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E.S.2017. [Frequency of toxin-encoding genes in Staphylococcus aureus isolated from
community milk tanks.] Frequéncia de genes codificadores de toxinas em Staphylococcus
aureus isolados de leite de tanques expansdo comunitarios. Pesquisa Veterindria Brasileira
37(7):691-696. Laboratério de Bacterioses dos Animais Domésticos, Departamento de Me-
dicina Veterinaria, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua Dom Manoel de Medei-
ros s/n, Dois Irmaos, Recife, PE 52171-900, Brazil. E-mail: acabad80@gmail.com

The capacity of toxin production by Staphylococcus aureus in milk and dairy products is
associated with food poisoning outbreaks. The objective of this research was to study the
frequency of genes encoding staphylococcal enterotoxin (sea, seb, sed, seg, seh and sei) and
a and  hemolytic toxins (hla and hlb) in S. aureus isolates from 53 milk samples from com-
munity tanks in the State of Alagoas, Brazil. Twenty-seven isolates (50.94%) were identi-
fied as S. aureus by nuc gene amplification; 13 /27 isolates (48.1%) were positive for at least
one gene of the studied enterotoxins and the frequency of genes sea was 33.3%, seh 18.5%,
sei 11.1% and sed 7.4%; the seb and sec genes have not been identified in the bacteria. For
the hemolytic toxins, 51.9% of isolates harbored both genes (hla and hib), the frequency
of hla gene was 81.5% and 51.9% for the hib gene. The evaluated toxin-encoding gene fre-
quency is high and constitutes a potential risk for public health, especially staphylococcal
enterotoxin genes; because they are heat-stable enterotoxins and have been associated

with food poisoning.

INDEX TERMS: Enterotoxin gene, PCR, superantigen genes, SE genes, milk.

RESUMO.- A capacidade de produgdo de toxinas pelo Sta-
phylococcus aureus no leite e produtos derivados esta rela-
cionado com surtos de intoxica¢do alimentar. Objetivou-se
nesta pesquisa, estudar a ocorréncia de genes que codifi-
cam para enterotoxinas estafilocécicas (sea, seb, sed, seg,
seh e sei) e toxinas o e 3 hemolitica (hla e hib) em S. aureus
isolados de 53 amostras de leite de tanques expansio co-
munitarios no Estado de Alagoas, Brasil. Foram identifica-
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dos 27 isolados (50,94%) como S. aureus pela amplificagao
do gene nuc. 13/27 isolados (48,1%) foram positivos para
pelo menos um gene das enterotoxinas estudadas, sendo
as frequéncias dos genes sea 33,3%, seh 18,5%, sei 11,1% e
sed 7,4%; ndo entanto nao foram identificados os genes seb
e seg nestas bactérias. Para as toxinas hemoliticas, 51,9%
dos isolados portavam ambos genes (hla e hlb), sendo a
frequéncia para o gene hla de 81,5% e para o gene hib de
51,9%. A frequéncia de genes das toxinas avaliadas é alta o
que constitui um risco potencial para a saide publica em
especial, as enterotoxinas por serem termoestaveis e esta-
rem asssociados com surtos de intoxicagdo alimentar.

TERMOS DE INDEXACAO: Gene enterotoxina, PCR, genes supe-
rantigenos, genes SE, leite.

INTRODUCAO

Os alimentos de origem animal e em especial o leite e os
produtos derivados estdo associados com a propagacgdo de



692 Atzel Candido Acosta et al.

doengas alimentarias (Reis et al. 2013). Staphylococcus au-
reus é considerado mundialmente um dos mais importan-
tes patogenos causadores de intoxicagdo alimentar (Crete-
netetal. 2011).

O leite é um meio propicio para o crescimento de S.
aureus e a producdo de enterotoxinas estafilocécicas (sta-
phylococcal enterotoxins SEs), o que pode estar influencia-
do por fatores como a temperatura, pH, concentracio de sal
(NaCl) , atividade da agua e arejamento. Sendo que, para
produzir intoxicagdes alimentares a contagem de S. aureus
deve atingir no minimo 2.9 x10°> UFC/g (Necidova et al.
2009).

O grupo mais comum de SEs esta formado por 5 soro-
tipos (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) que sdo responsaveis por
95% das intoxicagdes estafilocdcicas (Bergdoll & Lee Wong
2006), mas nos ultimos anos foram descritos novos seroti-
pos completando un total de 21 (Hennekinne et al. 2010).
As SEs sdo soluveis em agua e altamente resistentes a ati-
vidade das maiorias das enzimas proteoliticas, tais como
tripsina e pepsina o que mantém sua atividade biolégica no
tubo digestivo apds ingestdo (Cretenet et al. 2011). Além
disso, as SEs também mantém suas atividades bioldgicas
apods ser submetida a altas temperaturas (pasteurizac¢io)
(Asao et al. 2003).

Por outro lado, a toxina a hemolitica (Hla) ou « toxina,
como também é conhecida, é um mondémero solivel em
agua (Berube & Wardenburg 2013), e é considerada a mais
proeminente citotoxina produzida pelo S. aureus pela am-
pla gama de células do hospedeiro contra as quais é capaz
de atuar. A toxina 3 hemolitica (Hlb) é produzida pela maio-
ria dos isolados de S. aureus obtidos de amostras de leite
de bovinos com mastites e de infec¢des cronicas na pele em
humanos (Aarestrup et al. 1999). Além disso, a Hlb apre-
senta uma relativa estabilidade frente a inativacdo por altas
temperaturas, sendo termoestavel abaixo de 90°C durante
30min (Singh et al. 2014), o que tem uma importante impli-
cacdo para a saude publica.

A presenca S. aureus no leite é uma preocupagio para
saude publica pela capacidade de produzir toxinas termo-
estaveis, contudo objetivou-se com este estudo detectar a
frequéncia de genes que codificam para enterotoxinas esta-
filococicas e toxinas a e 3 hemolitica em Staphylococcus au-
reus isolados de leite de tanques de expansdo comunitarios
no Estado de Alagoas, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 53 amostras de leite cru, provenientes de tan-
ques de expansdo de cooperativas de produtores de leite do estado
de Alagoas, em 23 municipios pertencentes as trés mesorregioes
do estado (Agreste Alagoano, Leste Alagoano e Sertao Alagoano)
(Fig.1). Todas as amostras foram imediatamente transportadas
ao Laboratorio de Inspecdo de Leite e Derivados da Universidade
Federal de Alagoas, Vicosa-AL em caixas térmicas, mantendo uma
temperatura de transporte entre 4-8°C.

Para a realizacdo da cultura primaria, uma aliquota (0,5uL) de
cada amostra foi semeada pela técnica de estrias por esgotamento
em Agar Sangue de ovino a 5% e incubados a 37°C, realizando-se
leituras as 24, 48 e 72 horas. Foram avaliadas as caracteristicas
macroscépicas e microscdpicas (morfo-tintoriais) das colonias
utilizando-se a técnica de Gram. Testes de catalase e coagulase fo-
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ram realizados para a identificacdo de Staphylococcus coagulase
positiva (SCP) (Saei et al. 2009); utilizou-se como controle positi-
Vo na pesquisa a cepa S. aureus ATCC 29213.

Antes de serem usadas na extracdo do DNA, as cepas foram
recém-cultivas em caldo cérebro coragdo (Merck), sendo incuba-
das por 12 horas a 37°C. A extracdo do DNA foi realizada a partir
das culturas bacterianas utilizado-se o kit comercial Wizard® Ge-
nomic DNA Purification (Promega), seguindo as recomendagdes
do fabricante.

0 diagnéstico de Staphylococcus aureus foi realizado utilizan-
do-se a técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para am-
plificar o gene nuc que é especifico para esta espécie (Brakstad et
al. 1992; Kim et al. 2001). A amplificacdo do gene nuc partiu de
um par de iniciador desenhados para este estudo (nuc_F e nuc_R)
(Quadro 1), permitindo revelar um unico fragmento amplificado
com um tamanho de aproximadamente 296 pb.

Os oligonucleotideos empregados na pesquisa dos genes que
codificam as enterotoxinas estafilocdcicas e toxinas o e 3 hemoli-
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Fig.1. Mapa do Estado de Alagoas, Brasil. Distribui¢do dos muni-
cipios que participaram da coleta de amostras de leite de tan-
ques expansdo comunitarios.

Quadro 1. Oligonucleotideos utilizados para detec¢io dos
genes nuclease, enterotoxinas estafilocécicas e toxinas «
e 8 hemolitica

Gene Nome Oligonucleotideo (5'- 3") Fragmento Ta (oC)*

alvo amplificado

nuc  nuc_F  GGTTCTGAAGATCCAACAGTAT 296 pb 61
nuc_ R GCTAAGCCACGTCCATATTTA

sea  sea_F CCGAAGGTTCTGTAGAAGTATG 269pb 55
sea_ R GCTTGTATGTATGGTGGTGTA

seb  seb_F CCCGTTTCATAAGGCGAGTT 314 pb 57
seb_R  ACGTAGATGTGTTTGGAGCTAAT

sed  sed_F GTCACTCCACACGAAGGTAATAA 255pb 55
sed_R GAGACTTTAGACCCATCAGAAGAA

seg seg ' GCCAGTGTCTTGCTTTGTAATC 491 pb 56
seg R GAATGCTCAACCCGATCCTAA

seh seh_F CACATCATATGCGAAAGCAGAAG 365 pb 60
seh_.R  CCCAAACATTAGCACCAATCAC

sei sei_F  AGGCAGTCCATCTCCTGTATAA 568 pb 55
sei_ R TGCTCAAGGTGATATTGGTGTAG

hla hla_F  CTGTAGCGAAGTCTGGTGAAA 293 pb 62
hlaR  CGGCCTTATTGGTGCAAATG

hib hlb_F GCCAAAGCCGAATCTAAGAAAG 495 pb 60
hlb_R ATCATGTCCAGCACCACAA

* Temperatura de alinhamento.
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tica sdo apresentados no Quadro 1; cada reagdo revelou um unico
fragmento amplificado com os tamanhos respectivos. A reacdo de
PCR foi realizada num volume total de 25 pL em tubos de 0,2 mL,
contendo na mistura PCR buffer (10mM Tris-HCI, pH 9.0; 50mM
KCl e 0.1 % Triton X-100), 1,5mM MgCl , 250uM de cada nucle-
otideo, 0,54M de cada um dos iniciadorés especificos para cada
reacdo, 1,5U de Taq DNA Polimerase (PROMEGA), 20 ng de DNA
e completou-se o volume final com agua destilada. Nos casos de
dos genes nuc, seb, sec e sed as concentragdes de MgCl usados na
reacdo foram de 3mM. 2

As condigdes de amplificagdo consistiram em: 5 min a 94°C na
etapa de desnaturacgdo, 32 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min com a tem-
peratura de alinhamento (Quadro 1), 1 min a 72°C, e uma extensdo
final a 72°C durante 5 min. A exce¢do do gene sea onde foram reali-
zados 40 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C, 1 min a 72°C.

Para a visualizagio os produtos amplificados foram submeti-
dos a eletroforese em gel de agarose a 2%, tampao Tris-Acetato-
-EDTA (TAE) (0,5X) com corante Blue Green Loading Dye I (LGC
Biotecnologia) utilizando 0,3pL por cada 10uL de produto ampli-
ficado e visualizados sob iluminagdo ultravioleta (UV).

RESULTADOS

Foram identificados 27 (50,94%) isolados como Staphylo-
coccus aureus pela amplificagdo de um fragmento de 296pb
do gene nuclease (nuc) (Fig.2). As frequéncias dos genes
das enterotoxinas estudadas apresenta-se de forma reduzi-
da (Quadro 2), sendo os genes mais frequentemente encon-
trados neste estudo a sea com 9 isolados de 27 (33,33%)
com um Unico fragmento amplificado de 269pb (Fig.3A),
seguido por seh 5/27 (18,52%) com um fragmento ampli-
ficado de 365pb (Fig.3C), sei 3/27 (11,11%) com um frag-
mento amplificado de 568pb (Fig.3D) e finalmente sed com
2/27 (7,41%) com um fragmento amplificado de 255pb
(Fig.3B). Os genes que codifican para as enterotoxinas seb e
seg ndo foram encontrados nos isolados estudados.

A frequéncia dos genes hla e hlb nos isolados de S. au-
reus avaliados neste estudo foram relativamente altas
81,48% e 51,85%, respectivamente (Quadro 2). O fragmen-
to amplificado para o gene hla foi de 293pb (Fig.4A) e de
495pb para o gene hlb (Fig.4B).

As frequéncias das combinagdes dos genes enterotoxi-
nas estafilocécicas e toxinas a e 3 hemoliticasdo apresenta-
das no Quadro 3. Foram encontradas 14 combinacao, onde
a mais frequente (33,33%) foi de isolados portadores dos
genes de hemolisina (hla e hlb) e auséncia dos genes que
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codificam para as enterotoxinas estafilocécica. A segunda
combinacdo mais frequente com 12,5% dos isolados porta-
dores do gene hla e auséncia dos genes das enterotoxinas.
Somente 2 isolados ndo portavam genes enterotoxinas es-
tafilocdcicas e toxinas o e § hemoliticas.
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Fig.2. Amplificacdo do fragmento do gene nuc de Staphylococcus
aureus isolados de amostras de leite cru. Linha M: marcador
de peso molecular 100pb (Invitrogen); Linha A: amostras tes-
tadas; Linha C*: controle positivo; Linha C: controle negativo.

Quadro 2. Frequéncia de genes que codificam para
enterotoxinas estafilocdcicas e toxinas a e § hemolitica em
isolados de Staphylococcus aureus de amostras
de leite cru (n=27)

Genes Freq. Abso.* Freq. Relat. (%)**
sea 9 33,33
seb 0 0,00
sed 2 7,41
seg 0 0,00
seh 5 18,52
sei 3 11,11
hla 22 81,48
hlb 14 51,85

* Frequéncia Absoluta, ** Frequéncia Relativa.

Fig.3. Amplificacdo dos fragmentos dos genes que codificam para enterotoxinas estafilocécicas em isolados de Staphylococcus aureus ob-
tidos de amostras de leite cru. A sea, B sed, C seh e D sei. Linha M: marcador de peso molecular 100pb (Invitrogen); Linha A: amostras

testadas; Linha C*: controle positivo; Linha C: controle negativo.
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Fig.4. Amplificacdo dos fragmentos dos genes que codificam para
as toxinas o e 3 hemolitica em isolados de S. aureus obtidos de
amostras de leite cru. A hla e B hlb. Linha M: marcador de peso
molecular 100pb (Invitrogen); Linha A: amostras testadas; Li-
nha C*: controle positivo; Linha C: controle negativo.
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Quadro 3. Frequéncia das 14 combinac¢des dos genes
enterotoxinas estafilocdcicas e toxinas o e § hemolitica

sea seb  sed seg seh sei  hla hlb  Freq. (%)*
- - - - - - + + 33,33
- - - - - - + - 12,50
+ - - - + + + 4,17
+ - - - + - + - 4,17
+ - - - - + + + 4,17
+ - - - - + + - 4,17
+ - - - - + - - 4,17
+ - - - - - + + 8,33
+ - - - - + - 4,17
+ - - - - - - - 4,17
- - + - + - + + 4,17
- - + - - - + - 4,17
- - - - + - + + 4,17
- - - - + - + - 4,17

* Frequéncia Relativa.

Quadro 4. Frequéncia relativa dos genes que codifica para as enterotoxinas estafilocécicas em estudos

realizados no Brasil

Estados Referéncias sea seb sec sed see seg seh sei sej
Sao Paulo (Rall et al. 2008) S. aureus 41% 77%  20% 12,8% 51% 282% 7,7% 256% 7,7%
(Guimardes et al. 2013) SCP* 11,8% 5,5% 6,3% 2,4%
SCN** 573% 12% 187% 12%
(Rall etal. 2014) S.aureus  53,33% 0% 1333% 0% 6,67% 46,67% 26,67% 46,67% 13,33
Minas Gerais (Veras et al. 2008) SCP 45,45% 50% 0% 0%
SCN 37,5% 0% 25% 12,5%
(Dias etal. 2011) S. aureus 60% 379% 69%
Pernambuco  (Almeida etal. 2013) S. aureus 0% 0% 44,10% 0% 0%
(Silveira-Filho et al. 2014)  S. aureus 0% 0% 0% 0% 0%  72,30% 29,80% 29,80% 21,30%
Paraiba (Ferreira et al. 2014) S. aureus 0% 0% 16,67% 0% 0% 0% 0% 2,78%

* Staphylococcus coagulase positiva (SCP), ** Staphylococcus coagulase negativa (SCN).

DISCUSSAO

A amplificacdo de um fragmento do gene nuc é considera-
do um método rapido e sensivel para o diagndstico de Sta-
phylococcus aureus (Brakstad et al. 1992). A sensibilidade
da técnica pode ser influenciada pela presenca de agentes
inibitérios da PCR, por exemplo o Ca?* é um importante
inibidor da reacdo e pode reduzir a sensibilidade do diag-
nostico para 65% quando o processo de extracdo de DNA
é feito diretamente do leite (Kim et al. 2001). Nesta pes-
quisa, os efeitos negativos dos inibidores da PCR presentes
no leite foram eliminados, pois o processo de extracdo do
material genético foi feito a partir das colonias puras do
microrganismo. Estudos recentes demonstram que a sen-
sibilidade da PCR supera os métodos de cultura e permite
a identificacdo do patégeno com alta especificidade e em
poucas horas (Cantekin et al. 2015). A maioria dos isolados
SCP pertencem a espécie S. aureus (Krewer et al. 2014) fato
que também foi observado em nosso estudo onde 0 69,2%
dos isolados SCP foram identificados como S. aureus, mas
também existem isolados de S. aureus negativos a prova de
coagulase em tubo (Lange et al. 2015).

Os genes que codifican as enterotoxinas estafilocdcicas
(se) encontram-se em diferentes suportes genéticos (plas-
mideos, fagos e ilhas de patogenicidade), todos estes supor-
tes sdo elementos genéticos moveis (Le Loir et al. 2003).
Se compararmos as frequéncias dos genes se relatados em
diferentes pesquisas no mundo observa-se que existe dife-
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renca entre paises e inclusive entre regides de um mesmo
pais, fato que fortalece o postulado defendido por (Liu et
al. 2014), onde a ocorréncia de fatores de viruléncia pode
variar entre as estirpes de S. aureus associados a casos de
mastites nas diferentes localizacdes geograficas.

As frequéncias dos genes que codificam para as entero-
toxinas estafilocécicas em estudos realizados no Brasil sdo
apresentadas de forma resumida no Quadro 4. Em nosso
estudo as maiores frequéncias observadas foram do gene
sea, altas frequéncias foram observadas nos estudos rea-
lizados no sudeste (Rall et al. 2008, Veras et al. 2008, Dias
et al. 2011, Guimaraes et al. 2013, Rall et al. 2014), chama
a atengdo que este gene tem alta frequéncia também em
isolados SCN estudados nesta regido. Nao entanto, em estu-
dos realizados na regido nordeste, o gene que codifica para
esta enterotoxina ndo foi encontrado nos isolados de S. au-
reus estudados (Almeida et al. 2013, Ferreira et al. 2014,
Silveira-Filho et al. 2014). Estudos de expressdo do gene
sea advertem da alta frequéncia de expressdo do mesmo
260% (Veras et al. 2008) e 100% (Rall et al. 2014), pelo
que a presencia do gene em isolados obtidos de alimentos
continue um risco para a saude publica.

Estudos geograficamente distantes como os realizados
nas regides de Inner Mongolia e Shanghai na China, onde
foram avaliados 283 isolados de S. aureus, observou-se que
0 gene seq esteve presente em 36% dos isolados, sendo o
gene de maior frequéncia (Wang et al. 2009). Na regido do
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noroeste da China, em estudos de epidemiologia molecular
de S. aureus isolados de surto de intoxicacdo alimentar, a
frequéncia do gene sea foide 57.1% (Li etal. 2015) e no Ir3,
a frequéncia deste gene foi de 30,7% (Nazari et al. 2014).

Nao foram encontrados isolados portadores do gene seb
neste estudo. As frequéncias descritas em estudos realiza-
dos por Rall et al. (2008), Guimaraes et al. (2013) e Rall et
al. (2014) sao baixas ou cero (Quadro 4). Nos estudos reali-
zados no nordeste tdo pouco foram encontrados isolados de
S. aureus portadores deste gene (Almeida et al. 2013, Fer-
reira et al. 2014, Silveira-Filho et al. 2014). Em outros pai-
ses também sdo descritos estudos onde a frequéncia deste
gene é cero nos isolados de S. aureus circulantes, por exem-
plo na Italia (Perillo et al. 2012, Ruaro et al. 2013), Turquia
(Ginaydin et al. 2011) e no Estado da Califérnia (USA) (Cen-
ci-Goga et al. 2003). A toxina SEB é considerada uma arma
biolégica e sua inalagio pode provocar lesdoes pulmonares e
insuficiéncia respiratoéria (Rao et al. 2014). Outro aspecto de
especial interesse é que em estudos onde se avalia a expres-
sdo do gene seb observou-se que 100% dos portadores do
gene produziam a toxina SEB (Carfora et al. 2015).

A frequéncia do gene sed observada em nosso estudo foi
relativamente baixa (7,41%). Este gene nao foi identificado
em isolados de S. aureus nos estudos realizados no nordes-
te (Almeida et al. 2013, Ferreira et al. 2014, Silveira-Filho et
al. 2014). Nas pesquisas realizadas no sudeste (Quadro 4)
sdo apresentados valores baixos nas frequéncias deste gem
e (Rall et al. 2008, Veras et al. 2008, Guimaraes et al. 2013)
ou ndo foi encontrado nos isolados avaliados por Rall et al.
(2014). Internacionalmente as frequéncias descritas para
este gene também sdo baixas, por exemplo na Italia isolados
de S. aureus no leite ou derivados do leite nas espécies bo-
vina, caprina, ovina e bubalina apresentam frequéncias do
gene sed de 20% (Carfora et al. 2015) e no Ira foram relata-
das frequéncias de 15,4% para este gene (Nazari etal. 2014).

Neste estudo ndo foi identificado o gene seg nos iso-
lados de S. aureus avaliados, assim como no estudo de S.
aureus isolados de cabras com mastite no Estado da Para-
iba (Ferreira et al. 2014). Comparando este resultado com
os obtidos em Pernambuco por Silveira-Filho et al. (2014)
observam-se grandes diferencas, pois o 72,3% dos isola-
dos portavam o gene seg e na regido do sudeste Rall et al.
(2014) identificaram o gene seg em 50% dos isolados de S.
aureus avaliados (Quadro 4).

A frequéncia do gene seh obtida neste estudo foi de
18,5%, resultado inferior aos obtidos por Rall etal. (2014) e
Silveira-Filho et al. (2014), sendo as frequéncias de 26,67 %
e 29,8% respetivamente (Quadro 4). No Estado da Parai-
ba, o gene que codifica para essa toxina nao foi detectado
(Ferreira et al. 2014). Internacionalmente também nao foi
encontrado o gene seh em isolados de S. aureus causadores
de mastite bovina na Turquia (Giinaydin etal. 2011) em lei-
te de ovelhas na Italia (Perillo et al. 2012) ou sdo relatadas
frequéncia baixa (1,7%) na Bélgica (Ote et al. 2011).

A frequéncia do gene que codifica para a toxina sei neste
estudo foi de 11,1%. No Nordeste do Brasil (Quadro 4), as
frequéncias deste gene foram entre baixa e média (Ferreira
etal. 2014, Silveira-Filho et al. 2014) como valores de 2,8%
e 29,8% respectivamente. No Sudeste o 46,7% dos isola-

dos de S. aureus de casos de mastites carregam este gene
(Rall et al. 2014). No ambito internacional também foram
reportadas frequéncias com valores baixos como é o caso
do estudo realizado no Ird (3,8%) (Nazari et al. 2014) e va-
lores médios na China (31,8%) (Wang et al. 2009) e México
(31,5%) (Salgado-Ruiz et al. 2014).

Os genes hla e hib nos isolados de S. aureus avaliados nes-
te estudo apresentaram frequéncias relativamente altas de
81,5% e 51,9%, respectivamente. A frequéncia destes genes
no estudo desenvolvido na Paraiba por Almeida et al. (2013)
foi de 77,3% (hla) e 27,5% (hIb). Também sdo reportadas
altas frequéncias em pesquisas internacionais. Na Bélgica,
as frequéncias foram de 98,7% (hla) e 99,1% (hlb) (Ote et
al. 2011); na Indonésia, as frequéncias foram de 84% (hla)
e 16% (hlb) (Salasia et al. 2011) e na China foram encontra-
das frequéncias de 85% para a hla e 82% para a hlb (Yang et
al. 2012). Observou-se que a toxina Hla do S. aureus provoca
a morte de um numero significativo de eosinéfilos in vitro
(Prince etal. 2012). Por outro lado, a toxina Hlb é dependen-
te de Mg?* e degrada a esfingomielina (tipo de esfingolipideo)
presente nas membranas dos eritrocitos, leucécitos, neuro-
nios e outros tipos de células, provocando assim a ruptura
da membrana celular (Dinges et al. 2000). Um ter¢o dos iso-
lados (33,33%) carregam ambos genes de hemolisina (hla e
hlb). A presenca e possivel expressdo destes genes permite
ao microrganismo a evasdo do sistema imune do hospedeiro
(Dinges et al. 2000, Prince et al. 2012), assim como auxilia
no processo de obtencdo de nutrientes (Huseby et al. 2007).

CONCLUSOES

Existe uma alta frequéncia de isolados de Staphylococ-
cus aureus positivos para genes de enterotoxinas estafilo-
cécicas (sea e seh) no leite cru dos tanques de expansao.
Mesmo precisando de posteriores estudos de expressao gé-
nica das toxinas e de contagem de UFC, o fato de serem ge-
nes que codificam para toxinas termoestaveis faz com que
este constitua um risco para a saude publica.

Observou-se uma alta frequéncia dos genes que codificam
para as toxinas hemoliticas (hla e hib). A alta porcentagem de
isolados positivos para estes fatores de viruléncia aumenta
a patogenicidade das cepas e consequentemente incrementa
a capacidade do microrganismo de colonizar o hospedeiro.
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