-específica ancorada à parede celular do S. 

aureus, proteína A estafilocócica (SpA, do inglês Staphylococcus protein A), tem a habilidade 

de interagir com muitos componentes do hospedeiro, possivelmente desenvolvendo um papel 

como fator de virulência em infecções (PALMQVIST et al., 2002). Esta proteína encontra-se 

ancorada covalentemente à parede celular da maioria dos S. aureus (SCHLEIFER; 

KROPPENSTEDT, 1990). 

  Outra substância produzida por S. aureus é a coagulase, um fator enzimático que 

causa coagulação da fibrina, resultando numa espécie de coágulo (MADIGAN; MARTINKO; 

PARKER, 1997). A produção da coagulase é um importante determinante fenotípico na 

caracterização de isolados de S. aureus (KIM et al., 2001; MCDONALD; CHAPIN, 1995). 

Geralmente está associada a patogenicidade, apesar do seu papel como fator de virulência 

ainda não estar esclarecido (SILVA et al., 2005; PRATTEN et al., 2001; SU et al., 1999). 

Sabe-se que o coágulo produzido por esta enzima resulta no acúmulo de fibrina ao redor das 

células bacterianas, isolando a área infectada e dificultando a ação dos mecanismos de defesas 

do hospedeiro (MADIGAN et al., 1997). 

 

 

2.5 Intoxicação Alimentar Estafilocócica 

 

 

 Franco e Landgraff (1996) definem as intoxicações alimentares como doenças de 

origem alimentar causadas pela ingestão de alimentos contendo toxinas microbianas pré-

elaboradas nestes alimentos. Estas toxinas são produzidas durante a intensa proliferação dos 

microrganismos patogênicos presentes nos alimentos. Neste grupo, enquadram-se S. aureus, 

Clostridium botulinum, Bacillus cereus. Segundo Baird-Parker (1990), desde 1930 têm-se 

demonstrado que S. aureus são comuns e largamente difundidos nas intoxicações alimentares. 

 As exotoxinas são proteínas ou enzimas produzidas no interior de algumas bactérias 

Gram-positivas, decorrentes da multiplicação e metabolismo dos microrganismos, e liberadas 

na corrente sangüínea. Classicamente são agrupadas em três tipos, de acordo com seu modo 

de ação: citotoxinas, que destroem as células do hospedeiro ou afetam suas funções; 

neurotoxinas, que interferem com a transmissão normal de impulsos nervosos; e 

enterotoxinas, que afetam as células que revestem o trato gastrointestinal. As endotoxinas 
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correspondem à porção externa da parede celular (lipopolissacarídeos) das bactérias Gram-

negativas, que são liberadas após a morte bacteriana ou mesmo após a lise da parede celular 

(TORTORA; FUNKE; CASE, 2002). 

  As principais exotoxinas produzidas pelos estafilococos são as enterotoxinas, 

responsáveis pela intoxicação alimentar estafilocócica no homem. São produzidas por S. 

aureus, no entanto, outras espécies coagulase positiva, S. intermedius e S. hyicus foram 

apontadas como enterotoxigênicas (SENA, 2000), bem como espécies coagulase negativas 

(RAPINI et al., 2003). 

  S. aureus enterotoxigênico é um dos principais patógenos responsáveis por casos de 

intoxicação alimentar no mundo inteiro (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000), sendo 

estimado pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC) como causa de 185.000 

casos de intoxicação alimentar nos Estados Unidos anualmente (MEAD et al., 1999). 

Aproximadamente 1,5 bilhão de dólares é gasto anualmente nos Estados Unidos por causa das 

intoxicações estafilocócicas (SU; WONG, 1997). 

  Em muitos países as SEs constituem o segundo ou terceiro mais comum agente causal 

de intoxicação alimentar (ATANASSOVA; MEINDL; RING, 2001). Casos de intoxicação 

alimentar e prevalência de S. aureus em diferentes tipos de alimentos como frutos do mar, 

leite e derivados, carne e derivados foram relatados principalmente nos países da América, 

Europa e Ásia Oriental (JORGENSEN et al., 2005a; MARTIN et al., 2004; SMYTH et al., 

2005). 

  As enterotoxinas produzidas e liberadas pelos estafilococos durante sua multiplicação 

nos alimentos são termoestáveis, o que indica que a temperatura de cozimento dos alimentos 

não interfere na atividade biológica das SEs, possibilitando a instalação de quadros de 

intoxicação alimentar no homem (SILVA JÚNIOR, 1997). 

  A gastroenterite estafilocócica é causada pela ingestão de alimentos contendo uma ou 

mais enterotoxinas. Estima-se que 100ng a 1µg são eficientes para produzir a doença em 

indivíduos susceptíveis (BERGDOLL, 1990). Para que ocorra a produção mínima de 

enterotoxina estafilocócica no alimento é necessário que haja condições adequadas de 

temperatura e pH para a multiplicação dos estafilococos, até contagens de 105 UFC/g de 

alimento, além de condições climáticas e presença de uma flora competitiva (BRASCA et al., 

2005; MOSSEL; GARCIA, 1985). A presença ou ausência de oxigênio, sal, açúcar, acidez e a 

microflora são outros fatores importantes para o crescimento da bactéria no trato 

gastrointestinal (BHATIA; ZAHOOR, 2007).  
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  O diagnóstico de intoxicação alimentar estafilocócica é geralmente confirmado por 

pelo menos um dos seguintes fatores: a recuperação de mais de 105 S. aureus/g de alimento, a 

detecção de SEs no alimento ou o isolamento de S. aureus do mesmo fagotipo nos pacientes e 

no alimento (BRYAN; GUZEWICH; TODD, 1997). O diagnóstico conclusivo é baseado 

principalmente na demonstração das SEs no alimento (KÉROUANTON et al., 2007). 

  A intoxicação alimentar estafilocócica pode ser branda, moderada ou severa 

caracterizando-se por náuseas, vômito, mal-estar e debilidade geral, diarréia aquosa não 

sanguinolenta e dor abdominal. Pode ocorrer desidratação resultante de significativa perda de 

líquido, sudorese e cefaléia, mas não se observa febre elevada (MURRAY et al., 1992). Estes 

sintomas geralmente aparecem uma a seis horas após a ingestão de enterotoxina produzida no 

alimento por determinados isolados de S. aureus e a doença pode permanecer por 7 a 10 dias 

(ASAO et al., 2003; NEMA et al., 2007). 

  O início dos sintomas depende, porém, do grau de suscetibilidade e peso do indivíduo, 

concentração da enterotoxina no alimento e a quantidade do alimento consumido (BAIRD-

PARKER, 1990), sendo mais graves em crianças, idosos e pessoas acometidas de doenças 

crônicas imunossupressoras (CLIVER, 1994). 

  A intoxicação alimentar estafilocócica é raramente registrada e por essa razão existe 

informação limitada sobre a prevalência de tipos de SEs, ou seu caráter endêmico e/ou 

epidêmico (MARTIN et al., 2004). Sua notificação não é considerada compulsória no Brasil e 

em diversos países desconhecendo-se a verdadeira incidência devido à sintomatologia 

geralmente branda e de curta duração, uma vez que apenas grandes surtos chegam ao 

conhecimento das autoridades sanitárias (FRAZIER; WESTHOFF, 2000). 

 

 

2.6 Enterotoxinas Estafilocócicas (SEs2) 

 

 

  As enterotoxinas estafilocócicas são proteínas extracelulares de baixo peso molecular 

(26.900 a 29.600 dáltons) pertencentes à família das toxinas pirogênicas (PT) originada de 

espécies de estafilococos e estreptococos cuja estrutura, função e seqüências de nucleotídeos 

são semelhantes entre si. Também estão incluídas nesta família a toxina da síndrome do 

                                                 
2 SEs: Staphylococcal Enterotoxins 
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choque tóxico (TSST), as toxinas esfoliativas tipos A e B e as exotoxinas pirogênicas 

estreptocócicas (SPE).  

  As enterotoxinas exibem atividade de superantígeno, estimulando a proliferação 

policlonal de linfócitos T através do complexo formado entre moléculas do complexo 

principal de histocompatibilidade classe II com a porção variável do receptor de cadeia ß ou α 

do linfócito T (TCR Vß e TCR Vα, respectivamente) (MARRACK; KAPPLER, 1990; 

MCCORMICK et al., 2003). Além disso, as enterotoxinas são capazes de estimular a 

produção de citocinas nas concentrações de 10-13 a 10-16 molar (JOHNSON; RUSSELL; 

PONTZER, 1991). 

  São resistentes à hidrólise pelas enzimas gástricas e jejunais mantendo sua atividade 

no trato digestivo após ingestão (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003) e são estáveis ao 

aquecimento a 100oC durante 30 minutos (MURRAY et al., 1992), não sendo inativadas 

totalmente pela cocção normal, pasteurização e outros tratamentos térmicos usuais (JAY, 

1994). Isto significa que a atividade biológica das enterotoxinas permanece inalterada mesmo 

após o processamento térmico dos alimentos (HOLECKOVÁ et al., 2002). Além disso, 

alguns isolados de S. aureus produzem quantidades detectáveis de enterotoxinas após 24 

horas de incubação a 30oC (PEREIRA et al., 1991). 

  As SEs são nomeadas de acordo com suas atividades eméticas como o fator etiológico 

da intoxicação alimentar estafilocócica (HWANG et al., 2007). Com base em suas 

características antigênicas, diferentes enterotoxinas estafilocócicas foram identificadas. 

Enquanto SEA, SEB, SEC, SED, SEE (BAYLES; IANDOLO, 1989; BETLEY; 

MEKALANOS, 1988; COUCH; SOLTIS; BETLEY, 1988; JONES; KHAN, 1986) 

representam tipos clássicos, quatro SEs adicionais (SEG, SEH, SEI e SEJ) foram descritas, 

além  de seus genes correspondentes (MUNSON et al., 1998; REN et al., 1994; ZHANG; 

IANDOLO; STEWART, 1998).  

  O “alfabeto” das enterotoxinas estafilocócicas se expandiu pela detecção de novos 

genes que codificam as enterotoxinas SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SEU e 

SEV (JAURRAD et al., 2001; KURODA et al., 2001; LETERTRE et al., 2003; OMOE et al., 

2003; ORWIN et al., 2001). Além disso, algumas variantes também foram relatadas para 

SEC, SEG, SEI e SEU (ABE et al., 2000; LETERTRE et al., 2003; OMOE et al., 2002). 

  Aproximadamente 95% dos casos de intoxicação alimentar estafilocócica são 

causados pelas SEs dos tipos SEA a SEE (CREMONESI et al., 2005). Os 5% restantes de 

intoxicações devem estar associadas com outras SEs identificadas. A incidência de casos de 

intoxicação alimentar devido a novos tipos de enterotoxinas estafilocócicas já foi relatada na 
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França (ROSEC; GIGAUD, 2002), Japão (OMOE et al., 2002) e Inglaterra (MCLAUCHLIN 

et al., 2000). Apenas três das enterotoxinas, SEG-SEI, assim como as enterotoxinas SEA-

SEE, têm causado vômito após administração oral a primatas (KÉROUANTON et al., 2007). 

 

 

2.6.1 Aspectos Genéticos 

 

 

  Os genes que codificam as enterotoxinas já foram estudados, e suas denominações 

iniciam com as letras se de enterotoxina estafilocócica ou ent de enterotoxina, sendo a 

primeira forma a mais utilizada na atualidade (FREITAS et al., 2004). 

  Os genes que codificam as enterotoxinas são carreados por diferentes elementos 

genéticos. A associação com elementos genéticos móveis implica numa transferência 

horizontal dos genes destes superantígenos entre isolados de S. aureus e num importante 

papel na evolução de S. aureus como um patógeno (BLAIOTTA et al., 2006). 

    O gene para SEA (sea) é composto de 771pb e codifica uma proteína de 27,1 KDa 

(BETLEY; MEKALANOS, 1988; HUANG et al., 1987). SEA é expressa na metade da fase 

exponencial do crescimento dos estafilococos (TREMAINE; BROCKMAN; BETLEY, 

1993), sendo a detecção do gene sea em isolados de S. aureus importante, pois a SEA é tóxica 

em baixas concentrações (EVENSON et al., 1988). Uma quantidade tão pequena como 100-

200ng de SEA pode produzir sintomas (ASAO et al., 2003). Além disso, é a enterotoxina 

mais comum envolvida em intoxicações alimentares seguida por SED e SEB (BALABAN; 

RASOOLY, 2000). O gene seb consiste de 798 nucleotídeos e codifica uma proteína de 31,4 

KDa (JOHNS JR; KHAN, 1988).  O gene seb é cromossomal em isolados clínicos de S. 

aureus envolvidos em intoxicação alimentar, embora seja carreado por um plasmídio em 

outros isolados bacterianos (SHAFER; IANDOLO, 1978; SHALITA; HERTMAN; SAND, 

1977). A enterotoxina estafilocócica B pode ser considerada como uma potencial arma 

biológica (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000). 

  A enterotoxina SEC é heterogênea e contém algumas variantes, designadas SEC1, 

SEC2, SEC3, SECbovina e SECovina. Estas foram classificadas com base nas diferenças 

antigênicas e no hospedeiro animal com o qual elas estão associadas (MARR et al., 1993). O 

gene sec1 contém 801pb e codifica uma proteína de 27,4 KDa (BOHACH; SCHLIEVERT, 

1987), o gene sec2 contém 801pb e codifica uma proteína de 26 KDa (BOHACH; 

SCHLIEVERT, 1989) e o gene sec3 contém 798pb e codifica uma proteína de 27,4 KDa 
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(COUCH; BETLEY, 1989). SEC2 e SEC3 são os subtipos de SECs mais freqüentes em 

surtos de intoxicação alimentar (CHEN et al., 2001). SEC é a enterotoxina mais comumente 

associada com produção leiteira bovina, ovina e caprina (HIROOKA et al., 1988). 

  A baixa produção de SED é significante, pois pouca quantidade desta enterotoxina 

(100 a 200 ng) pode causar doença, especialmente em crianças e idosos (KOKAN; 

BERGDOLL, 1987). O gene sed foi localizado no plasmídio da penicilinase de 27,6 kb e 

codifica uma proteína de 26,3 KDa (BAYLES; IANDOLO, 1989). O gene para SEE (see) 

codifica uma proteína de 29 KDa (COUCH; SOLTIS; BETLEY, 1988) que apresenta 

homologia com SEA e SED, no entanto, maior homologia (81%) com SEA (BALABAN; 

RASOOLY, 2000). 

  Jarraud et al. (2001) mostraram que os genes das enterotoxinas SEG e SEI coexistem 

num elemento genético comum, um cluster gênico de enterotoxina (egc), com três outros 

genes, sem, sen e seo cuja propriedade emética é incerta mas com atividade superantigênica 

comprovada, e dois pseudogenes, φent1 e φent2.  Os genes seg e sei codificam proteínas de 

27 KDa (SEG) e 24,9 KDa (SEI), ambas com propriedades de proliferação de células T e 

ação emética (MUNSON et al., 1998). Estão presentes em S. aureus num mesmo fragmento 

de DNA com 3,2 kb, orientados em tandem (JAURRAD et al., 1999). 

  Análise subseqüente do segmento intergênico entre seg e sei em alguns isolados de S. 

aureus resultou na descoberta do gene seu, que codifica para outra enterotoxina homóloga, 

SEU. Letertre et al. (2003) descreveram a enterotoxina SEU, que aparentemente surgiu da 

fusão entre φent1 e φent2. O envolvimento de SEG e SEI em surtos de intoxicação alimentar 

ainda não está claramente estabelecido (OMOE et al., 2002). 

  SEH é uma enterotoxina com peso molecular de 27,3 KDa e ponto isoelétrico de 5,7, 

considerado ácido, diferentemente das demais SEs identificadas, que são neutras ou são 

proteínas básicas com pontos isoelétricos variando de 7,0 a 8,6 (SU; WONG, 1995). Ren et 

al. (1994) purificaram SEH de um isolado clínico de S. aureus de um paciente com TSS não 

menstrual que foi negativa para TSST-1. Su e Wong (1996) desenvolveram a técnica de 

ELISA para SEH e observaram que uma amostra envolvida em intoxicação alimentar 

produziu SEH, demonstrando que esta toxina é capaz de causar intoxicação alimentar e 

sintomas de TSS. O envolvimento de SEH em surtos de intoxicação alimentar estafilocócica 

parece bem estabelecido desde que foi recentemente detectada em produtos alimentares 

responsáveis por dois surtos (IKEDA et al., 2005; JORGENSEN et al., 2005a). 

  A caracterização do plasmídio comportando o gene sed revelou a presença de uma 

ORF (Open Reading Frame - quadro aberto de leitura) a qual codifica a enterotoxina 
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estafilocócica J (SEJ) de 31,2 KDa. As ORF de sed e sej são orientadas em direções opostas 

no plasmídio (pIB485) e são separadas por 895 nucleotídeos (ZHANG; IANDOLO; 

STEWART, 1998). Omoe et al. (2003) relataram que plasmídios (pIB485) contendo os genes 

sed e sej também incluem o gene ser. 

  A análise da sequência de aminoácidos da proteína SER revelou alta homologia com a 

sequência SEG e desenvolvimento de atividade de superantígeno. Diferentes estudos 

mostraram que isolados de S. aureus podem comportar uma ou mais SEs simultaneamente. 

Um isolado de S. aureus comportando o plasmídio pIB485 contendo os genes sed, sej e ser 

demonstra que a intoxicação alimentar pode ser causada por um fenótipo complexo devido à 

presença de múltiplas SEs. 

 

 

2.7 Toxina-1 da Síndrome do Choque Tóxico (TSST-13) 

 

 

  A toxina-1 da síndrome do choque tóxico (TSST-1) de S. aureus é codificada pelo 

gene tst, localizado no cromossomo bacteriano dentro de elementos genéticos móveis de 15 a 

19 kb denominados de ilhas de patogenicidade estafilocócica (LINDSAY et al., 1998; 

RUZIN; LINDSAY; NOVICK, 2001). É provavelmente susceptível à clivagem pela pepsina, 

podendo ser menos estável no intestino em comparação com as SEs (DINGES; ORWIN; 

SCHLIEVERT, 2000). 

  Esta toxina é reconhecida como a principal causa da síndrome do choque tóxico 

(TSS4), que pode ser causada menos freqüentemente pelas enterotoxinas SEA, SEB, SEC ou 

SED (primariamente B e C1) (VOJTOV; ROSS; NOVICK, 2002). Também é responsável 

pela síndrome da morte súbita infantil e síndrome de Kawasaki (RUUD et al., 2005). Casos 

de TSS por isolados de S. aureus positivos para SEG e SEI também foram documentados 

(JARRAUD et al., 1999).  

  Jarraud et al. (1999) mostraram que 12 isolados de S. aureus obtidos de pacientes com 

a síndrome do choque tóxico e febre escarlatina estafilocócica possuíam apenas os genes seg 

e sei. Clinicamente é caracterizada por febre, rachaduras cutâneas difusas, descamação, 

particularmente dos pés e palmas das mãos (Figura 2A-B), hipotensão e envolvimento 

multiorgânico (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT 2000). Se não tratada adequada e 

                                                 
3 TSST-1: Toxic Shock Syndrome Toxin-1 
4 TSS: Toxic Shock Syndrome 



I.S. Luz                                                                  Caracterização Molecular das Toxinas...    31 

 

imediatamente, um choque letal pode se desenvolver dentro de 24 horas após o início dos 

sintomas (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000; LOWY, 1998).  

  Pode ser dividida amplamente em casos menstruais (envolvendo infecção vaginal em 

mulheres menstruadas) e casos não menstruais. Síndrome do choque tóxico menstrual é 

geralmente associada ao uso de tampão absorvente; os tampões aumentam a concentração de 

oxigênio vaginal, que estimula a produção de TSST-1 por S. aureus que normalmente reside 

na vagina. Tampões de alta absorção também seqüestram íons magnésio, que causam 

depleção de nutriente na vagina e podem estimular condições de fase log tardia para S. aureus 

residente, induzindo a secreção de TSST-1 (SCHLIEVERT, 1993). 

  O início de TSS não-menstrual é comumente relatada para infecções oportunistas por 

S. aureus na vagina e em outras partes do organismo. Casos não menstruais são geralmente 

associados com cirurgia, infecção por influenza, uso de diafragma e infecções de pele. A 

maioria dos casos menstruais (90%) é causada por TSST-1 e casos não menstruais são 

igualmente divididos entre TSST-1 e SEs (BOHACH et al., 1990). Com o declínio nos casos 

relacionados aos tampões, a proporção de casos não menstruais tem aumentado 

significantemente de 9% de casos de TSS entre 1979 e 1980 para 41% de casos entre 1987 e 

1996 (WILSON et al., 2007). 

  A TSST-1 é um polipeptídeo de 29,1 KDa, com propriedades biológicas comuns a 

outras exotoxinas pirogênicas e superantigênicas, porém apenas as SEs têm atividade emética. 

A proteína madura é uma cadeia polipeptídica com um peso molecular de 22 KDa (DINGES; 

ORWIN; SCHLIEVERT 2000). A TSST-1 pode ser capaz de estimular a secreção de 

citocinas por monócitos na ausência de proliferação de linfócitos T (SCHLIEVERT, 1993). 

  Para que ocorra a síndrome do choque tóxico é necessário que o paciente esteja 

infectado por S. aureus produtor da toxina-1 da síndrome do choque tóxico e que esta toxina 

consiga atingir a circulação sangüínea (HERZER, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2A-B - Sinais da síndrome do choque tóxico estafilocócico.  
Fonte: Sauer (1991). 

 

                     A                                                                       B 
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2.8 Toxinas Esfoliativas (ETs5) 

 

 

  A toxina esfoliativa, produzida por S. aureus, é o principal agente causador da 

síndrome estafilocócica da pele escaldada (SSSS6), ou doença de Ritter, e impetigo bolhoso 

(BI7) (HAYAKAWA et al., 1998; MELISH, 1971), termo utilizado para uma coleção de 

doenças bolhosas da pele (LADHANI et al., 1999). A doença afeta primariamente neonatos e 

crianças, embora adultos com infecções latentes também sejam susceptíveis (LADHANI et 

al., 2001). 

  SSSS pode apresentar duas principais formas clínicas, dependendo da idade do 

paciente (LADHANI, 1999). O impetigo bolhoso, a forma localizada de SSSS, é a mais 

comum e pode ocorrer em qualquer idade. Começa com infecção de pele por uma linhagem 

de S. aureus produtora de ETs. Ocorrem lesões bolhosas com exsudato purulento, sinais 

locais de inflamação e necrose, e S. aureus pode geralmente ser isolado das lesões (LISA; 

PLANO, 2004). 

  A forma generalizada de SSSS (doença de Ritter) afeta neonatos, crianças e raramente 

adultos. Esta condição pode se iniciar com febre e eritema, seguida por um sinal positivo de 

Nikolsky e progresso para a formação de uma grande bolha e esfoliação de áreas extensas da 

epiderme revelando uma superfície úmida e brilhante com aparência semelhante à pele 

escaldada (ARBUTHNOTT et al., 1990) (Figura 3A-B).  

  A mortalidade em crianças é geralmente associada com infecções secundárias e outras 

complicações originadas da perda da epiderme superior da pele ou falha no tratamento 

(CRIBIER; PIEMONT; GROSSHANS, 1994; ITO et al., 2002). 

  As duas principais isoformas ET de S. aureus, ETA e ETB, biológica e 

sorologicamente distintas, são primariamente responsáveis pelas manifestações de SSSS e BI 

em humanos (WILEY; ROGOLSKY, 1977). Há diferenças geográficas relatadas sobre a 

prevalência das toxinas particulares que são expressas (LISA; PLANO, 2004). Na América do 

Norte, Europa e África, ETA é a toxina esfoliativa predominante (ADESIYUN; LENZ; 

SCHAAL, 1991; LADHANI, 2001). Em contraste, ETB foi relatada sendo mais comum no 

Japão (KONDO et al., 1975).  

                                                 
5 ETs: Exfoliative Toxins 
6 SSSS: Staphylococcal scalded skin syndrome 
7 BI: Bullous Impetigo 
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  A atividade da ETA é estável, mesmo após aquecimento a 100oC por 20 minutos 

sendo inativada apenas por aquecimento a 100oC durante 40 minutos. No entanto, ETB e ETC 

são sensíveis ao aquecimento de 60oC por 15 a 30 minutos (SATO et al., 1994). Ladhani et 

al. (1999, 2003) têm sugerido que ETB é mais freqüentemente isolada do que ETA em 

crianças com SSSS generalizada. 

  Sato et al. (1994) descreveram as características biológicas e sorológicas da toxina 

esfoliativa ETC a partir de amostra de S. aureus isolada de cavalo com infecções cutâneas, a 

qual não foi associada com doença em humano (LISA; PLANO, 2004). Yamaguchi et al. 

(2002) identificaram a seqüência do gene da toxina esfoliativa ETD numa ilha de 

patogenicidade de isolados clínicos de S. aureus. O significado clínico de ETC ou ETD não 

foi estabelecido. 

  As ETs são codificadas por elementos genéticos móveis (NOVICK, 2003) 

possibilitando a transferência horizontal destes fatores de virulência (LISA; PLANO, 2004). 

O gene que codifica ETA está localizado no cromossomo bacteriano dentro de um fago 

temperado de 43kb, ФETA (YAMAGUCHI et al., 2000). ETB é codificada em um plasmídio 

de aproximadamente 38kb (LEE et al., 1987; YAMAGUCHI et al., 2002). As ETs são 

reguladas pelo locus do gene regulador acessório estafilocócico agr (JI; BEAVIS; NOVICK, 

1995; NOVICK, 2003). 

  As toxinas esfoliativas apresentam os seguintes pesos moleculares: ETA 26,9 KDa, 

ETB 27,2 KDa (LEE et al., 1987; SATO et al., 1994), ETC 27 KDa (SATO et al., 1994) e 

ETD 27,2 KDa (YAMAGUCHI et al., 2002). Além da toxina esfoliativa estar associada com 

a patogênese de infecções de pele estafilocócicas e ser produzida por S. aureus isolados de 

humanos envolvidos em casos clínicos (CHI et al., 2006; MEHROTRA; WANG; JOHNSON, 

2000), sua presença em amostras de leite já foi demonstrada (ENDO et al. 2003; 

HAYAKAWA et al. 1998). 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 3A-B - Sinais da síndrome estafilocócica da pele escaldada.  
Fonte: Science Photo Library (2007) e Tortora, Funke e Case (2000). 

         A                                                                B 
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2.9 Uso de Antimicrobianos 
 

 

  O termo antibiótico provém de duas palavras gregas, “anti” e “bio”, significando 

“contrário à vida” e foi introduzido por Waksman em 1947, para designar a substância 

química de origem microbiana capaz de inibir o crescimento de microrganismos ou destruí-

los. Os antibióticos em geral são compostos caracterizados pela alta atividade contra 

microrganismos patogênicos, relativamente baixa toxicidez para seres humanos e outros 

animais, e resistência à inativação por enzimas e fluidos corpóreos (MADIGAN; 

MARTINKO; PARKER, 1997; YOSHIDA JÚNIOR et al., 2004). 

  Os antibióticos podem ser classificados quanto a sua atuação em bacteriostático, que 

causa apenas inibição do crescimento microbiano sem levar o microrganismo à morte, ou 

bactericida, que destrói o microrganismo por se ligar a algum alvo celular (KOROLKOVAS; 

BUCKHALTER, 1982). 

  A partir de 1950, quando os antibióticos passaram a ser amplamente utilizados, 

iniciou-se o fenômeno de resistência bacteriana (RAPINI et al., 2004). Desde então, o 

problema de resistência aos antibióticos passou a representar importância considerável em 

Saúde Pública (NAWAZ et al., 2002). Hoje, o desenvolvimento de resistência por certas 

bactérias patogênicas é mais rápido que a capacidade da indústria para produzir novas drogas 

(SOUZA, 1998). 

  A aquisição sucessiva de resistência à maioria das classes de agentes antimicrobianos, 

tais como, penicilinas, macrolídeos, aminoglicosídeos, cloranfenicol e tetraciclina tem 

tornado o tratamento e o controle de infecções estafilocócicas altamente difícil (GILL et al., 

2005). 

  A utilização muita difundida de meticilina e outras penicilinas semi-sintéticas no final 

dos anos 60 induziu à emergência de S. aureus resistente a meticilina (MRSA), que continua 

a persistir tanto em ambientes de cuidado à saúde como na comunidade (STEVENS, 2003). 

Atualmente, mais de 60% dos isolados de S. aureus são resistentes a meticilina e alguns 

isolados têm desenvolvido resistência a mais de 20 diferentes agentes antimicrobianos 

(PAULSEN; FIRTH; SKURRAY, 1997). 

  A terapia efetiva permanente contra a maior parte das linhagens de estafilococos 

multirresistentes, incluindo MRSA, é o glicopeptídeo vancomicina (WALSH, 1999). 

Entretanto, a emergência em 1997 (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND 

PREVENTION, 1997) de S. aureus com níveis intermediários de resistência à vancomicina e 
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à teicoplanina e a mais recente emergência de S. aureus com altos níveis de resistência à 

vancomicina (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2002) tem 

limitado sua efetividade (GILL et al., 2005). Tal S. aureus recebeu a denominação VISA 

(Staphylococcus aureus com resistência intermediária à vancomicina) e atualmente é 

denominado simplesmente de VRSA (Staphylococcus aureus vancomicina resistente). 

  A resistência antimicrobiana pode ser carreada pelo cromossomo bacteriano ou pelo 

plasmídio (FOOD AND DRUG ASSOCIATION, 2002). Em S. aureus, a resistência múltipla 

resulta da presença de plasmídios, mutações cromossômicas e de elementos transponíveis 

(HIRAMATSU et al., 2001). Evidências diretas indicam que o uso de antimicrobianos em 

animais seleciona bactérias resistentes que podem ser transferidas para humanos através dos 

alimentos ou contato direto com os animais (AARESTRUP, 1999).  

  Segundo Rajala-Schultz et al. (2004) as bactérias resistentes que são encontradas em 

animais produtores de alimentos, podem contaminar os produtos alimentícios e serem 

transferidas para humanos através da cadeia alimentar. No trato gastrointestinal elas podem 

transferir genes que conferem a resistência antimicrobiana a outras bactérias (WITTE, 2000) 

da própria espécie ou de espécies não relacionadas patogênicas ou não (FOOD AND DRUG 

ASSOCIATION, 2002). 

  A produção leiteira vem baseando-se principalmente na terapêutica alopática, e o 

aumento do uso de antibióticos ocorre em função da persistência de certos microrganismos 

resistentes. Dentre eles o S. aureus é um dos mais patogênicos e causa uma infecção 

geralmente crônica diminuindo gradativamente a produção leiteira, sendo de difícil controle 

uma vez que apresenta geralmente resistência à penicilina e outros antibióticos (BENITES et 

al., 2002; COSTA et al., 2000). 

 

 

2.10 Epidemiologia Molecular na Investigação das Toxinas Estafilocócicas 

 

 Diferenciação intraespecífica de S. aureus é essencialmente designada para 

investigações epidemiológicas durante as doenças, ou como parte de um sistema de vigilância 

contínuo, e pode ser conduzida por procedimentos fenotípicos e genotípicos (TENOVER et 

al., 1994). Tais métodos são baseados na premissa de que organismos clonalmente 

relacionados compartilham particularidades que podem diferenciá-los de outros organismos 

não relacionados (FUEYO et al., 2001). 
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 Atualmente, existem muitos métodos diferentes para tipagem de bactéria, mas nem 

todos os métodos dividem grupos de linhagens em um padrão similar e cada método mostra 

diferenças no desenvolvimento e critério de conveniência (FUEYO et al., 2001). 

  Nos últimos anos, verificou-se um aumento significativo no desenvolvimento de 

métodos genéticos para detecção e caracterização de bactérias patogênicas em alimentos. 

Particular relevância para a indústria de processamento alimentar é a habilidade de algumas 

linhagens de S. aureus em produzir enterotoxinas termoestáveis que causam intoxicação 

alimentar, uma das mais prevalentes causas de gastroenterites no mundo inteiro (DINGES 

ORWIN; SCHLIEVERT, 2000); por isso, a detecção de enterotoxinas é epidemiologicamente 

essencial (SHARMA; CATHERINE; DODD, 2000). 

  As SEs podem ser rotineiramente detectadas por ELISA, imunodifusão, 

radioimunoensaio e aglutinação em látex, mas a viabilidade destes métodos é usualmente 

limitada a testes comerciais para SEA, SEB, SEC, SED e SEE (CREMONESI et al., 2005; 

LETERTRE et al., 2003). Além disso, a sensibilidade e especificidade desses métodos 

sempre dependem da obtenção de quantidades detectáveis de toxinas e podem variar 

significantemente com a pureza dos reagentes. Esses testes levam de 3 a 24 horas para cada 

detecção, com sensibilidade de 0,25-1,0 ng/mL havendo ainda a possibilidade de resultados 

falso-positivos (CHEN et al., 2001). 

  Métodos baseados na amplificação de DNA (PCR) podem demonstrar a presença de 

linhagens de S. aureus toxigênicas, antes da expressão das toxinas, com base nas seqüências 

específicas dos genes e desta forma detectarem a fonte potencial de contaminação 

(HOLECKOVÁ et al., 2002). 

  A vantagem dos métodos baseados em PCR se relaciona à capacidade de detectar 

genes que determinam a produção das toxinas estafilocócicas inclusive a partir de alimento 

tratado por aquecimento, em virtude do DNA permanecer inalterado, demonstrando o 

potencial de toxigenicidade de S. aureus (TSEN; CHEN, 1992). 

  Devido às informações sobre a seqüência de DNA das SEs (MCLAUCHLIN et al., 

2000; REN et al., 1994; SU; WONG, 1995, 1997), a PCR torna-se um método para a 

detecção dos genes destas toxinas (BECKER; ROTH; PETERS, 1998), mostrando-se uma 

técnica simples e reprodutível, funcionando como uma ferramenta genética para estudos 

epidemiológicos (FREITAS et al., 2004). Métodos baseados em PCR (Figura 4) para 

determinar a ocorrência de microrganismos patogênicos e toxigênicos em alimentos são 

amplamente reconhecidos como capazes de diminuir o tempo de detecção e aumentar a 

especificidade e sensibilidade dos resultados (ERCOLINI et al., 2004). 
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   Vários isolados de S. aureus podem ser testados para a produção de enterotoxina em 

casos onde sintomas típicos de intoxicação são observados (LONCAREVIC et al., 2004). A 

contínua identificação de novas SEs e o requerimento de métodos rápidos na investigação de 

intoxicações alimentares têm levado ao desenvolvimento de técnicas para pesquisa de um 

único gene como a PCR-Uniplex (MCLAUCHLIN et al., 2000) e detecção simultânea dos 

genes se, como a PCR-Multiplex (MONDAY; BOHACH, 1999). 

  A PCR-Multiplex é uma variação da técnica de PCR, onde se utilizam vários pares de 

iniciadores específicos para diferentes seqüências-alvo, numa mesma reação de amplificação. 

Diversos sistemas de PCR-Multiplex foram desenvolvidos para o estudo do perfil dos genes 

toxigênicos que economizam tempo e trabalho para detectar muitos genes simultaneamente 

(MONDAY; BOHACH, 1999; OMOE et al., 2005; SHARMA; CATHERINE; DODD, 

2000). 

  Este procedimento permite que várias seqüências de uma mesma molécula de DNA 

sejam lidas, ou ainda, que múltiplos fatores de virulência de um mesmo patógeno sejam 

pesquisados (MARTINEZ; TADDEI, 2004). A técnica de PCR-Multiplex é utilizada para 

investigar diferentes genes toxigênicos em isolados de S. aureus, obtidos de quadros de 

intoxicação alimentar, de leite e queijo (FREITAS et al., 2006; OMOE et al. 2005). 

  A PCR é apenas capaz de confirmar a existência dos genes se em isolados de S. 

aureus, não determinando a expressão dos mesmos. A técnica da Reação em Cadeia da 

Polimerase Transcriptase Reversa (RT-PCR8) oferece uma maneira rápida, versátil e sensível 

de se analisar a expressão de um gene-alvo, utilizando o RNAm como molde para a síntese de 

DNAc obtido pela ação da enzima transcriptase reversa (Figura 5A-E). A próxima etapa 

envolve a amplificação do DNAc através de uma reação de PCR padrão (MARTINEZ; 

TADDEI, 2004). 

 

                                                 
8 RT-PCR: Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction 
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Figura 4 - Esquema da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR).  
Fonte: Tortora et al. (2000). 
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Figura 5 - Esquema da Reação em Cadeia da Polimerase Transcriptase Reversa (RT-PCR).  
Fonte: Kendall e Riley (2000). 
Nota: Fita molde de RNAm (A), Anelamento do primer ao RNAm para dar início à síntese do DNAc 
(B), A primeira fita de DNAc é sintetizada usando-se a transcriptase reversa (RT) (C), A fita molde de 
RNA é removida por tratamento com RNAse H (D), Reação de PCR utilizando DNAc (E).  
 

 

2.11 Polimorfismo do Gene da Coagulase (coa) 

 

 

  A produção da enzima coagulase é o principal critério usado pela microbiologia 

clínica para a identificação de S. aureus isolados de infecções humanas. Apesar de dados 

conflitantes a respeito da importância da coagulase como um fator de virulência (SU et al., 
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1999), esta é apontada como a primeira linha de defesa do S. aureus (MARTINEZ et al., 

2001; QUINN, 1994).  

  A coagulase é produzida extracelularmente por células de S. aureus e reage com a 

protrombina, simultaneamente transformando-a em staphylotrombina. Este complexo atua 

diretamente sobre o fibrinogênio, convertendo-o à fibrina, que resulta no revestimento do 

plasma. A coagulase também pode reagir com o fibrinogênio independentemente da 

protrombina (MCDEVITT; VAUDAUX; FOSTER, 1992). Acredita-se que a expressão do 

gene coa aumenta o crescimento bacteriano e promove a infecção em face dos mecanismos de 

defesa do hospedeiro, tais como a fagocitose (AARESTRUP; DANGLER; SORDILLO, 

1995).  

   De acordo com Bennett (1996), a positividade para a enzima coagulase foi usada para 

indicar patogenicidade de um isolado toxigênico e a presença da enzima termonuclease, 

sugerida como indicador mais confiável dessa enterotoxigenicidade. Segundo Bergdoll 

(1989), se um isolado apresenta resultados positivos para a produção das enzimas coagulase e 

termonuclease, pode ser considerado como potencialmente produtor de enterotoxinas. 

  Existem numerosas formas alélicas do gene da coagulase (coa) em S. aureus 

(IANDOLO, 1990). A análise da seqüência nucleotídica do gene coa clonado a partir de três 

diferentes isolados de S. aureus revelou a existência de um segmento variável dentro da 

região 3’ codificante (KAIDA et al., 1989; PHONIMDAENG et al., 1990). Esta região 

variável constituída de seqüências curtas repetidas (SRRs9) em tandem de 81 pb é utilizada 

em diversos estudos epidemiológicos para subtipar isolados de S. aureus baseado no número 

de seqüências repetidas e pela localização de sítios de restrição para endonucleases 

específicas (Figuras 6 e 7), permitindo aumentar o poder discriminatório da técnica (GOH et 

al., 1992).  

  Nos últimos anos, numerosas técnicas moleculares são usadas para identificar e 

comparar subtipos de S. aureus (RODRIGUES DA SILVA; DA SILVA, 2005). A técnica da 

PCR é utilizada para estabelecer a relação clonal em estudos epidemiológico-moleculares e 

permite subdividir os isolados de S. aureus baseando-se no polimorfismo do gene da 

coagulase (coa), utilizando iniciadores específicos que apresentam fragmentos com diferentes 

pesos moleculares (HOOKEY; RICHARDSON; COOKSON 1998; VIEIRA-DA-MOTTA; 

FOLLY; SAKYIAMA, 2001). Os resultados da pesquisa epidemiológica baseada na análise 

do gene coa sugerem que poucos subtipos de S. aureus são responsáveis pela maior parte dos 

                                                 
9 SRRs: Short Sequence Repeats 
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casos de mastite bovina (AARESTRUP; DANGLER; SORDILLO, 1995; SCHLEGELOVÁ 

et al., 2003; SU et al., 1999). 

  Dentre os métodos moleculares, muitos autores consideram a tipagem do gene coa 

uma ferramenta epidemiológica de significado simples e suficientemente reprodutível, 

específica e discriminatória, quando empregada na subtipagem de S. aureus isolados de fontes 

humanas e animais (AARESTRUP; DANGLER; SORDILLO, 1995; SANTOS et al., 2003; 

SCHLEGELOVÁ et al., 2003; SHOPSIN et al., 2000). 

 

 

>SRR do gene coa- Staphylococcus aureus (81pb) 

   

GCTCGCCCGA CACAAAA CAA GCCAAGCGAA ACAAA TGCAT 

ACAACGTAAC AACACATGCA AATGGTCAAG TATCATATGG C 

 

  Figura 6 - Esquema da região da seqüência repetitiva do gene da coagulase (coa). 
  Fonte: Shopsin et al., (2000). 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7 - Esquema representativo dos sítios de restrição da enzima AluI dentro do gene coa e 
localização do anelamento dos primers COAG2 e COAG3.  
Fonte: Goh et al. (1992). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 

  O leite é um alimento básico utilizado na dieta humana em toda faixa etária, 

principalmente por ser um dos produtos mais completos do ponto de vista nutricional (LEITE 

et al., 2002). Possui alta digestibilidade, indiscutível valor biológico e excelente fonte de 

proteínas e cálcio (GARCIA et al., 2000).  

  O queijo de coalho é um dos mais tradicionais queijos produzidos no Nordeste 

brasileiro e devido à simplicidade de sua tecnologia, é amplamente fabricado nesta região. É 

também um importante derivado do leite, apreciado tanto pelo seu valor nutritivo como pelo 

seu sabor que atende aos mais exigentes paladares. No entanto, as condições de 

processamento, armazenamento e comercialização podem comprometer suas características 

organolépticas, bem como torná-lo impróprio para consumo, em virtude da contaminação por 

microrganismos responsáveis por toxinfecções alimentares (RIBEIRO DE SÁ et al., 2003). 

  O S. aureus é um dos mais importantes causadores de intoxicações alimentares, 

assumindo relevância para a Saúde Pública, em virtude do risco potencial de sua veiculação 

ao homem através do leite e derivados que podem conter enterotoxinas termoestáveis pré-

formadas nestes alimentos (SENA, 2000).  

  Além das enterotoxinas, alguns isolados de S. aureus produzem outras toxinas de 

interesse humano como a toxina-1 da síndrome do choque tóxico (TSST-1) (DINGES; 

ORWIN; SCHLIEVERT, 2000) e toxinas esfoliativas (ETA e ETB) (LEE et al. 1987) 

causadoras da síndrome estafilocócica da pele escaldada.  

A produção da enzima coagulase é um dos critérios usados para identificação de S. 

aureus. Embora o teste da coagulase em tubo seja o teste padrão, vários isolados não são 

tipados pela técnica de produção desta enzima (AARESTRUP; DANGLER; SORDILLO, 

1995). Em vista disso, análises moleculares do gene da coagulase estão sendo empregadas 

como teste de caráter definitivo (VIEIRA-DA-MOTTA; FOLLY; SAKYIAMA, 2001). 

A análise do gene da coagulase (coa) através da PCR é aplicada para subdividir as 

amostras de S. aureus baseada no polimorfismo do gene coa, utilizando iniciadores 

específicos que geram fragmentos de diferentes tamanhos dependendo da amostra (VIEIRA-

DA-MOTTA; FOLLY; SAKYIAMA, 2001). 

A resistência bacteriana a antibióticos é um sério problema do ponto de vista clínico e 

da Saúde Pública (NAWAZ et al., 2002), pois bactérias resistentes a antibióticos podem ser 

transmitidas ao homem pela ingestão de alimentos contaminados. Há evidências de que o 
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tratamento indiscriminado de animais com antibióticos torne seus produtos e derivados, fontes 

para resistência aos antibióticos na espécie humana (OLIVEIRA; MOTA; SOUZA, 2002). 

O seqüenciamento dos genes codificadores de todas as SEs identificadas têm dado a 

oportunidade para a detecção e diferenciação de todos os genes se pela técnica de PCR. A 

contínua identificação de novas SEs e o requerimento de métodos rápidos na investigação de 

intoxicações alimentares têm levado ao desenvolvimento de métodos para a detecção 

simultânea de todos os genes se, como a técnica de PCR-Multiplex (MONDAY; BOHACH, 

1999). 

  Os genes se podem ser transcritos em RNAm e a conseqüente produção da toxina em 

níveis suficientes, pode causar intoxicação alimentar ou outras doenças pelos isolados 

portadores desses genes (OMOE et al., 2002). 

  Devido à riqueza em nutriente e fácil acessibilidade, o leite e o queijo constituem 

alimentos importantes na dieta da população e a contaminação destes alimentos por S. aureus 

representa um risco para a Saúde Pública, uma vez que esta bactéria é freqüentemente 

envolvida em doenças de origem alimentar e principalmente no que se refere às suas toxinas. 

A aplicação de técnicas moleculares na detecção das toxinas estafilocócicas é um passo 

relevante para se caracterizar rapidamente estas toxinas, além de gerar informações que 

possam contribuir para a proteção à saúde dos consumidores.   
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4 PERGUNTA CONDUTORA 

 

 

  Qual a freqüência, distribuição e expressão dos genes toxigênicos em S. aureus 

isolados de amostras de leite e queijo de coalho em municípios da região Agreste de 

Pernambuco e qual a correlação destes genes com o perfil genotípico do gene da coagulase? 
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5 HIPÓTESES 

 

 

a) É freqüente a presença dos genes responsáveis pela produção das toxinas 

estafilocócicas em isolados de S. aureus provenientes de amostras de leite e queijo de 

coalho em propriedades leiteiras de municípios da região Agreste de Pernambuco; 

b) Existe uma correlação entre o perfil genotípico do gene da coagulase com o perfil 

genotípico dos genes toxigênicos; 

c) Os genes toxigênicos distribuídos nos isolados de S. aureus provenientes das amostras 

de leite e queijo de coalho são expressos isoladamente ou em associação; 

d) Não existe associação entre o perfil genotípico do gene da coagulase e dos genes 

toxigênicos com os padrões de resistência e sensibilidade aos antimicrobianos entre os 

isolados de S. aureus de municípios da região Agreste de Pernambuco. 
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6 OBJETIVOS 

 

 

   6.1 Objetivo Geral: 

 

 

  Caracterizar os S. aureus isolados de leite e queijo de coalho em municípios da região 

Agreste de Pernambuco quantoà presença de diferentes toxinas. 

 

 

   6.2 Objetivos Específicos: 

 

 

a) Isolar e identificar fenotipicamente os S. aureus obtidos de leite e queijo de coalho de 

propriedades leiteiras da região Agreste de Pernambuco; 

b) Caracterizar o perfil de sensibilidade antimicrobiana dos S. aureus isolados de leite e 

queijo de coalho frente aos antibióticos mais utilizados na medicina humana e 

veterinária; 

c) Pesquisar a presença dos genes responsáveis pela produção de toxinas em isolados de 

S. aureus provenientes de leite e queijo de coalho; 

d) Investigar a expressão dos genes toxigênicos nos isolados de S. aureus provenientes de 

leite e queijo de coalho; 

e) Correlacionar a tipagem pelo gene da coagulase com os genes toxigênicos nos S. 

aureus isolados de leite e queijo de coalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



I.S. Luz                                                                  Caracterização Molecular das Toxinas...    47 

 

7 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

7.1 Isolamento Microbiológico e Identificação Fenotípica dos Staphylococcus aureus 
 

 

  Os S. aureus foram isolados a partir de amostras de leite e queijo de coalho obtidas 

por demanda espontânea em propriedades de exploração leiteira de cinco municípios da 

região Agreste de Pernambuco (São Bento do Una, Angelim, Caetés, Correntes e Gravatá) 

(Figura 8). Para o diagnóstico fenotípico dos S. aureus, as colônias foram identificadas de 

acordo com as características de crescimento em Agar Base acrescido de 8% de sangue 

desfibrinado de ovino, produção de hemólise e pigmento. 

  As características morfotintoriais foram analisadas pelo método de Gram e provas 

bioquímicas como produção de catalase, coagulase livre e termonuclease (TNAse Agar Azul 

de Ortotoluidina-DNA), segundo Silva, Junqueira e Silveira (1997). A produção de acetoína, 

fermentação da D-glicose (anaerobiose) e do D-manitol (aerobiose e anaerobiose) foi 

realizada segundo metodologia descrita por Mac Faddin (1980) e os isolados foram 

classificados de acordo com Baird-Parker (1990) (Figura 9A-H). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Mesorregião Agreste dividida em municípios, destacando os municípios onde foram 
realizadas as coletas de leite e queijo de coalho.  
Fonte: Pernambuco (2004). 
Nota: Abaixo, mapa do estado de Pernambuco (Brasil), dividido em mesorregiões. 
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Figura 9 - Métodos fenotípicos utilizados na caracterização de S. aureus. 
Fonte: Informações do autor.  
Nota: Crescimento em Agar sangue (A), coloração de Gram (B), produção de catalase (C), coagulase 
livre (D), termonuclease (E), produção de acetoína (F), fermentação da glicose (G), fermentação do 
manitol (H). 
 

 

7.2 Teste de Sensibilidade Antimicrobiana in vitro 

 

 

  Os isolados de S. aureus foram submetidos a testes de sensibilidade antimicrobiana in 

vitro através da técnica de difusão em disco de acordo com a metodologia descrita por Bauer 

et al. (1966) em Agar Mueller-Hinton utilizando os seguintes discos impregnados de 

antibióticos: norfloxacina (10 ug), enrofloxacina (5 ug), sulfa + trimetoprim (25 ug), 

cloranfenicol (30 ug), tetraciclina (30 ug), eritromicina (15 ug), penicilina G (10 U), 

amoxicilina (10 ug), novobiocina (5 ug), oxacilina (1 ug), vancomicina (30 ug), bacitracina 

(10 U), lincomicina (2 ug) e gentamicina (10 ug). Os diâmetros das zonas de inibição por 

difusão de disco foram interpretados após 24h de incubação a 37ºC, de acordo com o Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006). 

 

 

7.3 Extração do DNA Genômico para Ensaios Baseados em PCR 

 

 

  O DNA genômico dos S. aureus foi extraído a partir de 1 mL de cultura crescida em 

meio BHI (Brain Heart Infusion, Biobrás), centrifugada a 14.000 rpm a 4°C. O sedimento foi 
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homogeneizado em 500 µL de tampão TE 10:1 juntamente com a adição de 10 µL de 

lisozima (10 mg/mL) e 10 µL of proteinase K (5 mg/mL) para lise da parede celular. A 

suspensão foi incubada a 60°C por 20 min seguida pela adição de 100 µL de tampão STE 

(2.5% SDS, 10 mM Tris-HCl, pH 8, 0.25 M EDTA) e incubações por 15 min a 60°C, 5 min a 

temperatura ambiente e 5 min no gelo. A reação foi neutralizada com 130 µL de acetato de 

amônio a 7.5 M, mantida no gelo por 15 min e então centrifugada por 5 min. 

Aproximadamente 700 µL do sobrenadante foram transferidos para um outro tubo e 

misturados com o mesmo volume de fenol-clorofórmio-álcool-isoamílico (25:24:1), seguido 

por centrifugação por 5 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, e o DNA foi 

precipitado com aproximadamente 420µL de isopropanol a -80°C por 30 min ou a -20°C por 

24 h. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi ressuspendido 

em 10 µL de água deionizada estéril e mantido a -20°C. O DNA obtido foi quantificado 

usando o programa 1D Image Analysis Software, versão 3.5 da Kodak Digital Science, DC 

120 zoom Digital Camera, após eletroforese em gel de agarose a 1% usando DNA do 

bacteriófago λ clivado com enzima de restrição HindIII como padrão. 

 

 

7.4 Detecção dos Genes Toxigênicos através da Técnica da PCR 

 

 

7.4.1 PCR - Multiplex 

 

 

  Duas reações de PCR-Multiplex foram realizadas, uma para pesquisa dos genes sea, 

seb, sec, sed, see e outra para pesquisa dos genes eta, etb e tst. 

As reações foram preparadas para um volume final de 25 µL contendo 20 pmol de 

cada primer10, 160 µM de cada dNTP, 3 mM de MgCl2, 10 mM do Tris-HCl, pH 9,0, 50 mM 

de KCl, 30 ng de DNA genômico e 1,2U da Taq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil). As 

amplificações foram realizadas em termociclador (Biometra) programado para 30 ciclos 

térmicos, cada um consistindo de 95oC por 1 min (desnaturação), 60oC por 1 min 

(anelamento) e 72oC por 2 min (extensão). Foram usadas como controle positivo as cepas 

                                                 
10 Primer: Iniciador específico 



I.S. Luz                                                                  Caracterização Molecular das Toxinas...    50 

 

padrão de S. aureus FRI (Food Research Institute Madison, Wiscosin, EUA) 361 portadora 

dos genes sec e sed e FRI MN8 portadora do gene tst.  

Os produtos de amplificação (amplicons) foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose a 1,5% (m/v), corados com brometo de etídio (1,5 mg/mL), visualizados e 

fotografados em transiluminador de UV. Os primers utilizados nas reações (Tabela 1) foram 

desenhados como descrito por Becker, Roth e Peters (1998). 

 

 

7.4.2 PCR - Uniplex 

 

 

As reações de PCR-Uniplex para a pesquisa dos genes seg, seh, sei e sej 

separadamente, consistiram de uma mistura de 10 pmol de cada primer, 160 µM de cada 

dNTP, 1,5 mM do MgCl2, 10 mM do Tris-HCl pH 9,0, 50 mM de KCl, 20 ng do DNA 

genômico e 1 U da Taq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil) para um volume final de 25µL. 

As amplificações para os genes seg, seh e sej foram realizadas em termociclador (Biometra) 

programado para 50 ciclos térmicos, cada um consistindo de 94oC por 3 min, 94oC por 30 seg, 

60oC por 30 seg e 72oC por 30 seg. A amplificação do fragmento para o gene sei foi 

programada para 94oC por 30 seg, 60oC por 30 seg e 72oC por 60 seg (termociclador 

Biometra). Foi utilizada como controle positivo a cepa padrão de S. aureus FRI 361 portadora 

dos genes seg, sei e sej. Todas as cepas padrão utilizadas nas reações de PCR foram cedidas 

gentilmente pelo Laboratório de Enterotoxinas Estafilocócicas da Fundação Ezequiel Dias 

(FUNED-MG). 

Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% (m/v), 

corados com brometo de etídio (1,5 mg/mL), visualizados e fotografados em transiluminador 

de UV. Foram utilizados primers direcionados aos genes seg, seh, sei e sej (Tabela 1). 
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Tabela 1 - Seqüências dos primers utilizados para a detecção dos genes responsáveis pela produção 
das toxinas (SEA-SEE, SEG-SEJ, ETA-ETB e TSST-1), tamanho esperado dos fragmentos e 
referências. 
 

Primers Seqüência (5’→ 3’) Gene Tamanho do 
amplicon 

(pb) 

Referências 

SEA-3b cct ttg gaa acg gtt aaa acg sea 127 Becker et al., 
1998 

SEA-4b tct gaa cct tcc cat caa aaa c    
SEB-1c tcg cat caa act gac aaa cg seb 477 Becker et al., 

1998 
SEB-4b gca ggt act cta taa gtg cct gc    
SEC-3b ctc aag aac tag aca taa aag cta gg sec 271 Becker et al., 

1998 
SEC-4b tca aaa tcg gat taa cat tat cc    
SED-3b cta gtt tgg taa tat ctc ctt taa acg sed 319 Becker et al., 

1998 
SED-4b tta atg cta tat ctt ata ggg taa aca tc    
SEE-3b cag tac cta tag ata aag tta aaa caa gc see 178 Becker et al., 

1998 
SEE-2c taa ctt acc gtg gac cct tc    
TST-3 aagccctttgttgcttgcg tst 445 Becker et al., 

1998 
TST-6 atcgaactttggcccatacttt    
ETA-3b ctagtgcatttgttattcaagacg eta 119 Becker et al., 

1998 
ETA-4b tgcattgacaccatagtacttattc    
ETB-3b acg gct ata tac att caa ttc aat g etb 262 Becker et al., 

1998 
ETB-4b aaa gtt att cat tta atg cac tgt ctc    
SEG-1 acgtctccacctgttgaagg seg 400 Rosec; Gigaud, 

2002 
SEG-2 tgagccagtgtcttgctttg    
SEH-1 tcacatcatatgcgaaagcag seh 357 Rosec; Gigaud, 

2002 
SEH-2 tagcaccaatcaccctttcc    
SEI-1 ggtgatattggtgtaggtaac sei 454 Omoe et al., 

2002 
SEI-2 atccatattctttgcctttaccag    
SEJ-1 cagcgatagcaaaaatgaaaca sej 426 Rosec; Gigaud, 

2002 
SEJ-2 tctagcggaacaacagttctga    

Fonte: Informações do autor. 
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7.5 Purificação e Seqüenciamento dos Fragmentos Amplificados pela PCR 

 

 

  Para confirmar a identidade dos fragmentos amplificados pela PCR, diferentes 

amplicons foram selecionados e purificados com o kit PureLink PCR Purification (Invitrogen, 

Brasil), seguindo as recomendações do fabricante. As reações de seqüenciamento foram 

realizadas com os mesmos primers usados para as amplificações de PCR, usando o “Bigdye 

Kit” (Applied Biosystems). As seqüências dos nucleotídeos obtidas no ABI-3100 (Applied 

Biosystems) foram analisadas pelos programas: agrupamento das seqüências de S. aureus - 

forward e reverse (HUANG; MADAN, 1999) e comparadas com seqüências depositadas no 

GenBank: versão 2.2.12 do programa Blast (ALTSCHUL et al., 1990). 

 

7.6 Pesquisa do Gene coa nos Isolados de S. aureus através da PCR 

 

 

  A região 3’-terminal do gene coa foi amplificada utilizando os seguintes primers 

específicos: COAG2 (ACC ACA AGG TAC TGA ATC AAC G 3’) e COAG3 (5’ TGC TTT 

CGA TTG TTC GAT GC 3’) descritos por Aarestrup, Dangler e Sordillo (1995). 

  As reações de amplificação foram preparadas para um volume final de 25 µL, 

contendo: 20 ng do DNA genômico, tampão PCR 10x (10 mM Tris-HCl, pH 9,0; 50 mM de 

KCl), 1,5 mM de MgCl2, 1 µM de cada primer, 2 mM de desoxinucleotídeos trifosfato 

(dNTP’s) e 1 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Brasil), completando-se com água 

deionizada estéril. Como controle positivo foi utilizada a cepa de S. aureus nº 25923 

proveniente da American Type Culture Collection (ATCC 25923). 

  As amostras foram submetidas a 40 ciclos térmicos, cada um consistindo de 30 seg a 

95oC, 2 min a 62oC e 4 min a 72oC (termociclador Biometra). Os amplicons foram separados 

por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com brometo de etídio (1,5 mg/mL), 

visualizados e fotografados em transiluminador de UV. 
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7.7 Extração do RNA Total 

 

 

  O protocolo para extração do RNA total foi padronizado levando em consideração 

algumas características dos S. aureus como a lise da parede celular de bactérias Gram-

positivas. A obtenção do RNA bacteriano a partir de culturas de S. aureus foi realizada após 

crescimento a 24 horas para 19 isolados e a 48 horas para um, cujas medições da O.D. 

variaram de 1.2 a 1.6 em meio BHI (Brain Heart Infusion, Biobrás) e centrifugada a 14.000 

rpm por 5min. O sedimento foi homogeneizado em 500 µL de tampão TE 10:1 com adição de 

10 µL de lisozima (10 mg/mL) e 10 µL de lisostafina (2 mg/mL) homogeneizando-se 10 

vezes. As amostras foram incubadas em banho-maria a 37oC por 40 min invertendo-se os 

tubos periodicamente durante o período de incubação. Após centrifugação a 14.000 rpm por 5 

min, removeu-se o sobrenadante sendo adicionados posteriormente 500 µL de trizol 

(Invitrogen, Brasil), homogeneizando-se o conteúdo dos tubos com pipeta automática para 

lise da parede celular, e 100 µL de clorofómio refrigerado por amostra incubando-se por 3 

min a temperatura ambiente. Em seguida, foram acrescentados 250 µL de isopropanol por 

aproximadamente 300 µL do sobrenadante que foram transferidos para um outro tubo, após 

centrifugação a 14.000 rpm por 15 min. Para precipitação, a suspensão foi mantida a -80oC 

por 2 horas seguidas por centrifugação por 10 min. O sobrenadante, então, foi desprezado e os 

tubos invertidos em papel absorvente acrescentando-se posteriormente 200 µL de etanol a 

75% para lavagem do sedimento de RNA. Após uma breve centrifugação por 2 min, 

removeu-se cuidadosamente todo o etanol e o precipitado foi ressuspendido em água tratada 

com DEPC e estocado a -80°C. A qualidade da preparação do RNA foi avaliada em gel de 

agarose a 1% e a quantificação e pureza do RNA total analisadas em espectrofotômetro 

(Ultrospec 2100 pro) a A260nm (fator de diluição 1:500). 

 

 

7.8 Análise da Expressão das Toxinas em S. aureus 

 

 

  A expressão das toxinas nos isolados de S. aureus portadores dos genes toxigênicos 

foi investigada através da Reação em Cadeia da Polimerase Transcriptase Reversa (RT-PCR). 

A obtenção do DNAc para a reação de PCR foi realizada a partir do RNA total dos isolados. 

Na mistura contendo o RNA total (100 ng/µL) tratado com DNase, foram adicionados 1 µL 
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(300 µg/µL) do random primer ou 20 pmol do primer gene específico, 10 mM dNTP’s, 1 µL 

(200 U/µL) da enzima Superscript III Reverse Transcriptase (Invitrogen, Brasil) ou 1 µL (200 

U/µL) da enzima MMLV Reverse Transcriptase (USB), 0,1 M de dTT e 1 µL da RNAse out, 

sendo incubada por 5min a 25oC, 60 min por 50oC e 15 min por 70oC respectivamente.  

  Um controle negativo (apenas a mistura de reação, sem adicionar a enzima 

transcriptase reversa) foi incluído para cada amostra nas reações de RT-PCRs realizadas, 

além de dois controles positivos: a cepa padrão de S. aureus FRI 361 portadora dos genes seg, 

sei e sej e 20 isolados de S. aureus portadores do gene coa. 

  As reações de PCR foram realizadas para um volume final de 25 µL contendo: 10 

pmol de cada primer, 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil), 160 µM de dNTP’s, 

1,5 mM de MgCl2, 10 mM do Tris-HCl, pH 9,0, 50 mM de KCl e 1,0-3,0 µL do DNAc. As 

amplificações foram realizadas em termociclador (Biometra) programado de acordo com o 

gene estudado como descrito anteriormente. Os produtos da PCR foram analisados em gel de 

agarose a 1%. 

  Foram utilizados primers direcionados aos genes responsáveis pela produção das 

enterotoxinas (A-E, G-J), da toxina-1 da síndrome do choque tóxico (TSST-1), das toxinas 

esfoliativas (ETA e ETB) e da coagulase como descritos previamente (Tabela 1). 
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8 RESULTADOS 
 

 

 De acordo com as características fenotípicas e bioquímicas, todos os 94 isolados 

obtidos neste estudo foram identificados como S. aureus, sendo 27 provenientes do município 

de São Bento do Una, nove isolados do município de Angelim, 13 isolados do município de 

Caetés, sete isolados do município de Correntes e 38 oriundos do município de Gravatá, todos 

os municípios localizados na região Agreste do estado de Pernambuco. 

 Destes isolados, 88 foram provenientes de amostras de leite em todos os municípios 

pesquisados e seis de amostras de queijo de coalho coletados e identificados apenas do 

município de Gravatá. Os S. aureus foram caracterizados com o objetivo de determinar a 

freqüência e os tipos de genes toxigênicos, o gene da coagulase bem como seus perfis de 

resistência antimicrobiana. 

Os perfis de resistência dos isolados toxigênicos e não toxigênicos aos 14 antibióticos 

puderam ser comparados (Tabela 2). A maioria dos isolados de S. aureus foi resistente à 

penicilina (88,3%), lincomicina (80,85%), amoxicilina (73,4%) e eritromicina (68,09%) mas 

foram susceptíveis a vancomicina (100%), sulfa + trimetoprim (93,62%), enrofloxacina 

(80,85%) e cloranfenicol (76,6%). Os isolados originados de São Bento do Una apresentaram 

o maior grau de resistência diante dos 14 antibióticos analisados. Dos 27 S. aureus, 18 foram 

resistentes a nove ou mais antibióticos simultaneamente. Dos 67 isolados pertencentes aos 

demais municípios, apenas 6,06% apresentaram este grau de multirresistência. 

 

Tabela 2 - Percentual de resistência aos antibióticos de 94 S. aureus isolados de leite e queijo de 
coalho de cinco municípios da região Agreste de Pernambuco. 

Fonte: Informações do autor. 
 
 

Município
(nº de isolados) NOR ENO SUT CLO TET ERI PEN AMO NOV OXA VAN BAC LIN GEN

São Bento do Una (27) 22,22 14,81 3,704 48,15 51,85 96,15 85,19 74,07 66,67 85,19 0 92,59 100 100 60,04

Angelim (9) 0 37,5 12,5 25 12,5 83,33 87,5 62,5 37,5 50 0 100 100 87,5 49,70

Caetés (13) 7,69 0 0 0 7,69 7,69 84,62 84,62 0 0 0 30,77 61,54 7,69 20,88

Correntes (7) 0 0 0 0 14,29 14,29 71,43 71,43 0 0 0 0 0 28,57 14,29

Gravatá (38) 44,74 28,95 10,53 18,42 42,11 84,21 97,37 73,68 78,95 21,05 0 5,26 86,84 2,63 42,48

Total (94) 25,53 19,15 6,38 23,4 35,11 68,09 88,3 73,4 54,26 37,23 0 41,49 80,85 40,42 42,40

% de resistência a
Média

NOR = norfloxacina, ENO = enrofloxacina, SUT = sulfa + trimetoprim, CLO = cloranfenicol, TET = tetraciclina, ERI = eritromicina, PEN = penicilina G,
AMO = amoxicilina, NOV = novobiocina, OXA = oxacilina, VAN = vancomicina, BAC = bacitracina, LIN =lincomicina e GEN = gentamicina. 
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As análises para pesquisa dos genes responsáveis pela produção das enterotoxinas 

SEG, SEH, SEI e SEJ identificaram os segmentos de tamanho esperado em 88/94 (93,6%) dos 

S. aureus isolados de leite e queijo de coalho e 6/94 (6,4%) não amplificaram para nenhum 

dos genes toxigênicos. 

 Entre os 88 isolados de S. aureus que amplificaram segmentos para a presença dos 

genes seg, seh, sei e sej, 31 (35,2%) amplificaram apenas para um gene, 33 (37,5%) 

amplificaram para dois genes, 17 (19,3%) amplificaram para três genes e sete (8%) 

amplificaram para os quatro genes permitindo classificar os segmentos de tamanho esperado 

dentro de 10 grupos genotípicos para a presença dos genes toxigênicos (Tabela 3). Além 

disso, 12 (13,6%) comportavam apenas o gene seg, 6 (6,8%) o gene seh, 13 (14,8%) o gene 

sei, 3 (3,4%) o genótipo seg + seh, 22 (25%) o genótipo seg + sei, 7 (8%) o genótipo seg + 

sej, 1 (1,1%) o genótipo seh + sei, 11 (12,5%) o genótipo seg + seh + sei, 6 (6,8%) o genótipo 

seg + sei + sej e 7 (8%) o genótipo seg + seh + sei + sej. Nenhum S. aureus isolado dos cinco 

municípios analisados apresentou a associação dos genes seg + seh + sej (Tabela 3). 

No município de São Bento do Una foram encontrados os genótipos seg (4/27), sei 

(5/27), seg + sei (8/27), seg + sej (4/27), seg + sei + sej (1/27), no município de Angelim foi 

encontrado apenas o genótipo sei (8/9), no município de Caetés os genótipos seg (3/13), seg + 

seh (3/13), seg + sei (4/13), seg + sej (2/13), seg + sei + sej (1/13), no município de 

Correntes os genótipos seh (6/7), seh + sei (1/7) e no município de Gravatá foram 

encontrados os genótipos seg (5/38), seg + sei (10/38), seg + sej (1/38), seg + seh + sei 

(11/38), seg + sei + sej (4/38), seg + seh + sei + sej (7/38) (Tabela 3). Entre os seis S. aureus 

provenientes de amostra de queijo de coalho do município de Gravatá, foram encontradas as 

associações seg + sei (1/6), seg + sej (1/6), seg + sei + sej (2/6), seg + seh + sei + sej (2/6) 

(Figura 10A-D). 
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Tabela 3 - Distribuição dos genes seg, seh, sei e sej encontrados nos 94 S. aureus isolados de leite e 
queijo de coalho de cinco municípios da região Agreste do estado de Pernambuco. 
 

Municípios Genes Toxigênicos 
(seg-sej) São Bento do 

Una 
Angelim Caetés Correntes Gravatá 

seg 4 - 3 - 5 
seh - - - 6 - 
sei 5 8 - - - 
seg + seh - - 3 - - 
seg + sei 8 - 4 - 10 
seg + sej 4 - 2 - 1 
seh + sei - - - 1 - 
seg + seh + sei - - - - 11 
seg + sei + sej 1 - 1 - 4 
seg + seh + sei + sej - - - - 7 

Isolados negativos 5 1 - - - 
Total de S. aureus 27 9 13 7 38 

Fonte: Informações do autor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
Figura 10 - Produtos de amplificação representativos da PCR-Uniplex dos genes seg, seh, sei e sej.  
Fonte: Informações do autor. 
Nota: Linha M , marcador de peso molecular (100pb DNA ladder), linha CP- FRI 361. A (seg) linha 
1- 1G, linha 2- 4G, linha 3- 19G, linha 4- 20G, linha 5- 21G, linha 6- 22G. B (seh): linha 1- CR6, linha 
2- 1G, linha 3- 4G, linha 4- 19G, linha 5- 20G, linha 6- 21G, linha 7- 22G. C (sei): linha 1- 1G, linha 
2- 4G, linha 3- 19G, linha 4- 20G, linha 5- 21G, linha 6- 22G. D (sej): linha 1- 1G, linha 2- 31G, linha 
3- 40G, linha 4- 51G, linha 5- 53G, linha 6- 57G. 

M CP  1   2    3  4   5    6  

M CP  1  2  3   4    5  6  M  1   2   3   4   5    6   7    

400pb 400pb 

A                                                                                  B 

400pb 
400pb 

C                                                                                  D 

M CP  1   2   3   4     5    6  M CP  1   2    3   4    5    6   
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 Nenhum dos 94 isolados de S. aureus examinados pela PCR-Multiplex comportava os 

genes sea, seb, sec, sed, see, tst, eta e etb havendo apenas a amplificação dos segmentos de 

tamanho esperado para os genes sea, seb, sec, sed e tst nas cepas de referência (FRI) usadas 

como controle positivo (Figura 11). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
Figura 11 - Produtos de amplificação dos genes sea, seb, sec, sed e tst nas cepas padrão de S. aureus 
FRI através da PCR-Multiplex. 
Fonte: Informações do autor.  
Nota: Linha M , marcador de peso molecular (100pb DNA ladder), CN - controle negativo. Linha 1- 
FRI S6, linha 2- FRI 361, linha 3- FRI 1151, linha 4- FRI MN8. 
 
 

Neste estudo foi observada com maior freqüência a associação dos genes seg + sei 

(25%) nos isolados analisados, em seguida o gene sei isoladamente (14,7%) e o gene seg 

isoladamente (13,6%). A presença do gene sei foi significante sendo detectado isoladamente 

no município de Angelim em 8/9 dos isolados de S. aureus e em todos os outros municípios 

isoladamente ou em associação com outros genes toxigênicos. No município de Gravatá o 

gene seg predominou, sendo detectado em (38/38) dos isolados analisados, embora em 5/38 o 

gene seg foi observado isoladamente, e em 33/38 dos isolados em associação com outros 

genes. Este município apresentou a maior variabilidade na distribuição dos genes toxigênicos 

entre os isolados de S. aureus. 

O seqüenciamento confirmou que os isolados de S. aureus continham genes idênticos 

aos das enterotoxinas estafilocócicas (seg, seh, sei e sej) com elevado nível de similaridade. A 

sed 

tst seb 

sea 

sec 

M        1    2    3  CN  M  4  CN 
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análise dos resultados com o programa Blast revelou alta homologia dos genes seg, seh, sei e 

sej nos isolados investigados quando comparados com seqüências depositadas no GenBank: 

98%, 99%, 99% e 95%, respectivamente. Estes resultados confirmam a presença dos genes 

seg, seh, sei e sej nos isolados analisados. 

Para genotipagem do gene coa, todos os 94 isolados de S. aureus provenientes dos 

cinco municípios investigados (São Bento do Una, Angelim, Caetés, Correntes e Gravatá) 

amplificaram dois fragmentos do gene permitindo distribuí-los em dois coagulotipos de 

acordo com o tamanho dos segmentos de amplificação: coa1= ~750 pb (62,8%, cinco repeats 

em tandem; n=5) e coa2= ~1000 pb (37,2%, oito repeats em tandem; n=8). A cepa padrão 

utilizada como controle positivo (S. aureus ATCC 25923) amplificou um fragmento de ~800 

pb (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Perfis eletroforéticos representativos da PCR do gene coa de S. aureus isolados em 
municípios da região Agreste de Pernambuco. 
Fonte: Informações do autor. 
Nota: Linha M , marcador de peso molecular (100pb DNA ladder), controle positivo: linha 1- S. aureus 
ATCC 25923, linha 2- Perfil coa1: ~750 pb, linha 3- Perfil coa2: ~1000 pb. 
 
 

Em São Bento do Una foram observados dois coagulotipos, com predominância do coa2 

(1000pb), presente em 80% dos isolados. Entretanto, dos nove isolados analisados no 

município de Angelim, 44,44% apresentaram o perfil coa1 (750 pb) enquanto, que 55,56% 

dos isolados corresponderam ao perfil coa2. Dos 13 isolados de Caetés, 69,23% amplificaram 

o perfil coa1 e 30,77% o perfil coa2 e no município de Correntes, dos sete isolados, 57,14% 

apresentaram o coagulotipo coa1 e 42,86% o coa2. Todos os 38 S. aureus isolados de leite e 

queijo de coalho do município de Gravatá apresentaram apenas um coagulotipo (coa1). 
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Todos os 88 isolados que pertenceram aos perfis genotípicos coa1 e coa2 portavam 

um ou mais genes toxigênicos. No entanto, dos seis isolados de S. aureus que não 

amplificaram para nenhum dos genes seg, seh, sei e sej, cinco apresentaram o coagulotipo 

coa2 (1000 pb) e um isolado amplificou o perfil coa1 (Tabela 4). 

Os dois perfis genotípicos obtidos para o gene da coagulase dos 88 isolados foram 

classificados de acordo com os genes responsáveis pela produção das enterotoxinas SEG, 

SEH, SEI e SEJ, sendo distribuídos nos seguintes genótipos: coa1 (seg), (seh), (sei), (seg + 

seh), (seg + sei), (seg + sej), (seg + seh + sei), (seg + sei + sej), (seg + seh + sei + sej) e coa2 

(seg), (seh), (sei), (seg + seh), (seg + sei), (seg + sej), (seh + sei) e (seg + sei + sej) (Tabela 4). 

 

 Tabela 4 - Perfis genotípicos dos isolados de S. aureus. 

Coagulotipos No de isolados Genes Toxigênicos 

 8 seg 

 4 seh 

 4 sei 

coa1 (750 pb) 1 seg + seh 

 14 seg + sei 

 5 seg + sej 

 - seh + sei 

 11 seg + seh + sei 

 4 seg + sei + sej 

 7 seg + seh + sei + sej 

 1 Negativos 

coa2 (1000 pb) 4 seg 

 2 seh 

 9 sei 

 2 seg + seh 

 8 seg + sei 

 2 seg + sej 

 1 seh + sei 

 - seg + seh + sei 

 2 seg + sei + sej 

 - seg + seh + sei + sej 

 5 Negativos 

  Fonte: Informações do autor. 
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Para análise da expressão dos genes toxigênicos, foram selecionados 20 isolados de S. 

aureus sendo um isolado representado pela cepa padrão de S. aureus FRI 361 e 19 isolados 

provenientes dos cinco municípios da região Agreste de Pernambuco, que portavam um ou 

mais genes toxigênicos investigados pela PCR Uniplex. Cada isolado foi examinado pela 

extração do RNA total e pela transcrição dos RNAms dos genes seg, seh, sei e sej através da 

RT-PCR. 

 Para a padronização da técnica da RT-PCR foi utilizada a cepa padrão de S. aureus 

FRI 361 (portadora dos genes seg, sei e sej) cujo RNA foi avaliado a concentrações de 10 

ng/µL, 100 ng/µL e 1000 ng/µL. Após a realização das PCRs para os transcritos seg e sej, foi 

observada a mesma eficiência, no entanto para o transcrito sei, não houve amplificação do 

DNAc originado a partir de 10 ng/µL do RNA. Portanto, todas as reações de RT-PCR foram 

realizadas a partir de 100ng do RNA com os 20 isolados de S. aureus investigados (Figura 

13). 

Devido ao polimorfismo do gene da coagulase ser utilizado como marcador 

epidemiológico através de técnicas de caracterização de S. aureus e como controle adicional 

das reações de RT-PCR e da integridade dos DNAcs, a expressão do gene coa também foi 

avaliada. A distribuição dos genes seg, seh, sei e sej entre os 20 isolados de S. aureus assim 

como os respectivos coagulotipos estão listados na tabela 5 e figura 14A-B. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13 - Padronização da RT-PCR com concentrações variáveis do RNA total.  
Fonte: Informações do autor. 
Nota: Linha M , marcador de peso molecular (100pb DNA ladder), CN- controle negativo. Linhas 1, 2 
e 3 (seg - 10 ng/µL, 100 ng/µL e 1000 ng/µL), linhas 4, 5 e 6 (sei - 10 ng/µL, 100 ng/µL e 1000 
ng/µL), linhas 7, 8 e 9 (sej - 10 ng/µL, 100 ng/µL e 1000 ng/µL). 
 
 

     M   1   2    3    4    5    6    7   8    9  CN                         

400 pb 
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Tabela 5 - Isolados de S. aureus selecionados por município e por genótipo para realização da RT-
PCR. 
 
Isolados de S. aureus ses Transcritos para as 

SEs 
Transcritos coa 

FRI 361 seg + sei + sej seg + sei + sej 800 pb 
10SB seg + sei +sej - 1000 pb 
20SB seg seg 1000 pb 
5A sei - 1000 pb 
7A sei sei 1000 pb 

34SB seg - 1000 pb 
C seg + sej seg + sej 750 pb 
F seg + sei seg 750 pb 
I seg + sei seg 1000 pb 
L seg + seh - 1000 pb 

CR1 seh + sei - 1000 pb 
CR2 seh seh 750 pb 
CR6 seh seh 750 pb 
1G seg + seh + sei + sej seg 750 pb 
19G seg + seh + sei seh 750 pb 
51G seg + sej - 750 pb 
53G seg + seh + sei + sej seh 750 pb 
85G seg + seh seg + seh 750 pb 
99G seg + seh + sei + sej - 750 pb 
100G seg + sei + sej - 750 pb 

SB: São Bento do Una; A: Angelim; C-L: Caetés; CR: Correntes; G: Gravatá 
Fonte: Informações do autor. 
 

 
Figura 14 - Amplificação por PCR dos transcritos coa nos 20 isolados de S. aureus investigados pela 
RT-PCR.  
Fonte: Informações do autor. 
Nota: Linha M , marcador de peso molecular (100pb DNA ladder), linha CP- FRI 361, CN- controle 
negativo. A (coa1): linha 1-F, linha 2- CR6, linha 3- 19G, linha 4- 53G, linha 5- 85G, linha 6- 99G, 
linha 7- 100G, linha 8- C, linha 9- 1G, linha 10- 51G, linha 11- CR2. B (coa2): linha 1- 5A, linha 2- 
7A, linha 3- 10SB, linha 4- 20SB, linha 5- 34SB, linha 6- I, linha 7- L, linha 8- CR1. 

800 pb 

B 

M  CP  1   2    3    4    5   6    7    8 CN 

800 pb

A 

M  1   2   3   4   5  6   7  8   9 10  11 CN 
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 A transcrição dos RNAms dos genes seg, seh, sei e sej foi detectada em 12/20 isolados 

de S. aureus (60%), dos quais 9/12 amplificaram para um transcrito, 2/12 amplificaram para 

dois transcritos e 1/12 amplificou para três transcritos (Tabela 5). 

Dos 12 isolados positivos para os RNAms transcritos de seg, seh, sei e sej, 4/12 

apresentaram apenas seg (20SB, F, I e 1G), 4/12 apresentaram seh (CR2, CR6, 19G, 53G), 

1/12 apresentou sei (7A), 1/12 apresentou a associação seg + seh (85G), 1/12 apresentou a 

associação seg + sej (C) e 1/12 apresentou a associação seg + sei + sej (Tabela 5, Figura 15A-

B). É importante ressaltar que esta última associação foi verificada apenas na cepa padrão FRI 

361 usada como controle positivo.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15 - Amplificação por PCR dos transcritos seg, seh, sei e sej nos 12 isolados de S. aureus 
investigados pela RT-PCR. 
Fonte: Informações do autor.  
Nota: Linha M , marcador de peso molecular (100pb DNA ladder), linha CP- FRI 361, CN- controle 
negativo. A (seg e seh): linha 1-20SB, linha 2- C, linha 3- F, linha 4- I, linha 5- 1G, linha 6- 85G, linha 
7- CR2, linha 8- CR6, linha 9- 19G, linha 10- 53G, linha 11- 85G. B (sei e sej): linha 1- 7A, linha 2- 
C. 
 
 

 

 

 

 

 

B 

M CP  1 CN  M  CP  2  CN 

426 pb 
454 pb 

M CP  1   2    3   4   5   6 CN   M  7   8   9   10  11 CN                   

400 pb
357 pb

A 
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9 DISCUSSÃO 

 

 

Os resultados referentes ao teste de sensibilidade antimicrobiana in vitro revelaram alta 

eficácia da vancomicina, possivelmente devido a sua reduzida utilização na medicina 

veterinária, pois em nenhum dos municípios estudados este antibiótico era utilizado. Além 

disso, foram verificados altos índices de resistência tanto para a amoxicilina quanto para a 

penicilina indicando que não devem ser usadas no tratamento da mastite estafilocócica nas 

propriedades dos municípios estudados. A amoxicilina pertence ao mesmo grupo de 

antibióticos beta-lactâmicos e geralmente os estafilococos mostram elevada resistência (acima 

de 70%) à penicilina G, bem como, ampicilina, amoxicilina e carbenicilina (TAVARES, 

2000). 

Diferenças na ocorrência de resistência à penicilina foram observadas entre vários 

países (AARESTRUP; JENSEN, 1998). Um estudo prévio realizado por Vintov et al. (2003) 

encontrou alta freqüência de resistência à penicilina na Irlanda (71,4%), Inglaterra (67,3%), e 

nos Estados Unidos (50%), enquanto baixa freqüência foi encontrada em países escandinavos, 

incluindo Dinamarca (18,7%), Noruega (2%), e Suécia (28,5%). 

As variações encontradas nos índices de sensibilidade e resistência aos antibióticos 

foram observadas independentemente dos coagulotipos e da distribuição dos genes 

toxigênicos, mas puderam ocorrer devido a uma pressão seletiva exercida pelo uso de 

diferentes antibióticos em cada município. A alta resistência entre os isolados de S. aureus 

pode ser justificada pelo uso contínuo e indevido de antimicrobianos dentro dos municípios, o 

que fica evidente entre os isolados oriundos de São Bento do Una onde se pode observar 

100% de resistência a gentamicina, antibiótico atualmente utilizado para o tratamento de 

mastites estafilocócicas no Brasil (LANGONI; MENDONÇA; DEVELLEY, 2000; FREITAS 

et al., 2005). 

Apesar de nenhum dos S. aureus isolados de leite e queijo de coalho ter amplificado os 

genes para as toxinas clássicas SEA, SEB, SEC, SED, SEE, TSST-1, ETA e ETB, a 

freqüência de isolados comportando os genes que codificam as enterotoxinas SEG, SEH, SEI 

e SEJ foi muito alta (93,6%). Alguns autores relataram que 52,5% a 93,6% dos S. aureus 

isolados de leite portavam pelo menos um dos genes estudados para as enterotoxinas 

(BOEREMA; CLEMENS; BRIGHTWELL, 2006; KATSUDA et al., 2005; STEPHAN; 

BUEHLER; LUTZ, 2002).  
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  Estudos anteriores realizados em São Paulo e na Alemanha com isolados de S. aureus 

de origem bovina também não detectaram a presença destes genes ou detectaram em baixo 

percentual, apenas encontrando os genes para as enterotoxinas SEG-SEJ (CABRAL et al., 

2004; SALASIA et al., 2004). Hayakawa et al. (1998) relataram que a produção de toxinas 

esfoliativas entre os S. aureus isolados de leite parece ser rara. O isolamento de S. aureus 

portadores destes genes na glândula mamária bovina pode indicar veiculação humana de 

infecção por este microrganismo (HAVERI et al., 2007). 

 A ausência de genes para as toxinas clássicas e a presença dos genes para as demais 

toxinas descritas nos municípios estudados indica uma distribuição geográfica dos isolados 

toxigênicos. Os perfis dos genes para as SEs parecem ser variáveis entre diferentes anos e 

origens geográficas. Esta diferença pode resultar de adaptações do hospedeiro de S. aureus 

nas diferentes espécies animais (HWANG et al., 2007).  

 Em vários locais são observados diferentes percentuais para os genes toxigênicos. 

Silva, Carmo e Silva (2005) relataram um baixo percentual de isolados contendo os genes sea, 

seb e sec de casos de mastite bovina no Estado de Minas Gerais. Omoe et al. (2002) ao 

analisarem 21 isolados de leite de vacas com mastite no Japão observaram que oito 

comportavam os genes sec, seg e sei e sete os genes seg e sei não sendo observada a presença 

dos genes para as toxinas clássicas. 

 Jorgensen et al. (2005b) ao analisarem S. aureus isolados de amostras de leite bovino e 

caprino em sete regiões da Noruega, constataram que na maioria das regiões era encontrado 

um único tipo de gene toxigênico e apenas uma das sete regiões apresentou grande 

diversidade de genes toxigênicos. Estes relatos fortalecem a teoria da existência de uma 

distribuição regional na prevalência de algumas SEs e seus genes, indicando uma dispersão 

dos isolados de S. aureus em áreas geográficas específicas. Diferentes autores relataram esta 

distribuição geográfica dos S. aureus enterotoxigênicos isolados de leite de vacas com mastite 

(FITZGERALD et al., 1997; LARSEN et al., 2000; STEPHAN et al., 2001). 

O papel das enterotoxinas SEG-SEJ na intoxicação alimentar estafilocócica parece 

ainda indeterminado (ROSEC; GIGAUD, 2002), no entanto, McLauchlin et al. (2000) ao 

analisarem 23 isolados de estafilococos envolvidos em casos de intoxicação alimentar não 

observaram a produção das enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED ou SEE, mas detectaram a 

presença dos genes toxigênicos seg, seh, sei e sej, indicando que estas SEs podem ser 

responsáveis por tais surtos de intoxicação alimentar. 

Neste estudo a associação seg + sei foi detectada em 22/88 (25%) dos S. aureus, sendo 

esta associação a mais predominante. Rosec e Gigaud (2002) sugeriram que estas duas SEs 
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poderiam ser um importante elo filogenético entre as enterotoxinas estafilocócicas. No 

entanto, Jorgensen et al. (2005b) ao analisarem 101 isolados de tanques de leite bovino, 

verificaram baixa incidência da associação seg + sei (2/53).  

Estes genes estão presentes em S. aureus orientados em tandem e separados por um 

fragmento de 1,9 kb localizados num operon denominado enterotoxin gene cluster (egc) 

presente no genoma do S. aureus. Embora fosse esperado detectar o gene seg apenas em 

associação com o gene sei, por estarem interligados (MCLAUCHLIN et al. 2000, MUNSON 

et al. 1998; OMOE et al. 2002), neste estudo, alguns isolados comportavam o gene seg ou o 

gene sei isoladamente. 

Na análise dos S. aureus investigados dos cinco municípios da região Agreste do 

estado de Pernambuco, os genes sei e seg de forma isolada representaram os segundo (14,8%) 

e terceiro (13,6%) genótipos dominantes, respectivamente. Abe et al. (2000) também apontam 

que SEG foi uma das mais freqüentes toxinas produzidas por S. aureus. Estes resultados 

sugerem que os genes seg e sei nem sempre coexistem no mesmo isolado e parece também 

existir uma distribuição geográfica destas associações. 

 Isolados de S. aureus de 10 amostras de produtos derivados de leite cru foram 

positivas para um ou mais genes (seg-sej) sem produção das enterotoxinas clássicas ou 

presença dos seus respectivos genes. Entre os 122 isolados que portavam os genes seg-sej, seg 

e sei foram predominantes (39,3% e 46,7%, respectivamente) e esta combinação foi 

encontrada em 34,4% destes isolados (LONCAREVIC et al., 2005). 

O gene seh foi detectado em 28/88 (31,8%) dos isolados de S. aureus isoladamente ou 

em associação com genes para outras enterotoxinas, sendo estes resultados divergentes dos 

descritos por outros autores, pois baixos percentuais (inferiores a 16%) ou a não detecção do 

gene seh foi relatada (CABRAL et al., 2004; CREMONESI et al., 2005; JORGENSEN et al., 

2005b; OMOE et al., 2002; SALASIA et al., 2004; ZSCHÖCK et al., 2005). O percentual de 

31,8% encontrado é considerado elevado em relação aos encontrados em outros locais, 

reforçando a evidência da distribuição geográfica entre os isolados toxigênicos de S. aureus. 

O gene seh foi observado nos municípios de Caetés, Correntes e Gravatá. 

 Em um massivo surto de intoxicação alimentar envolvendo 10000 casos causados pela 

ingestão de leite reconstituído que tinha como matéria prima leite desnatado em pó em Osaka, 

Japão, verificou-se que a toxina envolvida era a SEA, mas segundo Ikeda et al. (2005) a 

quantidade detectada (80 ng) seria insuficiente para causar um surto com tamanha extensão. 

Desta forma, estes autores se propuseram a investigar dez lotes do leite em pó desnatado 

envolvido em tal surto com relação à presença de outras toxinas além da SEA, utilizando a 
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técnica de PCR. Verificaram a presença dos genes sea e seh em 10 amostras, realizaram a 

quantificação da SEH por ELISA e concluíram que o referido surto foi causado por pequenas 

quantidades de SEA e SEH, pois estas toxinas estavam presentes na mesma quantidade em 

todas as amostras analisadas e que 30µg de SEH causa resposta emética em macacos após 1,5 

a 3 horas da administração (SU; WONG, 1995). 

 A coexistência dos genes sej e sed foi relatada por muitos pesquisadores (BECKER et 

al., 2003; MENDOZA; MARTIN, 2005; NASHEV et al., 2004; ZHANG et al., 1998). A 

caracterização adicional da enterotoxina D, um dos tipos mais comumente associados com 

intoxicação alimentar e codificada pelo plasmídio pIB 485, revelou a presença de um quadro 

aberto de leitura que codifica a enterotoxina J (ZHANG et al., 1998). Apesar da coexistência 

dos genes sed e sej no mesmo plasmídio, no presente estudo, o gene sej foi obtido apenas em 

associação com seg, seh e sei (22,8%) não havendo correlação com o gene sed investigado 

pela PCR-Multiplex. 

A pesquisa do gene coa pela PCR revelou a existência de um clone predominante 

(coa1) de S. aureus nos municípios da região Agreste (São Bento do Una, Angelim, Caetés, 

Correntes e Gravatá) sugerindo que este clone possui propriedades especiais para superar os 

mecanismos de defesa do hospedeiro e estabelecer a infecção nos rebanhos das propriedades 

leiteiras (VAUTOR et al., 2003).  

Todos os 88 isolados pertencentes aos coagulotipos de 750 pb e 1000 pb apresentaram 

os genes seg, seh, sei e sej isoladamente ou em associação, não havendo uma correlação clara 

entre os perfis do gene da coagulase e dos genes toxigênicos. O coagulotipo de 750 pb diferiu 

em duas associações (seg + seh + sei e seg + seh + sei + sej) e o coagulotipo de 1000 pb, em 

apenas uma associação (seh + sei).  

Quando patógenos de múltiplos genótipos infectam um hospedeiro, competem pela 

fonte de nutrição e transmissão. Nesta condição, os genótipos com virulência aumentada são 

mais competitivos (NOWAK; MAY, 1994; SU et al., 1999). A produção de toxinas 

superantigênicas por parte de alguns clones possibilita a inibição do sistema imune e 

sobrevivência da bactéria no hospedeiro (FERENS et al., 1998). 

Os 38 S. aureus oriundos do município de Gravatá isolados de leite e queijo de coalho 

apresentaram apenas um coagulotipo (coa1). O isolamento de S. aureus provenientes de queijo 

de coalho apresentando o mesmo coagulotipo daqueles identificados nas amostras de leite, 

evidencia a importância epidemiológica da veiculação destes microrganismos a partir do leite 

utilizado para a fabricação artesanal dos queijos e o risco potencial à saúde dos consumidores 

da região. Rosec et al. (1997), analisando queijos preparados com leite cru, observaram a 
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presença da enterotoxina SEC em 73,7% das 61 amostras analisadas responsáveis por casos de 

toxinfecção alimentar. Os isolados de S. aureus do município de Gravatá apresentaram maior 

variabilidade genética quanto à distribuição dos genes toxigênicos e apenas o coagulotipo de 

750 pb, sendo importante destacar, a distância geográfica desse município em relação aos 

demais analisados neste estudo (Figura 8).  

 A RT-PCR tem sido usada para examinar a transcrição de RNAm em isolados de S. 

aureus portadores de seg, seh e sei (OMOE et al., 2002). Neste estudo, a expressão dos genes 

seg, seh, sei e sej em S. aureus provenientes de leite e queijo de coalho foi investigada pela 

transcrição dos RNAms de 20 isolados representativos com base na presença destes genes. Os 

resultados demonstraram a expressão potencial dos genes seg, seh, sei e sej em 12/20 isolados 

de S. aureus com predominância dos transcritos seg e seh isoladamente e em associação 

(11/12). A expressão de um gene pode ser altamente dependente do próprio aparato genético 

de cada isolado e das condições de crescimento, o que poderia explicar os resultados 

negativos verificados nesta análise. 

 A seleção destes isolados foi baseada na distribuição dos genes responsáveis pela 

produção das enterotoxinas SEG, SEH, SEI e SEJ e no envolvimento das mesmas em surtos 

de intoxicação alimentar já relatados, uma vez que alguns casos de intoxicação alimentar 

(aproximadamente 5% de acordo com estimativas) nos quais nenhuma das enterotoxinas 

clássicas foi detectada, puderam ser atribuídos às demais enterotoxinas (ROSEC; GIGAUD, 

2002; SU; WONG, 1995). 

 Apesar da transcrição dos RNAms ter sido realizada em uma amostragem pequena de 

isolados de S. aureus, a relevância da presença dos genes seg, seh, sei e sej, isoladamente e 

em associação, foi enfatizada pela possível produção de suas respectivas enterotoxinas. Um 

elemento importante na regulação da expressão de genes é a estabilidade variável de RNAms 

de acordo com o locus gênico e a taxa de crescimento das bactérias. Por isso, para garantir a 

integridade do RNA e do DNAc subseqüente gerado após ensaios de RT-PCRs, a cepa padrão 

FRI  361 e a avaliação do transcrito coa foram inseridas na análise da transcrição reversa. 

 Omoe et al. (2002) demonstraram que a maior parte dos isolados de S. aureus 

portadores do gene seh foi capaz de produzir uma quantidade significante de enterotoxina 

SEH. Entretanto, a maior parte dos isolados de S. aureus portadores de seg e 

aproximadamente 60% dos isolados portadores de sei não produziram um nível detectável de 

SEG e SEI quando o método de ELISA foi realizado, enquanto que a transcrição de RNAm de 

SEG e SEI nestes isolados tenha sido comprovada pela análise por RT-PCR. 
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 A demonstração da produção de toxina em quantidades que sejam suficientes para 

causar doenças por isolados de S. aureus portadores destes genes ainda é necessária (OMOE 

et al., 2005). Apenas a detecção dos genes toxigênicos em S. aureus não implica que estes 

isolados produzam SEs em um nível suficiente para causar quadros de intoxicação alimentar 

ou outras doenças associadas as enterotoxinas (CHIANG et al., 2008) uma vez que a 

produção das SEs também é influenciada por fatores do ambiente (pH, atividade de água, 

atmosfera entre outros). 

 Portanto, é razoável sugerir que o risco de intoxicação alimentar por S. aureus pode 

ser efetivamente avaliado com base na expressão do RNAm correspondente. Assim, pode-se 

determinar que os S. aureus positivos pela PCR e RT-PCR examinados neste estudo 

expressaram os genes responsáveis pelas enterotoxinas apresentando potencial para causarem 

quadros de intoxicação alimentar entre outras doenças. 
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10 CONCLUSÕES 

 

 

a) Foi elevada a freqüência no número de S. aureus presentes nas amostras de leite e 

queijo de coalho dos municípios da região Agreste de Pernambuco (São Bento do 

Una, Angelim, Caetés, Correntes e Gravatá) com destaque para os municípios de 

Gravatá e São Bento do Una; 

b) A alta freqüência de isolados de S. aureus multirresistentes decorrente do uso 

indiscriminado de antibióticos, nos municípios analisados, compromete a qualidade do 

leite e de produtos derivados, além de dificultar o tratamento de doenças 

potencialmente curáveis; 

c) A ausência de genes responsáveis pelas toxinas clássicas e a presença de outros genes 

toxigênicos nos isolados de S. aureus da região Agreste de Pernambuco sugere uma 

distribuição geográfica dos genes toxigênicos; 

d) Apesar da ausência de S. aureus portadores dos genes sea-see, nos municípios 

estudados, a ampla distribuição de isolados portadores dos genes toxigênicos seg, seh, 

sei e sej representa um risco para a saúde do consumidor, principalmente no que se 

refere à expressão destes genes constatada em alguns isolados; 

e) A existência de um perfil genotípico predominante pela avaliação do gene coa sugere 

que poucos clones podem estar circulando entre os diferentes municípios da região 

Agreste de Pernambuco. 

f) Não houve correlação entre os coagulotipos e os genes toxigênicos, já que perfis 

toxigênicos semelhantes foram observados nos dois coagulotipos presentes em S. 

aureus isolados de leite e queijo de coalho. 
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Resumo 
 

Staphylococcus aureus é um dos principais patógenos de origem alimentar, pois muitos 

isolados produzem enterotoxinas (SEs) termoestáveis que causam intoxicação alimentar 

quando ingeridas. O objetivo deste estudo foi caracterizar feno e genotipicamente S. aureus 

isolados de leite mastítico e queijo de coalho em municípios do estado de Pernambuco, Brasil. 

A frequência e distribuição de doze genes toxigênicos (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei e 

sej tst, eta e etb) e do gene da coagulase (coa) foram investigadas pela PCR, bem como sua 

expressão potencial pela RT-PCR. Os perfis de sensibilidade antimicrobiana demonstraram 

que todos os isolados de S. aureus identificados foram susceptíveis a vancomicina (100%), 

sulfa + trimetoprim (93,62%), enrofloxacina (80,85%) e cloranfenicol (76,6%). Um total de 

88 S. aureus analisados pela PCR-Uniplex apresentou os genes toxigênicos seg + sei (25%), 

sei (14,8%), seg (13,6%), seg + seh + sei (12,5%), seg + sej (8%), seg + seh + sei + sej (8%), 

seh (6,8%), seg + sei + sej (6,8%), seg + seh (3,4%) e seh + sei (1,1%). Em nenhum destes 

isolados foram detectados os genes das toxinas clássicas sea-see, tst, eta e etb pela PCR-

Multiplex. A presença apenas de alguns genes toxigênicos na região estudada demonstra uma 

variação na distribuição geográfica destes genes. A análise do gene coa dos 94 isolados de S. 

aureus permitiu distribuí-los em dois coagulotipos: coa1= ~750pb (62,8%) e coa2= ~1000pb 

(37,2%) presentes entre os municípios, associados a um ou mais genes toxigênicos, sugerindo 

que poucos clones estão circulando entre os municípios estudados responsáveis por casos de 

mastite bovina. Destes, 20 isolados foram selecionados para análise pela RT-PCR. Os 

transcritos foram positivos em 12/20 S. aureus (seg, seh, sei, seg + seh, seg + sej e seg + sei + 

sej, coa1 e coa2), demonstrando que os S. aureus estudados no presente trabalho expressaram 

os genes responsáveis pelas enterotoxinas e pela coagulase podendo causar quadros de 

intoxicação alimentar ou outras doenças. 

 

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; Toxinas; Coagulase; Sensibilidade antimicrobiana 
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1. Introdução 

 

 Doenças de origem alimentar apresentam um grande impacto para a saúde pública, 

sendo o S. aureus a terceira causa mais importante no mundo entre os casos relatados 

(Asperger e Zangerl, 2003; Normanno et al., 2005; Boerema et al., 2006) e o mais prevalente 

envolvido nas infecções intramamárias em ruminantes, (Akineden et al., 2001; Cenci-Goga et 

al., 2003; Boerema et al., 2006) sendo responsável por aproximadamente 30% a 40% de todos 

os casos de mastite (Asperger e Zangerl, 2003). 

  O crescimento de S. aureus em alimentos representa um risco para o consumidor, pois 

muitos isolados produzem enterotoxinas (SEs) termoestáveis que causam intoxicação 

alimentar quando ingeridas (Akineden et al., 2001; Boerema et al., 2006). Estas enterotoxinas 

são termorresistentes e podem permanecer nos alimentos mesmo quando os S. aureus estão 

ausentes (Jorgensen et al., 2005a). Os sintomas da intoxicação alimentar estafilocócica 

incluem um quadro inicial (dentro de 1-6h) de náusea, vômito, dores abdominais e diarréia 

(Jorgensen et al., 2005b). Estes sintomas diminuem dentro de 24-48h, mas a doença pode 

permanecer por 7-10 dias (Nema et al., 2007). 

 Alguns estudos têm mostrado que o queijo e outros produtos derivados do leite 

estavam envolvidos em intoxicações alimentares estafilocócicas no Brasil e em outros países 

(Anunciação et al., 1994; Adesiyum et al., 1998; Almeida-Filho e Nader-Filho, 2000). 

Tradicionalmente, cinco tipos antigênicos clássicos de SEs (SEA, SEB, SEC, SED, e SEE) 

foram reconhecidos. Entretanto, a existência de outros tipos (SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, 

SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SEU e SEV) foram relatados e seus genes descritos 

(Letertre et al., 2003; Lina et al., 2004; Jorgensen et al., 2005a; Bania et al., 2006; Boerema et 

al., 2006; Hata et al., 2006; Thomas et al., 2006). Embora os papéis das novas enterotoxinas 

na intoxicação alimentar não estejam totalmente esclarecidos, S. aureus portadores dos genes 

que codificam SEG, SEH, SEI, SEK, SEL e SEM foram isolados a partir de casos de 

intoxicação alimentar.  

 S. aureus também produz outras toxinas como a toxina-1 da síndrome do choque 

tóxico (TSST-1), caracterizada por febre, hipotensão, rash cutâneo e envolvimento 

multiorgânico (Chesney, 1997) e as toxinas esfoliativas (ETA e ETB) responsáveis pela 

síndrome da pele escaldada em crianças e neonatos, termo clínico usado para um espectro de 

doenças bolhosas da pele (Melish, 1982). 

 As técnicas da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e da Reação em Cadeia da 

Polimerase Transcriptase Reversa (RT-PCR) foram utilizadas para a detecção dos genes 
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toxigênicos e sua atividade de transcrição em isolados de S. aureus (Becker et al., 1998; Chen 

et al., 2004; Chen et al., 2001). 

 Diferentes métodos de tipagem foram desenvolvidos para a caracterização de isolados 

de S. aureus (Hata et al., 2006). A região 3’ terminal do gene da coagulase contém repetições 

de uma seqüência de 81pb, variando entre os isolados de S. aureus. Esta diferença consiste na 

existência de mais de uma forma alélica do gene coa, o que possibilita uma tipagem 

molecular com base nesse polimorfismo (Goh et al., 1992). 

 Outro aspecto importante é a presença de resíduos de antibióticos que pode interferir 

diretamente na qualidade do leite e nos processos industriais, inibindo culturas sensíveis, 

utilizadas na fabricação de iogurtes. Além disso, pode constituir um problema de saúde 

pública, levando ao aumento de bactérias resistentes a tratamentos por antibióticos. 

 Neste estudo, um total de 94 isolados de S. aureus foi obtido de leite mastítico e queijo 

de coalho em diferentes municípios de uma região do estado de Pernambuco, Brasil e 

caracterizados pela genotipagem realizada através da análise do gene coa, dos genes 

codificadores das toxinas estafilocócicas pela PCR e pela avaliação da expressão potencial 

destes genes através da RT-PCR. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1. Isolamento e caracterização fenotípica dos S. aureus 

 

  O isolamento de 94 S. aureus foi realizado a partir de amostras de leite mastítico e 

queijo de coalho obtidas por demanda espontânea em propriedades de exploração leiteira de 

cinco municípios de uma região de Pernambuco, Brasil (São Bento do Una, Angelim, Caetés, 

Correntes e Gravatá). Para a identificação fenotípica, os isolados foram caracterizados como 

S. aureus com base na morfologia das colônias em Agar Base acrescido de 8% de sangue 

desfibrinado de ovino, produção de hemólise e pigmento. 

  As características morfotintoriais foram analisadas pelo método de Gram e provas 

bioquímicas como produção de catalase, coagulase livre e termonuclease (TNAse Agar Azul 

de Ortotoluidina-DNA), segundo Silva et al. (1997), produção de acetoína, fermentação da D-

glicose (anaerobiose) e do D-manitol (aerobiose e anaerobiose), segundo Mac Faddin (1980) 

e os isolados classificados de acordo com Baird-Parker (1990). 
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2.2. Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

 O teste de susceptibilidade a drogas antimicrobianas dos isolados foi realizado em 

Agar Mueller-Hinton pelo método de disco difusão de acordo com o Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI, 2006). Os agentes antimicrobianos testados incluíram norfloxacina 

(10 ug), enrofloxacina (5 ug), sulfa + trimetoprim (25 ug), cloranfenicol (30 ug), tetraciclina 

(30 ug), eritromicina (15 ug), penicilina G (10 U), amoxicilina (10 ug), novobiocina (5 ug), 

oxacilina (1 ug), vancomicina (30 ug), bacitracina (10 U), lincomicina (2 ug) e gentamicina 

(10 ug). 

 

2.3. Extração do DNA genômico 

 

  O DNA dos S. aureus foi extraído baseado no método descrito em Maniatis et al. 

(1982), exceto que as células foram incubadas a 60oC por 20 minutos com 10 µL (10 mg/mL) 

de lisozima e 5 µL (10 mg/mL) de proteinase K para lise da parede celular. O DNA obtido foi 

quantificado após eletroforese em gel de agarose a 1%, usando DNA do bacteriófago λ 

clivado com enzima de restrição HindIII através do programa 1D Image Analysis software, 

versão 3.5 (Kodak Digital Science). 

  

2.4. Detecção dos genes das enterotoxinas sea, seb, sec, sed, see e genes da toxina-1 da 

síndrome do choque tóxico (tst) e das toxinas esfoliativas (eta e etb)  

 

Foram realizadas duas reações de PCR-Multiplex, uma para pesquisa dos genes sea, 

seb, sec, sed, see e outra para pesquisa dos genes eta, etb e tst. 

As reações foram preparadas para um volume final de 25 µL contendo 20 pmol de 

cada primer, 200 µM de cada dNTP, 3 mM de MgCl2, 10 mM Tris-HCl pH 9.0, 50 mM de 

KCl, 30 ng de DNA genômico e 1,2 U da Taq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil). As 

amplificações foram realizadas em termociclador (Biometra) programado para 30 ciclos 

térmicos, cada um consistindo de 95oC por 1 min (desnaturação), 55oC por 1 min 

(anelamento) e 72oC por 2 min (extensão). As seqüências dos primers utilizados nas reações e 

tamanho dos segmentos esperados são mostrados na Tabela 1. Foram usadas como controle 

positivo as cepas padrão de S. aureus FRI (Food Research Institute Madison, Wiscosin, EUA) 

361 portadora dos genes sec e sed e FRI MN8 portadora do gene tst. 
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Os produtos de amplificação (amplicons) foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose a 1,5% (m/v), corados com brometo de etídeo (1,5 mg/mL), visualizados e 

fotografados em transiluminador de UV. 

 

2.5. Detecção dos genes das enterotoxinas seg, seh, sei e sej 

 

As reações de PCR-Uniplex foram realizadas separadamente, e consistiram de uma 

mistura de 20 pmol de cada primer, 200 µM de cada dNTP, 1,5 mM do MgCl2, 10 mM do 

Tris-HCl pH 9.0, 50 mM de KCl, 20 ng do DNA genômico e 1 U da Taq DNA polimerase 

(Invitrogen, Brasil) em um volume final de 25 µL. As amplificações foram realizadas em 

termociclador (Biometra) programado para 50 ciclos térmicos, cada um consistindo de 94oC 

por 3 min, 94oC por 30 seg, 60oC por 30 seg e 72oC por 30 seg para os genes seg, seh e sej. 

Para o gene sei os ciclos foram programados para 94oC por 30 seg, 60oC por 30 seg e 72oC 

por 60 seg. A seqüência dos primers utilizados nas reações e tamanho dos segmentos 

esperados são mostrados na Tabela 1. Foi utilizada como controle positivo a cepa padrão de S. 

aureus FRI 361 portadora dos genes seg, sei e sej. Os amplicons foram visualizados como 

descrito anteriormente. 

 

2.6. Purificação e seqüenciamento dos fragmentos amplificados pela PCR 

 

Os segmentos amplificados pela PCR dos genes seg, seh, sei e sej foram purificados 

com o kit PureLink PCR Purification (Invitrogen, Brasil) e analisados através do seqüenciador 

automático ABI 3100 (Applied Biosystem, USA). As seqüências dos nucleotídeos obtidas 

foram analisadas pelos programas: Agrupamento das seqüências de S. aureus - forward e 

reverse (Huang e Madan, 1999) e comparadas com seqüências depositadas no GenBank: 

versão 2.2.12 do programa Blast (Altschul et al., 1990). 

 

2.7. Genotipagem do gene da coagulase (coa) 

 

  A região 3’-terminal do gene coa foi amplificada utilizando os primers específicos: 

COAG2 (ACC ACA AGG TAC TGA ATC AAC G 3’) e COAG3 (5’ TGC TTT CGA TTG 

TTC GAT GC 3’) descritos por Aarestrup et al. (1995). 

  As reações de amplificação foram preparadas contendo 20ng do DNA genômico, 

tampão PCR 10x (10mM Tris-HCl, pH 9,0; 50mM de KCl), 1,5mM de MgCl2, 1µM de cada 
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primer, 200µM de desoxinucleotídeos trifosfato (dNTP’s) e 1U de Taq DNA Polimerase 

(Invitrogen, Brasil), para um volume final de  25 µL. Foi utilizada como controle positivo a 

cepa padrão de S. aureus ATCC nº 25923 proveniente da American Type Culture Collection 

(ATCC 25923). As amostras foram submetidas a 40 ciclos térmicos, cada um consistindo de 

30 seg a 95ºC, 2 min a 62ºC e 4 min a 72ºC. 

 

2.8 Extração do RNA Total 

 

  O protocolo para extração do RNA total foi padronizado levando em consideração 

algumas características dos S. aureus, como a lise da parede celular de bactérias Gram-

positivas. A obtenção do RNA bacteriano a partir de culturas de S. aureus foi realizada após 

crescimento a 24 e 48 horas, cujas medições da O.D. variaram de 1.2 a 1.6 em meio BHI 

(Brain Heart Infusion, Biobrás) e centrifugada a 14.000 rpm por 5min. O sedimento foi 

homogeneizado em 500 µL de tampão TE 10:1 com adição de 10 µL de lisozima (10 mg/mL) 

e 10 µL de lisostafina (2mg/mL) homogeneizando-se 10 vezes. As amostras foram incubadas 

em banho-maria a 37oC por 40 min invertendo-se os tubos periodicamente durante o período 

de incubação. Após centrifugação a 14.000 rpm por 5 min, removeu-se o sobrenadante sendo 

adicionados posteriormente 500 µL de trizol (Invitrogen, Brasil), homogeneizando-se o 

conteúdo dos tubos com pipeta automática para lise da parede celular, e 100 µL de 

clorofórmio refrigerado por amostra, incubando-se por 3 min a temperatura ambiente. Em 

seguida, foram acrescentados 250 µL de isopropanol em aproximadamente 300 µL do 

sobrenadante que foram transferidos para um outro tubo, após centrifugação a 14.000 rpm por 

15 min. Para precipitação, a suspensão foi mantida a -80oC por 2 horas seguidas por 

centrifugação por 10 min. O sobrenadante, então, foi desprezado e os tubos invertidos em 

papel absorvente acrescentando-se posteriormente 200 µL de etanol a 75% para lavagem do 

sedimento contendo RNA. Após uma breve centrifugação por 2 min, removeu-se 

cuidadosamente todo o etanol e o precipitado foi ressuspendido em água tratada com DEPC e 

estocado a -80°C. A qualidade da preparação do RNA foi avaliada em gel de agarose a 1% . 

A quantificação e pureza do RNA total foram realizadas em espectrofotômetro (Ultrospec 

2100 pro). 
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2.9. Análise da expressão dos genes seg, seh, sei e sej em S. aureus por PCR Transcriptase 

Reversa (RT-PCR) 

 

  O RNA total foi extraído de culturas de S. aureus e tratado posteriormente com DNase 

para degradar DNA genômico contaminante. A síntese do DNAc foi realizada com 1 µL (200 

U/µL) da enzima Superscript III Reverse Transcriptase (Invitrogen) ou 1µL (200 U/µL) da 

enzima MMLV Reverse Transcriptase (USB), 100 ng/µL do RNA total, 1 µL (3 µ/µL) do 

random primer e incubado por 5 min a 25oC, 60 min por 50oC e 15 min por 70oC 

respectivamente.  

  Um controle negativo (apenas a mistura de reação, sem adicionar a enzima 

transcriptase reversa) foi incluído para cada amostra nas reações de RT-PCR realizadas, além 

de dois controles positivos: a cepa padrão de S. aureus FRI 361 portadora dos genes seg, sei e 

sej e isolados de S. aureus portadores do gene coa. 

  Os DNAcs obtidos pela RT-PCR foram amplificados por PCR usando os primers 

descritos na Tabela 1. Os produtos finais foram analisados em gel de agarose a 1%. 

 

3. Resultados e Discussão 

 

3.1. Isolamento e caracterização fenotípica dos S. aureus 

 

 De acordo com as propriedades fenotípicas e bioquímicas, 94 S. aureus foram 

identificados das amostras de leite mastítico e queijo de coalho, sendo 27 provenientes do 

município de São Bento do Una, nove isolados do município de Angelim, 13 isolados do 

município de Caetés, sete isolados do município de Correntes e 38 originados do município de 

Gravatá, todos localizados numa região do estado de Pernambuco, Brasil (Fig. 1). 

 Destes, 88 foram oriundos de amostras de leite em todos os municípios avaliados e 

seis de amostras de queijo de coalho coletados e isolados apenas do município de Gravatá. 

Elevados índices de S. aureus foram constatados no leite e no queijo tanto no Brasil (Ritter et 

al., 2001; Benevides e Telles 2002; Barbosa et al. 2004) como em outros países do mundo 

(Cremonesi et al., 2005; Katsuda et al., 2005; Normanno et al. 2005; Moon et al., 2007). 

 De Buyser et al. (2001) estimaram a proporção de doenças de origem alimentar, 

devido ao leite e produtos derivados, registrados na França e em outros países 

industrializados, observando que no Reino Unido ocorreram vários surtos nos quais o leite e o 

queijo foram confirmados como o veículo pelo isolamento de S. aureus. 
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 Leite e produtos derivados apesar de nutritivos para o homem, constituem-se em 

excelentes meios para o desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e patogênicos, 

podendo desencadear surtos de toxinfecção alimentar, demonstrando a necessidade de 

melhoria nas condições higiênico-sanitárias na cadeia produtiva do leite. 

 

3.2. Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

Todos os 94 isolados de S. aureus foram susceptíveis a vancomicina (100%), sulfa + 

trimetoprim (93,62%), enrofloxacina (80,85%) e cloranfenicol (76,6%). A maioria dos 

isolados de S. aureus foi resistente à penicilina (11,7%), lincomicina (19,15%), amoxicilina 

(26,6%) e eritromicina (31,91%). Os isolados originados do município de São Bento do Una 

apresentaram um elevado índice de resistência aos 14 antibióticos analisados. Dos 67 isolados 

pertencentes aos demais municípios, apenas 6,06% apresentaram este grau de 

multirresistência (Tab. 2). 

Esta alta sensibilidade a vancomicina se explica devido ao pouco uso deste antibiótico 

na medicina veterinária, pois em nenhum dos municípios analisados este medicamento era 

utilizado. Desta forma, como descrito por Howe (2004), torna-se o antimicrobiano de eleição 

em casos de infecções por isolados de S. aureus multirresistentes. A resistência à penicilina e 

a outros antibióticos desenvolvida por S. aureus ocorre no mundo inteiro, embora as taxas de 

prevalência relatadas indicarem que grandes variações existam regionalmente (De Oliveira et 

al., 2000; Waage et al., 2002; Normanno et al., 2007).  

Os beta-lactâmicos, como a penicilina e amoxicilina cujos isolados de S. aureus 

revelaram altos índices de resistência neste estudo, têm sido um dos agentes antimicrobianos 

mais utilizados no tratamento de algumas infecções de origem estafilocócica. Portanto, estes 

antimicrobianos são os menos indicados para o tratamento da mastite nas propriedades 

estudadas. 

 

3.3. Investigação dos genes sea-see, seg-sej, eta-etb e tst 

 

 As análises para pesquisa dos genes toxigênicos pelas PCRs-Uniplex demonstraram 

que 88/94 (93,6%) identificaram os genes responsáveis pela produção das enterotoxinas SEG, 

SEH, SEI e SEJ, dos quais 31/88 (35,2%) amplificaram apenas para um gene, 33/88 (37,5%) 

amplificaram para dois genes, 17/88 (19,3%) amplificaram para três genes e 7/88 (8%) 
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amplificaram para os quatro genes, permitindo classificar os fragmentos de tamanho esperado 

dentro de 10 grupos genotípicos para a presença dos genes toxigênicos (Tab. 3). 

 Entre os isolados positivos para os genes toxigênicos seg, seh, sei e sej, o genótipo 

mais freqüentemente observado foi seg + sei (25%) seguido por sei (14,8%) , seg (13,6%), 

seg + seh + sei (12,5%), seg + sej (8%), seg + seh + sei + sej (8%), seh (6,8%), seg + sei + sej 

(6,8%), seg + seh (3,4%) e seh + sei (1,1%) (Fig. 2A-D, Tab. 3). Nenhum isolado de S. aureus 

referente aos cinco municípios analisados apresentou a associação dos genes seg + seh + sej 

(Tab. 3). 

No município de São Bento do Una foram encontrados os genótipos seg (4/27), sei 

(5/27), seg + sei (8/27), seg + sej (4/27), seg + sei + sej (1/27), no município de Angelim foi 

encontrado apenas o genótipo sei (8/9), no município de Caetés os genótipos seg (3/13), seg + 

sei (4/13), seg + sej (2/13), seg + seh (3/13), seg + sei + sej (1/13), no município de 

Correntes os genótipos seh (6/7), seh + sei (1/7) e no município de Gravatá foram 

encontrados os genótipos seg (5/38), seg + sei (10/38), seg + sej (1/38), seg + seh + sei 

(11/38), seg + sei + sej (4/38), seg + seh + sei + sej (7/38) (Fig. 2A-D; Tab. 3). Entre os seis S. 

aureus provenientes de amostra de queijo de coalho do município de Gravatá, foram 

encontradas as associações seg + sei (1/6), seg + sej (1/6), seg + sei + sej (2/6), seg + seh + sei 

+ sej (2/6). 

A combinação de seg e sei foi freqüentemente detectada nos isolados de S. aureus de 

casos de intoxicação alimentar em diferentes países (Cha et al., 2006; Rosec e Gigaud, 2002; 

Chiang et al., 2006; Omoe et al., 2002). Estes genes coexistem num elemento genético 

comum, chamado enterotoxin gene cluster (egc), estando o gene sei localizado a 2002 pb 

“upstream” do gene seg (Jarraud et al., 1999).  

O gene seh foi detectado em 28/88 (31,8%) dos S. aureus, isoladamente ou em 

associação com seg, sei e sej, sendo estes resultados divergentes dos descritos por outros 

autores, pois baixos percentuais (inferiores a 16%) ou a não detecção do gene seh já foi 

relatada (Omoe et al., 2002; Salasia et al., 2004; Cremonesi et al., 2005; Jorgensen et al., 

2005a; Zschöck et al., 2005). No entanto, resultados semelhantes foram encontrados por 

Kuzma et al. (2003) que, analisando 83 S. aureus isolados de vacas com mastite, observaram 

uma freqüência de 35% de isolados portadores do gene seh. 

Em um surto de intoxicação alimentar causado por purê de batata feito com leite cru, 

observou-se a presença de isolados de S. aureus portadores apenas do gene seh, sendo a 

pesquisa para as enterotoxinas clássicas (SEA-SEE) negativa (Jorgensen et al. 2005c). Os 

isolados testados produziram quantidades significantes (98 a 108 ng) de SEH, demonstrando 
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que isolados de S. aureus portadores do gene seh podem causar surtos de intoxicação 

alimentar. 

 Nenhum dos 94 isolados de S. aureus avaliados pela PCR-Multiplex comportava os 

genes sea, seb, sec, sed, see, tst, eta e etb havendo apenas a amplificação dos segmentos de 

tamanho esperado nas cepas de referência (FRI) usadas como controle positivo. 

  Muitos isolados de S. aureus analisados por outros pesquisadores portavam os genes 

seg, seh, sei e sej que não eram acompanhados pelos genes codificadores das enterotoxinas 

clássicas (Akineden et al., 2001; Rosec e Gigaud et al., 2002; Blaiotta et al., 2004). 

 Freitas (2006) analisando 81 Staphylococcus spp. originados de leite de vacas com 

mastite subclínica identificaram os genes seg-sej em 65/81 (80,2%) dos isolados, não 

detectando a presença dos genes das enterotoxinas clássicas. Os resultados de um estudo 

conduzido por Bania et al. (2006) demonstraram uma alta freqüência dos genes para as 

enterotoxinas SEG-SEJ, SEK-SEQ e SEU em comparação com os genes das enterotoxinas 

clássicas. 

 As variações observadas na distribuição dos genes toxigênicos neste e em outros 

estudos realizados podem estar relacionadas às diferenças geográficas, devido a diferentes 

condições ambientais, bem como à natureza dos isolados de S. aureus. 

A análise dos resultados com o programa Blast revelou alta homologia dos genes seg, 

seh, sei e sej nos isolados investigados quando comparados com seqüências depositadas no 

GenBank: 98%, 99%, 99% e 95%, respectivamente. Estes resultados confirmam a presença 

dos genes seg, seh, sei e sej nos isolados analisados. 

 

3.4. Genotipagem do gene da coagulase (coa) 

 

 Todos os 94 isolados de S. aureus provenientes dos cinco municípios investigados 

(São Bento do Una, Angelim, Caetés, Correntes e Gravatá) amplificaram dois fragmentos do 

gene coa pela PCR, permitindo distribuí-los em dois coagulotipos de acordo com o tamanho 

dos segmentos de amplificação: coa1= ~750 pb (62,8%, cinco repeats em tandem; n=5) e 

coa2= ~1000 pb (37,2%, oito repeats em tandem; n=8). A cepa padrão utilizada como 

controle positivo (S. aureus ATCC 25923) amplificou um fragmento de ~800 pb (Fig. 3). 

Este resultado está em concordância com estudos prévios, que mostraram que poucos 

clones de S. aureus tiveram ampla distribuição geográfica em diferentes países responsáveis 

por casos de mastite bovina (Fitzgerald et al., 1997; Annemüller et al., 1999; Lange et al., 

1999).  
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Os dois perfis genotípicos obtidos para o gene da coagulase dos 88 isolados foram 

classificados de acordo com os genes responsáveis pela produção das enterotoxinas SEG, 

SEH, SEI e SEJ, sendo correlacionados os seguintes genótipos: coa1 (seg + seh + sei + sej), 

(seg + seh + sei), (seg + sei + sej), (seg + sei), (seg), (seg + seh) (seh), (sei) e coa2 (seg + sei + 

sej), (seg + seh), (seg + sei), (seg + sej), (seh + sei), (seg), (seh) e (sei).  

Os dois coagulotipos apresentaram um ou mais genes toxigênicos não havendo uma 

correlação clara entre os perfis do gene da coagulase e dos genes toxigênicos. O coagulotipo 

de 750 pb diferiu em duas associações (seg + seh + sei e seg + seh + sei + sej) e o coagulotipo 

de 1000 pb, em apenas uma associação entre os genes toxigênicos (seh + sei). A tabela 4 

representa a relação entre os genes toxigênicos e o genótipo da coagulase dos isolados de S. 

aureus. 

A produção de toxinas superantigênicas por alguns clones possibilita a inibição do 

sistema imune e sobrevivência da bactéria no hospedeiro (Ferens et al., 1998). Quando 

patógenos de múltiplos genótipos infectam um hospedeiro, competem por uma fonte de 

nutrição e transmissão. Nestas condições, os patógenos portando um genótipo com um maior 

número de características de virulência é mais competitivo (Su et al., 1999).  

A pesquisa do gene coa revelou a predominância de um clone (coa1) de S. aureus nos 

municípios investigados, sugerindo que este clone possui propriedades especiais para superar 

os mecanismos de defesa do hospedeiro e estabelecer a infecção (Vautor et al., 2003). De 

acordo com Su et al. (1999), poucos genótipos coa predominantes foram mais resistentes à 

fagocitose do que os genótipos raros. 

 

3.5. Expressão dos genes seg, seh, sei e sej em S. aureus 

 

 A transcrição dos RNAms referentes aos genes seg, seh, sei e sej foi examinada pela 

RT-PCR em 20 isolados de S. aureus, sendo um representado pela cepa padrão de S. aureus 

FRI 361 e 19 isolados provenientes dos cinco municípios de uma região do estado de 

Pernambuco, Brasil, que portavam um ou mais genes positivos pela PCR Uniplex. 

 A seleção destes isolados foi baseada na distribuição dos genes responsáveis pela 

produção das enterotoxinas SEG, SEH, SEI e SEJ e no envolvimento das mesmas em surtos 

de intoxicação alimentar já relatados, uma vez que aproximadamente 5% dos casos de 

intoxicação alimentar nos quais nenhuma das enterotoxinas clássicas foi detectada, puderam 

ser atribuídos às demais enterotoxinas (Su e Wong, 1995; Rosec e Gigaud, 2002). 
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 Para padronização da técnica da RT-PCR e obtenção do DNAc foi utilizada a cepa 

padrão de S. aureus FRI 361 (portadora dos genes seg, sei e sej) cujo RNA utilizado nas 

reações foi avaliado a concentrações variáveis de 10 ng/µL, 100 ng/µL e 1000 ng/µL.  

 Amplificações do DNAc após a realização das PCRs para os transcritos seg e sej 

revelaram igual eficiência com as diferentes concentrações do RNA molde, com exceção para 

o transcrito sei em que não houve amplificação do DNAc originado a partir do RNA a 

concentração de 10 ng/µL. Desta forma, todas as reações de RT-PCR partiram da incubação 

de 100ng do RNA total para os 20 isolados de S. aureus investigados. 

 Devido ao polimorfismo do gene da coagulase ser utilizado como marcador 

epidemiológico através de técnicas de caracterização de S. aureus e como controle adicional 

das reações de RT-PCR e da integridade dos DNAcs, a expressão do gene coa também foi 

avaliada pela PCR.  

Assim como na genotipagem do gene coa para os 94 isolados de S. aureus 

provenientes dos cinco municípios investigados, os 20 isolados de S. aureus selecionados 

amplificaram dois coagulotipos: coa1= ~750 pb (58%) e coa2= ~1000 pb (42%). A cepa 

padrão também amplificou um fragmento de ~800 pb (Fig. 4A-B). A distribuição dos genes 

seg, seh, sei e sej entre os 20 isolados de S. aureus assim como os respectivos coagulotipos 

estão listados na tabela 4. 

 Dos 12/20 isolados positivos para os RNAms transcritos de seg, seh, sei e sej, 4/12 

apresentaram apenas seg (20SB, F, I e 1G), 4/12 apresentaram seh (CR2, CR6, 19G, 53G), 

1/12 apresentou sei (7A), 1/12 apresentou a associação seg + seh (85G), 1/12 apresentou a 

associação seg + sej (C) e 1/12 apresentou a associação seg + sei + sej. Esta última associação 

foi verificada apenas na cepa padrão FRI 361 usada como controle positivo (Fig. 5A-B; Tab. 

4). 

 No entanto, a produção de toxinas em quantidades suficientes para causar doenças 

pelos isolados de S. aureus portadores destes genes ainda é necessária (Omoe et al., 2005). 

Apenas a detecção dos genes toxigênicos em S. aureus não implica que estes isolados 

produzam SEs em nível suficiente para causar quadros de intoxicação alimentar ou outras 

doenças associadas as enterotoxinas (Chiang et al., 2008), devido à produção das SEs também 

estar relacionada a fatores ambientais (pH, atividade de água, atmosfera). 

 A RT-PCR tem sido usada para examinar a transcrição de RNAm em isolados de S. 

aureus portadores de seg, seh e sei (Omoe et al., 2002). Os resultados obtidos neste estudo 

demonstraram a expressão potencial dos genes seg, seh, sei e sej em 12/20 isolados de S. 

aureus com predominância dos transcritos seg e seh isoladamente e em associação (11/12). 
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 Apesar da transcrição dos RNAm ter sido realizada em uma amostragem pequena de 

isolados de S. aureus, a relevância da presença dos genes seg, seh, sei e sej, isoladamente e 

em associação, foi enfatizada pela possível produção de suas respectivas enterotoxinas. 

 Omoe et al. (2002) demonstraram que a maior parte dos isolados de S. aureus que 

foram responsáveis por surtos de intoxicação alimentar, portadores do gene seh foram capazes 

de produzir uma quantidade significante da enterotoxina SEH por imunoensaios. Entretanto, 

muitos destes S. aureus portadores também de seg e sei não produziram um nível detectável 

de SEG ou SEI in vitro, enquanto que a análise pela RT-PCR mostrou que os RNAm de SEG 

e SEI foram transcritos nos isolados de S. aureus portadores dos genes seg e sei. 

 Portanto, é razoável sugerir que o risco de intoxicação alimentar por S. aureus pode 

ser efetivamente avaliado com base na expressão do RNAm correspondente. Assim, pode-se 

determinar que os S. aureus positivos pela PCR e RT-PCR examinados neste estudo 

expressaram os genes responsáveis pelas enterotoxinas apresentando potencial para causarem 

quadros de intoxicação alimentar entre outras doenças. 

 

 

Conclusões 

 

 A presença dos genes seg, seh, sei e sej foi altamente distribuída entre os S. aureus 

isolados de leite e queijo de coalho, com predominância da associação seg + sei, 

representando um risco potencial para a saúde pública. Deve-se destacar ainda que a presença 

do gene seh, com percentual elevado e sua expressão verificada neste estudo é preocupante, 

uma vez que já foi verificado que este gene foi capaz de causar surto de intoxicação alimentar. 

Além disso, o uso indiscriminado de antibióticos nos municípios analisados agrava o 

problema da resistência múltipla adquirida por S. aureus comprometendo a qualidade do leite 

e de produtos derivados, contaminados por estes isolados. A existência de um coagulotipo 

predominante do gene coa sugere que poucos clones responsáveis pelos casos de mastite 

podem estar circulando entre os diferentes municípios de uma região do estado de 

Pernambuco  
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Tabela 1 

Seqüências dos primers utilizados para a detecção dos genes responsáveis pela produção das toxinas 
(SEA-SEE, SEG-SEJ, ETA-ETB e TSST-1), tamanho esperado dos fragmentos e referências 
 

Primers Seqüência (5’→ 3’) Gene Tamanho do 
amplicon 

(pb) 

Referências 

SEA-3b cct ttg gaa acg gtt aaa acg sea 127 Becker et al., 
1998 

SEA-4b tct gaa cct tcc cat caa aaa c    
SEB-1c tcg cat caa act gac aaa cg seb 477 Becker et al., 

1998 
SEB-4b gca ggt act cta taa gtg cct gc    
SEC-3b ctc aag aac tag aca taa aag cta gg sec 271 Becker et al., 

1998 
SEC-4b tca aaa tcg gat taa cat tat cc    
SED-3b cta gtt tgg taa tat ctc ctt taa acg sed 319 Becker et al., 

1998 
SED-4b tta atg cta tat ctt ata ggg taa aca tc    
SEE-3b cag tac cta tag ata aag tta aaa caa gc see 178 Becker et al., 

1998 
SEE-2c taa ctt acc gtg gac cct tc    
TST-3 aagccctttgttgcttgcg tst 445 Becker et al., 

1998 
TST-6 atcgaactttggcccatacttt    
ETA-3b ctagtgcatttgttattcaagacg eta 119 Becker et al., 

1998 
ETA-4b tgcattgacaccatagtacttattc    
ETB-3b acg gct ata tac att caa ttc aat g etb 262 Becker et al., 

1998 
ETB-4b aaa gtt att cat tta atg cac tgt ctc    
SEG-1 acgtctccacctgttgaagg seg 400 Rosec; Gigaud, 

2002 
SEG-2 tgagccagtgtcttgctttg    
SEH-1 tcacatcatatgcgaaagcag seh 357 Rosec; Gigaud, 

2002 
SEH-2 tagcaccaatcaccctttcc    
SEI-1 ggtgatattggtgtaggtaac sei 454 Omoe et al., 

2002 
SEI-2 atccatattctttgcctttaccag    
SEJ-1 cagcgatagcaaaaatgaaaca sej 426 Rosec; Gigaud, 

2002 
SEJ-2 tctagcggaacaacagttctga    
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Tabela 2 
Percentual de resistência aos antibióticos de 94 S. aureus isolados de leite e queijo de coalho de cinco 
municípios do estado de Pernambuco, Brasil 

 
 
 
Tabela 3 
Distribuição dos genes seg, seh, sei e sej nos 94 S. aureus  isolados de leite e queijo de coalho em 
cinco municípios do estado de Pernambuco, Brasil 
 

Municípios Genes Toxigênicos 
(seg-sej) 

São Bento do 
Una 

Angelim Caetés Correntes Gravatá 

seg 4 - 3 - 5 
seh - - - 6 - 
sei 5 8 - - - 
seg + seh - - 3 - - 
seg + sei 8 - 4 - 10 
seg + sej 4 - 2 - 1 
seh + sei - - - 1 - 
seg + seh + sei - - - - 11 
seg + sei + sej 1 - 1 - 4 
seg + seh + sei + sej - - - - 7 
Isolados negativos 5 1 - - - 
Total de S. aureus 27 9 13 7 38 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Município
(nº de isolados) NOR ENO SUT CLO TET ERI PEN AMO NOV OXA VAN BAC LIN GEN

São Bento do Una (27) 22,22 14,81 3,704 48,15 51,85 96,15 85,19 74,07 66,67 85,19 0 92,59 100 100 60,04

Angelim (9) 0 37,5 12,5 25 12,5 83,33 87,5 62,5 37,5 50 0 100 100 87,5 49,70

Caetés (13) 7,69 0 0 0 7,69 7,69 84,62 84,62 0 0 0 30,77 61,54 7,69 20,88

Correntes (7) 0 0 0 0 14,29 14,29 71,43 71,43 0 0 0 0 0 28,57 14,29

Gravatá (38) 44,74 28,95 10,53 18,42 42,11 84,21 97,37 73,68 78,95 21,05 0 5,26 86,84 2,63 42,48

Total (94) 25,53 19,15 6,38 23,4 35,11 68,09 88,3 73,4 54,26 37,23 0 41,49 80,85 40,42 42,40

% de resistência a
Média

NOR = norfloxacina, ENO = enrofloxacina, SUT = sulfa + trimetoprim, CLO = cloranfenicol, TET = tetraciclina, ERI = eritromicina, PEN = penicilina G,
AMO = amoxicilina, NOV = novobiocina, OXA = oxacilina, VAN = vancomicina, BAC = bacitracina, LIN =lincomicina e GEN = gentamicina. 
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Tabela 4 
Perfil genotípico dos 94 S. aureus isolados de leite e queijo de coalho em cinco municípios do estado de Pernambuco, Brasil 
 
Genótipos coa Genes toxigênicos Transcritos 

Coagulotipos 
 

G H I G/H  G/I G/J H/I G/H/I G/I/J G/H/I/J Negativos G H I G/H G/J G/I/J Negativos 

coa1 (750 pb) 8 4 4 1 14 5 - 11 4 7 1 2 4 - 1 1 - 3 
coa2 (1000 pb) 4 2 9 2 8 2 1 - 2 - 5 2 - 1 - - - 5 
FRI 361 (800 pb)                 1  
 
G-J: seg-sej 
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Fig. 1. Municípios onde foram realizadas as coletas de leite e queijo de coalho. Abaixo, mapa do estado de 
Pernambuco (Brasil), dividido em mesorregiões.
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Fig. 2. Produtos de amplificação representativos da PCR-Uniplex dos genes seg, seh, sei e sej. Linha M , 
marcador de peso molecular (100pb DNA ladder), linha CP- FRI 361. A (seg) linha 1- 1G, linha 2- 4G, 
linha 3- 19G, linha 4- 20G, linha 5- 21G, linha 6- 22G. B (seh): linha 1- CR6, linha 2- 1G, linha 3- 4G, 
linha 4- 19G, linha 5- 20G, linha 6- 21G, linha 7- 22G. C (sei): linha 1- 1G, linha 2- 4G, linha 3- 19G, 
linha 4- 20G, linha 5- 21G, linha 6- 22G. D (sej): linha 1- 1G, linha 2- 31G, linha 3- 40G, linha 4- 51G, 
linha 5- 53G, linha 6- 57G. 

A                                                                                  B 

C                                                                               D 

M CP  1   2   3   4   5    6  M  1   2    3   4   5    6    7    

M CP  1   2    3  4   5    6  

400pb 400pb 

400pb 

400pb 

M CP  1   2    3   4    5    6  
M CP  1   2   3   4    5   6  
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Fig. 3. Perfis eletroforéticos representativos da PCR do gene coa de S. aureus isolados em municípios do 
estado de Pernambuco, Brasil. Linha M , marcador de peso molecular (100pb DNA ladder), controle 
positivo: linha 1- S. aureus ATCC 25923, linha 2- Perfil coa1: ~750 pb, linha 3- Perfil coa2: ~1000 pb. 
 

 
Fig. 4. Amplificação por PCR dos transcritos coa nos 20 isolados de S. aureus investigados pela RT-PCR. 
Linha M , marcador de peso molecular (100pb DNA ladder), linha CP- FRI 361, CN- controle negativo. A 
(coa1): linha 1-F, linha 2- CR6, linha 3- 19G, linha 4- 53G, linha 5- 85G, linha 6- 99G, linha 7- 100G, 
linha 8- C, linha 9- 1G, linha 10- 51G, linha 11- CR2. B (coa2): linha 1- 5A, linha 2- 7A, linha 3- 10SB, 
linha 4- 20SB, linha 5- 34SB, linha 6- I, linha 7- L, linha 8- CR1. 

800 pb 

B 

M  CP  1    2   3    4    5    6    7    8  CN 

800 pb

A 

M  1   2   3   4   5  6   7  8   9 10  11 CN 
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Fig. 5. Amplificação por PCR dos transcritos seg, seh, sei e sej nos 12 isolados de S. aureus investigados 
pela RT-PCR. Linha M , marcador de peso molecular (100pb DNA ladder), linha CP- FRI 361, CN- 
controle negativo. A (seg e seh): linha 1-20SB, linha 2- C, linha 3- F, linha 4- I, linha 5- 1G, linha 6- 85G, 
linha 7- CR2, linha 8- CR6, linha 9- 19G, linha 10- 53G, linha 11- 85G. B (sei e sej): linha 1- 7A, linha 2- 
C. 
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M CP  1   2    3   4   5   6 CN  M  7   8   9   10  11 CN                   

400 pb
357 pb
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ANEXO A - Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa do CPqAM / FIOCRUZ 
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ANEXO B - Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa do CPqAM / FIOCRUZ 

 

 

 


