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1. INTRODUGAO

Staphylococcus aureus € reconhecido mundialmente como o principal
causador de infecgdes intra-mamarias em vacas lactantes e, por esse motivo
causador de grandes prejuizos econdmicos ao produtor e a industria de lacteos
(GODDEN et al. 2002). BRITO & BRITO (1998) estimaram que um unico quarto
mamario infectado por essa bactéria podera ter a producdo de leite reduzida
em até 45%. A referida espécie € uma bactéria simbionte do homem e animais
que, em grandes quantidades torna-se virulenta. E um coco Gram positivo,
que se apresenta com arranjos em forma de “cacho de uva”, catalase positivo,
coagulase positivo, oxidase positivo, fermentador do manitol, maltose e
trealose e ainda positivo para a produgéo de acetoina (QUINN, 2005).

A importancia clinica de S. aureus esta relacionada a uma variedade de
fatores de viruléncia como a proteina A que desempenha papel antifagocitario
(ALONSO; DAGGET 2000), a enzima coagulase, responsavel pela
transfomacédo do fibrinogénio em fibrina (PALMA et al. 1999) e as toxinas
citoliticas, dentre as quais destacam-se as hemolisinas alfa, beta e delta, que
estdo associadas as alteragbes patolégicas observadas durante o curso de
infeccbes estafilococicas, tais como a formagdo de abscessos, lesdes
hemorragicas e necréticas (BURNSIDE et al., 2010).

A hemolisina alfa €& considerada por alguns autores como um dos
principais fatores de patogenicidade dessa bactéria em fung¢ao dos seus efeitos
hemoliticos, dermonecréticos e neurotéxicos (DINGES et al., 2000). E
secretada pelo S. aureus como mondmeros soluveis em agua que sao
integrados a membrana de diversos tipos de células e sdo capazes de formar
poros de tamanhos variados determinando lise osmatica, formagao de vacuolos
e defeitos em enzimas mitocondriais, interferindo com a produgcdo de ATP
(SURIYAPHOL et al., 2009). A hemolisina beta embora ndo cause lise celular,
causa instabilidade na membrana plasmatica, tornando a célula alvo suscetivel
a varios fatores como mudanca de pH e temperatura (SABINI et al., 2001). Seu
mecanismo de agado esta relacionado com a degradagdo da esfingomielina
presente na membrana fosfolipidica (COELHO et al., 2009). A hemolisina delta
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€ um pequeno peptideo capaz de causar lise em uma variedade de células de
mamiferos, além de eritrocitos e, o papel desta hemolisina na patogénese das
infeccbes estafilococicas ainda ndo esta claramente estabelecido (BURNSIDE
et al., 2010).

CHIH-WEI et al. (2011), define a produgdo de hemolisinas como
determinante para a patogenicidade de micro-organismos, ja que ao degradar
tecidos, permitem a invasao e disseminagdao. O objetivo deste trabalho foi
detectar a producao das hemolisinas de S. aureus isolados de leite proveniente
de tanques refrigeradores.

2. METODOLOGIA

A partir de amostras de leite coletadas diretamente de tanques
refrigeradores em propriedades leiteiras localizadas na regido sul do Rio
Grande do Sul, foram isolados e identificados varias cepas de S. aureus que
compde a bacterioteca do Laboratorio de Bacteriologia e Saude Populacional
da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas. Vinte dessas
cepas foram utilizados para a determinacéo da producédo de hemolisinas.

Para tanto, os cultivos armazenados em caldo enriquecedor BHI (Brain-
Heart Infusion acresido de glicerina) a temperatura inferior a -10°C foram
semeados em meio de cultivo Agar-sangue contendo 5% de sangue ovino
desfibrinado, incubados a 37°C em estufa bacteriologica sob condi¢cées de
aerobiose e, apos crescimento das colbénias e visualizagdo dos halos
hemoliticos, essas bactérias foram colocadas em suspensido em solugao salina
estéril a 0,85% sob turbidez ajustada & escala 01 de Mc Farland (3 x 10®
bactérias/mL).

Previamente, foi coletado assepticamente sangue de carneiro, que foi
desfibrinado através de agitacao suave com pérolas de vidro. No laboratério o
sangue foi centrifugado, o sobrenadante descartado e apods realizado duas
lavagens com tampao PBS, pH 7,2. O ultimo procedimento foi ressuspender as
hemacias em PBS no volume inicial de sangue e realizar uma diluicdo decimal
com o mesmo diluente.

Em placas de polietileno com 96 cavidades, foram depositados 100 pL
de hemacias diluidas, 50 pL de caldo BHI e 50 uL das suspensdes bacterianas.
Cada cepa foi testada em quadruplicata, utilizando hemacias e BHI como
controle negativo. A placa foi incubada a 37°C durante 48 horas. Os
sobrenadantes foram recolhidos com micropipeta ajustada em 100 pL e
transferidos para uma nova placa nas mesmas posicoes. Foi realizada leitura
em espectofotdmetro para microplacas, avaliando a absorbancia de luz sob
comprimento de onda de 492 nm. Foram consideradas positivas as cepas cujas
médias de absorbéncia ultrapassaram a média dos controles negativos
acrescidos de dois desvios padrdes. A analise estatistica foi realizada através
da comparagao entre médias pelo teste t de Student, utilizando o software
estatistico BioEstat verséo 5.3.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 20 cepas de S. aureus testadas, 18 foram consideradas positivas,
ou seja, as médias da absorbancia foram superiores a média dos controles
negativos somados de dois desvios padrdes. A média da absorbancia das
cepas positivas foi de 0,652 + 0,124 e a média dos controles negativos foi de
0,342 + 0,055. Apenas duas cepas foram consideradas negativas com média
0,212 + 0,04.

O sobrenadante recolhido e transferido a segunda placa tornou-se
translucido sempre que as cepas foram consideradas negativas, o que
correspondeu com os controles negativos. Esse fato pode ser explicado pela
sedimentagao das hemacias, as quais nao foram transferidas para a segunda
placa. Ja o sobrenadante das cepas consideradas positivas tornou-se
avermelhado, em diferentes intensidades. Isso é explicado pelo rompimento
das hemacias pelas exoenzimas citoliticas (hemolisinas) liberadas por S.
aureus com consequente extravazamento de hemoglobina para o
sobrenadante, o qual tornou-se avermelhado e pdde ser diferenciado das
cepas nao produtoras de hemolisinas e dos controles positivos, ndo apenas
visualmente, mas também na espectofotometria.

Houve diferenca estatistica entre a média de absorbancia dos controles
negativos e as médias de absorbancia das cepas positivas (p<0,001) e entre as
cepas negativas e as cepas positivas (p<0,001). Assim, nota-se que S. aureus
tém grande capacidade de produgcdo de hemolisinas, as quais lesam nao
apenas hemacias mas sao responsaveis por um grande numero de lesdes
observadas em diversas enfermidades causadas por este agente.

Nao houve diferenga entre o controle negativo e as cepas negativas.
Neste trabalho ndo se quantificou o numero de hemacias que sofreram lise em
contato com S. aureus produtores de hemolisinas, porém os resultados
sugerem que quanto maior a absorbancia (mais hemacias rompidas), e
portanto mais produtora de hemolisinas € a cepa.

4. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que as cepas de S. aureus
isoladas de leite sdo produtoras de hemolisinas, e que o grau de hemolise
observada esta vinculado a producdo de enzimas citoliticas liberadas pelo
patogeno..
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