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Resumo

Staphylococcus aureus é uma das inimeras bactérias que estio presentes no leite. E
considerada uma das espécies mais patogénicas do género Staphylococcus, pois algumas das
suas estirpes estao associadas a surtos de intoxicagoes alimentares. Estas estirpes produzem
enterotoxinas, sendo algumas delas termoestaveis. Por forma a prevenir a contaminagao do
ser humano com as mesmas, o principal objetivo deste trabalho foi desenvolver um método
de biologia molecular, mais especificamente um PCR multiplex, de modo a fazer
simultaneamente a detegao dos genes das enterotoxinas estafilococicas em amostras de leite
cru e leite pasteurizado. Este € um método facil, rapido, sensivel e viavel.

As toxinas estafilococicas sao transmitidas maioritariamente por gado leiteiro, em
animais infetados com mastites. As amostras (n=33) foram recolhidas de diferentes espécies
de animais, grandes e pequenos ruminantes, incluindo caprinos (n=I1), bovinos (n=7) e ovinos
(n=5) e ainda foram recolhidas amostras de leite pasteurizado (n=10). Apenas 20 amostras de
leite (60,6%), tiveram crescimento bacteriano para S. aureus: os bovinos tiveram 6, os caprinos
9 e os ovinos 5. Destas 20 estirpes apenas 4 (20%) apresentaram expressao do gene da
enterotoxina SEC.

O leite € um alimento muito presente na dieta da populagao portuguesa e cada vez
mais devemos estar atentos a quaisquer possiveis contaminantes com impacto negativo na
salde publica, considerando que este trabalho podera ser um contributo em prol da Saide
Publica. Ao diagnosticar animais infetados com mastite, como estes tém que ser tratados, é

também preservada a saude animal.

Palavras-chave: rcr multiplex;  Staphylococcus  aureus;  enterotoxinas
estafilococicas; leite cru; leite pasteurizado
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Abstract

Staphylococcus aureus is one of the countless bacteria present in milk. It’s considered
one of the most pathogenic species of the genus Staphylococcus, because some of the strains
of this microorganism are often associated with food poisoning. These strains produce
enterotoxins, and some of them are resistant to high temperatures. To help to prevent the
human contamination with that toxins, the main objective of this study was the development
of a molecular test, specifically, a multiplex PCR, to detect the staphylococcal enterotoxins
genes in raw milk and pasteurized milk samples. This method is easy, sensitive, fast, and viable.

Staphylococcal enterotoxins are mostly transmitted for dairy cattle, through animals
infected with mastitis. The samples (n=33) were collected from different species, including
goats (n=11), cows (n=7), and sheep (n=5) and also pasteurized milk (n=10). Only 20 samples
showed bacterial growth for S. aureus: bovines had 6, goats 9 and sheep 5 positives. Only four
of these 20 strains (20%) presented the expression of the SEC gene.

Milk is a very important food in the diet of the Portuguese population, and we must pay
attention to any possible contaminants with a negative impact on public health, considering
that this work could be a contribution in favor of Public Health.
When diagnosed with mastitis, these animals have to be treated and consequently the animal

health is also preserved.

Key'WordS: multiplex PCR; Staphylococcus aureus; Staphylococcal enterotoxins; raw
milk; pasteurized milk
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1. Introducio

1. Introducao

L1. Importancia de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus diferencia-se das outras espécies do género Staphylococcus por
ser considerada a mais patogénica. Algumas estirpes estdo frequentemente associadas a
intoxicagdes alimentares.

E uma representante bastante importante dos cocos gram-positivos. Muitas das vezes
forma agrupamentos que se assemelham a um cacho de uva (figura 1).

Apesar de ser ubiqua, S. aureus nao apresenta mobilidade nem capacidade para formar
esporos (Santos et al., 2007) e é uma bactéria anaerdbia facultativa (Barroso, Helena; Meligo-
Silvestre, Anténio; Taveira, 2014).

S. aureus pode crescer numa gama de temperaturas que varia de 7 a 45°C, sendo a
temperatura 6tima de 30 a 37°C, com um pH de 4.2 a 9.3 sendo 6timo de 7 a 7.5 e ainda
numa concentragao de cloreto de sédio até 15% (Kadariya, Smith e Thapaliya, 2014).

Uma das principais caracteristicas deste microrganismo é o facto de que algumas das
suas estirpes produzem enterotoxinas estafilocécicas, responsaveis por intoxicagdes

alimentares.
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Figura |- Staphylococcus aureus visualizado ao microscoépio eletronico

(adaptado de https://goo.gllimages/MRYdwc)
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1.2. Reservatorios de Staphylococcus aureus e meios de

transmissao

Existe uma vasta gama de reservatérios onde S. aureus pode ser encontrada,
nomeadamente no organismo humano, no ambiente e ainda em animais.

Estima-se que S. aureus esta presente em cerca de 40% dos individuos saudaveis,
maioritariamente na pele e nas mucosas da nasofaringe (Ribeiro e Castanheira, 2003). Estes
individuos portadores s3o o principal meio de transmissdo da bactéria.

Para que ocorra a contaminagao alimentar, basta que haja contato direto do portador
do microrganismo com alimentos. Os manipuladores de alimentos, durante preparagiao e o
processamento dos mesmos, sio um dos principais meios de transmissdao de S. aureus. Os
alimentos em que mais se verifica a ocorréncia de S. aureus sio o fiambre, carne de porco,
saladas, gelados e bolos de pastelaria (Barroso, Helena; Melico-Silvestre, Anténio; Taveira,
2014).

Nos animais produtores de leite, esta bactéria encontra-se nas vias respiratoérias, na
pele e predominantemente nas glandulas mamarias e, mais uma vez, o manipulador do leite, é

o responsavel pela sua transmissao.

1.3. Doencas provocadas por Staphylococcus spp.

Existem vérias patologias associadas a diferentes espécies de Staphylococcus spp. (tabela
1).

Para a espécie S. aureus especificamente, em humanos, as patologias mais comuns sio
as intoxicagdes alimentares, infe¢cSes na pele e em tecidos moles, e ainda pneumonias.

Em relagdo a espécies animais, S. aureus causa graves casos de mastites, artrites e

infe¢des no trato urinario (McMillan et al., 2016).
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Tabela I-Patologias associadas as diferentes espécies de Staphylococcus spp. (adaptado de (Barroso,
Helena; Melico-Silvestre, Anténio; Taveira, 2014).

Organismo Patologias associadas

S. aureus Associado a produgdo de toxinas: gastrenterites estafilocécicas por
intoxicacdo alimentar: Sindroma do choque téxico (TSS), sindroma da
pele escaldada estafilococica.

Pele e tecidos moles: impetigo (escarlatina estafilococica, ectima),
carbunculos, foliculite, furdnculos, antraz, celulite, fascite, necrosante,
piomiosite

Outros: bacteremia, empiema, endocardite, osteomielite, pneumonia e

artrite séptica.

S. epidermidis Bacteremia, endocardite, feridas cirtrgicas Infe¢Ses urinarias, infe¢oes

associadas a cateteres, derivagdes, material prostético e dialisadores

peritoneais.
S. saprophyticus Infe¢Ses urinarias, infecbes oportunistas
S. lugdunensis Artrite, bacteremia, endocardite, osteomielite, peritonite, infecdes

associadas a cateteres, e infe¢des da pele e tecidos moles

S. haemolyticus Bacteremia, infe¢bes associadas a cateteres, osteomielite, artrite,
endocardite, infe¢des urinarias, infecdes de pele e infe¢bes

oportunistas

1.4. Intoxicacao alimentar por Staphylococcus aureus

Uma intoxicagio alimentar é uma doenga de origem alimentar que implica a ingestao
de toxinas e n3o apenas a presenga do microrganismo no alimento.
Tal como referido anteriormente, algumas estirpes de S. aureus tém capacidade para

produzir enterotoxinas.
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Estima-se que cerca de 50-70% estirpes de S. aureus tém capacidade para produzir, com
condi¢bes apropriadas, enterotoxinas estafilocdcicas termoestaveis (Bogdanovicova et al.,
2017).

A intoxicagdo alimentar causada por S.aureus é uma das mais comuns a nivel mundial
(Bogdanovicova et al., 2017) com uma sintomatologia caracterizada inicialmente por nauseas
e, posteriormente vémitos, colicas abdominais, e em alguns casos diarreias (Seyoum et al.,
2016). Estes sintomas iniciam-se entre 1 a 8 horas a pés a ingestdao das toxinas, duram de 24
a 48 horas e a recuperacio total ocorre entre 1 a 3 dias. E dificil obter estimativas precisas da
incidéncia das intoxicagbes de S. aureus porque a maior parte dos casos nao sdao reportados
(Pinto, Chenoll e Aznar, 2005).

O facto de a intoxicagdo ser autolimitante, faz com que a maior parte dos individuos
afetados nao recorra a cuidados médicos. Caso haja necessidade de o fazer, o tratamento sera
apenas no sentido de atenuar os sintomas causados, pois como nao se trata da presenga do

microrganismo mas sim das suas toxinas, nao é necessaria a utilizagdo de um antibiético.

1.5. Enterotoxinas Estafilococicas

S. aureus é um agente patogénico extracelular, pelo que a sua patogenicidade esta
essencialmente associada a capacidade de produgio de fatores extracelulares, como as
toxinas (Barroso, Helena; Melico-Silvestre, Anténio; Taveira, 2014).

Atualmente, existem cerca de vinte tipos de enterotoxinas ja descritas (SEs), sendo os
cinco grupos serologicos principais, e com significancia para doengas de origem alimentar
os SEA, SEB, SEC, SED, SEE, tendo ja sido identificadas em surtos relacionados com o
consumo de leite cru (McMillan et al., 2016). Para os grupos SEC e SEG, existem também
alguns subtipos ja descritos. Sabe-se que cerca de 95% dos surtos de intoxicagbes

alimentares estafilococicas sio causados por SEs do tipo SEA a SEE, as enterotoxinas
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denominadas classicas. Os restantes 5% poderdo estar associados a outras novas SEs
identificadas (Cremonesi et al., 2005).
As enterotoxinas sdo estaveis termicamente e sio resistentes a hidrélise pelas enzimas do
sistema digestivo.
E de extrema importincia ter em consideracio que nem todas as estirpes de S.aureus

produzem enterotoxinas e em quantidade suficiente para a ocorréncia de uma intoxicagao

alimentar (Morandi et al., 2007).

1.6. Staphylococcus aureus em animais

No que diz respeito a espécies animais, mais especificamente a grandes e pequenos
ruminantes, também estes sio frequentemente afetados com a presenga de S.aureus, sendo
esta uma das bactérias responsaveis pela ocorréncia de mastites, isto é, o gado leiteiro fica
com um infe¢do nas glandulas mamarias (McMillan et al., 2016). Como consequéncia, ha perdas
consideraveis na economia, pois a infe¢do faz com que a producdo e a qualidade do leite
diminuam consideravelmente (Bogdanovicova et al., 2017). Mas, mais problematico do que a
questdo econdmica, é o facto de que o leite proveniente de animais infetados constitui um
veiculo de transmissao da bactéria para o leite, que posteriormente, sera ingerido pelo ser

humano, especialmente criangas.

1.7. Leite como veiculo de transmissio de enterotoxinas

estafilococicas

O leite é um 6timo substrato para o crescimento de S. aureus, e hoje em dia sabe-se
que este e os seus derivados sdo uma das principais fontes das intoxicagSes alimentares
estafilocédcicas (Morandi et al., 2007). O crescimento deste microrganismo em alimentos como
o leite cru constitui um perigo para a satude publica devido ao risco de intoxicagao alimentar

(Peles et al., 2007).
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Animais de producdo de leite que possuem mastites causadas por S. aureus
contaminam o leite cru. Caso sejam produzidas enterotoxinas durante o crescimento da
bactéria, esta passa a ser patogénica e ocorrem consequéncias nefastas para a salde publica
se o leite for ingerido.

Sendo o leite um alimento bastante utilizado na dieta da populagdo portuguesa
atualmente, considerado um alimento de elevado valor nutritivo, devera ser submetido a
rastreios frequentemente, para garantir a seguranca da satude publica.

Foi demonstrado que as SE s3o altamente resistentes ao tratamento térmico. Um bom
exemplo e que obteve resultados que comprovam este facto é a SEA, que retém a sua
atividade biolégica mesmo depois de submetida a temperaturas de 121°C durante 28 minutos
(Seyoum et al., 2016).

Pelos motivos descritos anteriormente, neste estudo foi tido em consideragio para
além do leite cru, o leite pasteurizado, uma vez que as enterotoxinas resistem a altas
temperaturas, ainda que a bactéria que as produz seja completamente eliminada durante a
pasteurizagao.

Por forma a exercer algum controlo e prevengao, ja foram criadas algumas técnicas de
biologia molecular, baseadas na reagio da polimerase em cadeia (PCR) (Polymerase Chain

Reaction).

1.8. Técnicas de Biologia Molecular: PCR simples e PCR

multiplex

O desenvolvimento de métodos baseados na reagado em cadeia da polimerase (PCR),
PCR simples e multiplex, podem ser usados como uma ferramenta de diagnéstico rapida e
sensivel para detetar a presenga de enterotoxinas de S. aureus, proporcionando uma opgao
promissora para uma identificagdo rapida das toxinas presentes no alimento (Elsayed, El-

Bagoury e Dawoud, 2015).
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Este método de identificagido molecular, baseia-se na amplificagio da sequéncia alvo,
neste caso sequéncias especificas dos genes das enterotoxinas estafilocécicas, sendo um
método sensivel, rapido e especifico.

O objetivo final da PCR é amplificar as regides de interesse para visualizar a sua
presenca. Para que este processo possa ocorrer, tem que passar por fases de desnaturagao,
hibridacio e extensio (figura 2). Na mistura de reacao, para além do acido nucleico-alvo (DNA
bacteriano), tém que estar presentes os “primers” (“Forward” e “Reverse”), a Taq polimerase
e respetivo tampao, os dNTPs e cloreto de magnésio (Barroso, Helena; Melico-Silvestre,

Anténio; Taveira, 2014).

Numa primeira fase, ocorre a desnaturagdo, ou seja, as cadeias duplas de DNA passam a
simples, posteriormente ocorre a hibridagio ou “annealing”, que é quando os “primers”, que
sdo sequéncias iniciadoras de reagdo da polimerase, se ligam as regides que irdo ser
amplificadas em extremidades opostas e cadeias diferentes. Esta temperatura de “annealing”
(hibridagdo) é muito importante, é variavel e especifica para cada par de primers. Um simples
erro na temperatura de hibridagio poderd comprometer toda a reagdo porque os primers
nao se ligam a cadeia alvo. Finalmente ocorre a extensio, ou seja, a polimerizagdo da cadeia
nucleotidica, com o auxilio da Taq Polimerase que é uma enzima que atua acima dos 90°C

(Figura 2).

95°C Denaturation

TITTTTTTITITIIITT
New dsDNA POLYMERASE 50-70°C
Template CHAIN REACTION Primer Anneal
nnlnunmlm nnuunmm

72°C Polymerase
Extension

Figura 2- Esquema representativo da técnica PCR (adaptado de
https://goo.gl/images/GyCXtC)
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1. Introducio

A PCR multiplex difere da PCR simples pelo facto de ter mais do que um par de
primers, cada um com um alvo diferente. Esta técnica permite a detegdo em simultineo de
varias sequéncias genémicas alvo, como € o caso das cinco enterotoxinas classicas de S. aureus.

Ambas as técnicas acima descritas tém vantagens, nomeadamente o facto de que sdo
altamente sensiveis e permitem detetar diretamente o agente patogénico, ou suas toxinas na
amostra. Contudo, estas também possuem desvantagens. A principal desvantagem que se
pode verificar é a incapacidade de determinar a quantidade necessaria para que ocorra
intoxicagdo nos principais grupos de risco (idosos, criangas, doentes), pois estes sio mais
suscetiveis e o organismo reage de maneira diferente.

A PCR apenas pode demonstrar a presenga de genes das enterotoxinas em isolados de S.
aureus (Peles et al., 2007) e nem sempre a presenca de um gene enterotoxigénico implica a
producao da respetiva enterotoxina (Bogdanovicova et al., 2017). No entanto, poderemos

testar se estd a ser expressa através de RNA.
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2. Objetivos

2. Objetivos

Embora existam alguns artigos que mostram desenvolvimento de teste PCR multiplex
para detetar algumas toxinas de S. aureus, este nao existe comercialmente no nosso pais, nao
é utilizado em rotinas de laboratorios e nao esta testado para as espécies produtoras de leite
em Portugal.

O principal objetivo deste projeto foi montar um método de biologia molecular para a
detecao das toxinas classicas de S. aureus em leite, especificamente um PCR multiplex, que se
caracteriza pela sua rapidez, sensibilidade, baixo custo e capacidade de detetar
simultaneamente os genes das cinco toxinas num so ensaio, e que possa ser usado na rotina
laboratorial em laboratoérios de diagnostico veterinario.

O estudo foi feito em leite cru de ovino, caprino, bovino e ainda em leite pasteurizado.

Além do principal objetivo deste trabalho, foram ainda estabelecidos objetivos

especificos:

e Auvaliar a frequéncia da ocorréncia de cada uma das SE em cada uma das espécies de
ruminantes.

e Avaliar a viabilidade para consumo do leite pasteurizado comercializado atualmente

e Verificar se este método resulta efetivamente melhor quando analisado diretamente

das amostras de leite cru ou em colodnias de S. aureus isoladas do produto.

m-

esperado que os resultados obtidos neste trabalho possam contribuir para:

e Prevenir intoxicagoes alimentares provocadas por toxinas de S. aureus, pois ao serem
diagnosticados com S. aureus, os animais tém que ser tratados.

e Permitir compreender a origem e propagacao das estirpes nas exploragoes de leite e
adequar o tratamento, nomeadamente com vacinas das estirpes produtoras de SE ja

isoladas na exploragao.
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3. Materiais e métodos

3.1. Obtencao das amostras e conservacao

Foram recolhidas 23 amostras de leite cru (n=23) de trés espécies de animais de
produgdo de leite: leite de bovino (n=7), caprino (n=I1) e ovino (n=5). Foi ainda recolhido
leite pasteurizado de supermercado (n=10), perfazendo um total de 33 amostras (n=33).

A recolha foi efetuada em exploragoes de animais diagnosticados com mastite. A maior
parte das amostras de leite foi recolhida diretamente do animal e algumas de leite de tanque.

Todas as amostras de leite foram recolhidas para frascos coletores estéreis e foram
transportadas até ao laboratorio com refrigeragao.

Ao chegarem ao laboratério foram colocadas a 4°C até se proceder ao isolamento

bacteriano, que foi sempre realizado no dia da recolha.

3.2. Isolamento Bacteriano

Para o isolamento e identificagcio de S. aureus foi utilizado um meio de cultura
cromogénico da gama chrom|D® (Biomérieux), de leitura facil, com intensidade de cor e
especificidade. Caracteriza-se ainda pela elevada sensibilidade, o que contribui para resultados
fiaveis. O meio de cultura possui substratos cromogénicos especificos, peptonas e uma base
rica em nutrientes. Ao entrar em contacto com o substrato, as bactérias hidrolisam e dao
origem a uma coloragao especifica, neste caso as coldnias de S. aureus apresentam coloragao
verde. Esta coloragao deve-se a produgao de a-glucosidase. O espalhamento do leite foi
efetuado com o auxilio de uma ansa, com um volume de 10 pl e a incubagao foi realizada em

aerobiose a 37°C, entre 24-48h.
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3.3. Extracao de DNA

a) Extracao de DNA a partir de coldnias isoladas:

Uma colonia isolada de S. aureus foi colocada com 25 pl de agua estéril (Enzymatic/ Fisher
Bioreagents) num tubo do tipo Eppendorf e posteriormente colocou-se a 96°C para
ocorrer a lise celular e o material genético ficar disponivel.

Nao existe necessidade de realizar centrifugagao porque nao foram detetadas diferengas

significativas ao nivel da pureza nem da especificidade.

b) Extracao de DNA diretamente da amostra de leite:
Foi realizada a extragao de DNA a partir de 200 pL de leite com o kit NZY Tissue gDNA

Isolation Kit (Nzytech), seguindo as instrugoes do fabricante.

3.4. Desenho de primers

Foram procuradas sequéncias de primers em artigos cientificos com desenvolvimento
da técnica PCR multiplex e que continham sequéncias para cada uma das toxinas em estudo
(SEA-SEE) (Rall et al., 2008).

As cadeias nucleotidicas dos genes destas toxinas foram confirmadas no Genebank/
Nucleotide, através do numero de acesso e corrigidas no programa Blast para garantir
homologia, eliminar as que nao tinham interesse e assim selecionar as mais indicadas.

Com o auxilio do programa Primer Express, as sequéncias foram modificadas de forma
a obter amplicoes com tamanhos diferentes, para que as bandas de cada gene conseguissem
ser visualizadas e distinguidas corretamente.

O resultado final do desenho dos primers, a sequéncia escolhida, tamanho dos
produtos de PCR, temperatura de “melting”, nimero de acesso na base de dados Genebank,

e as referéncias bibliograficas utilizadas estao descritos na tabela 2.
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Tabela II- Sequéncia de primers, nimero de acesso (Genebank), tamanho dos produtos de PCR,
temperatura de melting e referéncias utilizadas.

Primer Sequencia nucleotidica Nimerode Amplicio TM Referéncia
s acesso (pb)
Fw: CAAGCAAGACGTTATTTACAGGAAA 58°C
SEA GQ859135 121pb
Rv: AATCGTAATTAACCGAAGGTTCTGTAG 58°C
FW.TTATGATAATGTTCGAGTCGAATTTAAA 58°C  (Rall et al,
SEB KC428707.1 323 pb
Rv:AATAGTGACGAGTTAGGTAATCTAATTCTTGA 59°C 2008)
Fw: CTAAAAAATTATGACAAAGTGAAAACAGAGT 58°C
SEC GQ461752.1 225pb
Rv: AAGTACATTTTGTAAGTTCCCATTATCAAA 59°C
Fw: CTGAATTAAGTAGTACCGCGCTAAATAA 59°C
SED KX168622.1 575pb
Rv: TTCGGGAAAATCACCCTTAACA 59°C
Fw: TTAAAGGTTTTTTCACAGGTCATCC 59°C
SEE M21319.1 430pb
Rv: TCATAACTTACCGTGGACCCTTC 58°C

3.5. Otimizacao dos primers

Apos a hidratagao dos primers foi realizada uma mistura dos mesmos, “Forward” (Fw)
com “Reverse” (Rv) para cada um dos genes das enterotoxinas. A solugao de trabalho da
mistura de primers foi efetuada para uma concentragao de 250 uM e para um volume final de
100 pL. Foram utilizados 2,5 plL de cada primer, Fw e Rv, e foi adicionada agua estéril
(Enzymatic/ Fisher bioreagents) até perfazer os 100 plL, para cada um dos genes das
enterotoxinas (SEA-SEE).

Para auxiliar na otimizagao deste teste molecular foram utilizadas estirpes comerciais
produtoras das toxinas que queriamos detetar. Sao estirpes de referéncia de uma colegao, de
uma empresa alema denominada DSMZ. A referéncia da estirpe A é 18597, da B é 18586, da
C 18587, da D 18588 e por fim, a da E é 18589. Estas amostras foram utilizadas como controlo
positivo, a estirpe A produz SEA, a B produz SEB, C produz SEC, D SED e finalmente, E produz
SEE.

Foi realizado um PCR individual para cada uma das estirpes de referéncia antes de se

montar o multiplex, para testar a eficacia dos primers desenhados. Para o PCR foram utilizados
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NZYTaq 2x Green Master Mix (NZY tech), agua destilada estéril (Enzymatic/ Fisher

bioreagents) e a mistura de primers previamente efetuada (tabela Il).

Tabela Ill- Esquema da preparagao da reagao de PCR

REAGENTES QUANTIDADES
2x Green Master Mix 5 pL por reagao
H,O 2 uL por reagio
Primers (Fw:250 nM, Rv:250 nM) 1 pL por reagao
D(Rall et al., 2008)NA da amostra 2 uL por reagao

Volume final =10 pL por reagao

Esta mistura de reagentes foi colocada num termociclador (Life Technologies, SimpliAmp
Thermal Cycler - A2481 1) segundo a programagao da tabela IV.

O produto de amplificagao obtido por PCR foi analisado em gel de agarose a 3% corado
com GreenSafe Premium (NZY tech) e visualizado sob luz UV num transiluminador (Fisher
Scientific, TCP-20.MC). O marcador de massa molecular utilizado foi NzyDNA Ladder V

(Nzytech). Os resultados obtidos encontram-se na figura 3.

Tabela IV- Programacgao no termociclador

Passo Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacao 95°C 10 minutos I
Desnaturacao 95°C | minuto

Annealing 59°C 45 segundos 40
Extensao 72°C 45 segundos
Extensao final 72°C |0 minutos I
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3.6. Otimizacao dareacao de PCR multiplex

Apos a confirmagao de que os primers resultavam corretamente, foi testado o PCR
multiplex. As variaveis testadas para a otimizacao do método foram a concentragao de MgCl,,
a concentragao de DNA e a concentragao de primers.

Em primeiro lugar foram testadas as concentra¢oes de MgCl, e de DNA em paralelo

(tabelas V e VI).

Tabela V- Quantidade de MgCl, na reagio

A-Maior quantidade de MgCl, B- Menor quantidade de MgCl,
(2,25nM) (1,25nM)

H,O- 1,8 uL H,O- 2 uL

Primers- | uL Primers- | pL

2x Green Master Mix- 5 uL (MgCl,a  2x Green Master Mix- 5 uL ( MgCl, a

2,5 mM) 2,5 mM)
MgCl, -0,2 pL
Vf =8 puL mix + 2 uL de DNA Vf =8 pL mix + 2 uL de DNA

Tabela VI- Variacio no volume de DNA

C- Maior quantidade de MgCl, D- Menor quantidade de MgCl,

(2,25nM) (1,25nM)
H,O- 2,8 uL H,O- 3 pL
Primers- | pL Primers- | pL

2x Green Master Mix- 5 uL (MgCl, a2 2x Green Master Mix- 5 pL ( MgCl, a

2,5 mM) 2,5 mM)
MgCl, -0,2 uL
Vf =9 uL mix + |uL de DNA Vf=9 uL mix + | uL de DNA
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Os resultados obtidos sao mostrados no capitulo dos Resultados nas figuras 4 e 5.

Posteriormente, e apos concluir quais as melhores condigbes para a técnica
relativamente a concentragoes de MgCl, e de DNA, avaliou-se qual a melhor concentragao de
primers. Para tal, foi testada a mistura com todos pares de primers (125 nM) de cada um dos
genes das enterotoxinas (SEA-SEE), os DNAs controlo de cada uma delas, tudo na mesma
reagao, para se verificar se todas as bandas amplificavam corretamente e se nao havia formagao
de bandas inespecificas. Os produtos de reagao de PCR foram corridos em gel de agarose a
3% e visualizados num transiluminador.

Todas as bandas amplificaram, ainda que as bandas correspondentes aos genes das
enterotoxinas SEB, SED e SEE estivessem menos percetiveis do que as restantes. A SEA por
outro lado, apresentava uma banda bastante forte. Por este motivo, foi necessario fazer um
ajuste nas concentragoes utilizadas de cada primer.

A nova reagao consistiu numa mistura que continha uma alteragao na concentragao
dos primers: SEA passou de 125nM para 100 nM, a SEB, SED e SEE passaram de 125 nM a
150 nM, e a SEC manteve-se a 125 nM, para um volume final de 50 plL. Seguidamente foram
corridas as estirpes de referéncia com esta nova mistura de concentragao dos primers para
verificar se as bandas amplificavam de igual modo, para posteriormente efetuar o teste para
todas as amostras recolhidas de leite. Os resultados obtidos estao representados no capitulo
dos Resultados na figura 6.

Procedeu-se ainda a uma segunda alteragao na concentragao de primers para melhorar
a visibilidade das bandas. Nesta segunda alteragao, na nova mistura de primers apenas as
concentragoes de SEB e SEE foram alteradas, passando estas a 200 nM cada uma. Os resultados
obtidos encontram-se no capitulo dos Resultados na figura 7.

Uma vez encontrada a concentragao correta da mistura de primers (tabela VII),

procedeu-se ao teste nas amostras de leite.
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Tabela VII- Concentragao de primers utilizada nas amostras a testar

Mistura de primers para a reagio de PCR (Volume final de 100 pL)

Genes das Toxinas Concentrac¢oes
SEA 200nM Fw, 200 nM Rv
SEB 400 nM Fw, 400nM Rv
SEC 300 nM Fw, 300nM Rv
SED 300 nM Fw, 300nM Rv
SEE 400 nM Fw, 400nM Rv
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4. Resultados e Discussao

4.1. Resultados do isolamento bacteriano de S, aureus

Tal como referido anteriormente, este teste foi efetuado nao s6 em DNA extraido
diretamente do leite, mas também em DNA extraido de coldnias isoladas em cultura de S.
aureus (Ver anexos l), para que se pudesse fazer uma analise em paralelo, com o objetivo de
comparar os resultados obtidos e determinar qual o método que teria melhor eficacia.

Num total de 33 amostras (n=33), foram obtidos 20 resultados positivos para o
crescimento de S.aureus, ou seja 60,6%. Tal como se pode verificar através da analise da tabela
VIIl, a maioria das amostras de leite cru foram positivas e todos os leites pasteurizados foram
negativos.

Os resultados foram os esperados, tendo em conta que algumas das amostras foram
recolhidas de leite de tanque, o que diminui a probabilidade do aparecimento da bactéria,
pois em leite de tanque existe leite proveniente de varios animais da exploragao, e alguns
deles nao apresentam sintomatologia de mastite, sendo pouco provavel que se encontrem

infetados com S. aureus.

Tabela VIlI-Resultados do crescimento e isolamento em cultura de S. aureus

Bovinos Caprinos Ovinos Pasteurizado
Al: NEG A8: POS A19: POS A24: NEG
A2: POS A9: NEG A20: POS A25: NEG
A3: POS A10: POS A21: POS A26: NEG
A4: POS Al11: NEG A22: POS A27: NEG
A5: POS A12: POS A23: POS A28: NEG
A6: POS A13: POS A29: NEG
A7: POS Al4: POS A30: NEG
A15: POS A31: NEG
Al16: POS A32: NEG
Al17: POS A33: NEG
A18: POS
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4.2. Montagem e otimizacao do PCR multiplex

Os perfis de bandas obtidos em gel foram identificados com sucesso. O DNA das estirpes
de referéncia corresponderam a amplificagao das regices SEA, SEB, SEC, SED, SEE (figura 3).
Uma vez que nos resultados obtidos foram bons e nao houve aparecimento de bandas

inespecificas, concluiu-se que estes primers poderiam ser utilizados no multiplex.

Figura 3-Resultados obtidos por PCR individual em gel de agarose a 3%
corado com Green Safe Premium, para cada uma das estirpes de referéncia.
(M) Marcador de massa molecular NzyDNA Ladder V (Nzytech), Genes: (1)
Enterotoxina A, (2) Controlo (-), (3):Enterotoxina B, (4) controlo (-), (5)
Enterotoxina C, (6) Controlo (-), (7) Enterotoxina D, (8) Controlo (-), (9)
Enterotoxina E
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As condigoes referidas nas tabelas V (variagao na concentragao de MgCl,, condi¢oes A e B) e
VI (variagao na concentragao de DNA, condi¢oes C e D) foram testadas para cada uma das

amostras (SEA-SEE) e o resultado encontra-se nas Figuras 4 e 5.

Figura 4- Resultados da corrida em gel de agarose a 3%, corado com Green Safe Premium das
reagoes submetidas as condigées C e D de variagdo na concentragio de DNA - (M) marcador
de massa molecular NzyDNA Ladder V (Nzytech). Genes: (1) Enterotoxina A; (2) Enterotoxina

B; (3) Enterotoxina C; (4) Enterotoxina D; (5) Enterotoxina E; (6) Controlo negativo.

Figura 5-Resultados da corrida em gel de agarose a 3%, corado com Green Safe Premium,

das reagdes submetidas as condigoes A e B, de variagao na concentragio de MgCl,. (M)
marcador de massa molecular NzyDNA Ladder V (Nzytech), Genes: (1) Enterotoxina A; (2)
Enterotoxina B; (3) Enterotoxina C; (4) Enterotoxina D; (5) Enterotoxina E; (6) Controlo

Tal como se pode verificar pela andlise das figuras 4 e 5, as melhores condigoes para
amplificagao das bandas dos genes das enterotoxinas de S. aureus sao as representadas em C,
isto &, presenga de uma maior concentragao de MgCl, e apenas | pL de DNA, pois em algumas

das situagoes, uma maior quantidade de DNA poderi inibir a reagao.
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Testou-se, entao, a PCR multiplex, cujo resultado é mostrado na figura 6.

Figura 6-Resultados obtidos na corrida em gel de agarose a 3%
corado com Green Safe Premium, dos produtos de PCR para
testar o multiplex. (M) marcador de massa molecular NzyDNA
Ladder V (Nzytech)

Através da andlise da figura anterior concluiu-se que as bandas correspondentes aos
genes das toxinas SEB e SEE estavam pouco visiveis. Por este motivo, teve que se reajustar a

concentragao de primers. Os resultados sao mostrados na figura 7.

SED

1111

Figura 7-Resultados obtidos na corrida em gel de agarose a 3%
corado com Green Safe Premium, dos produtos de PCR com
nova alteragiao na concentragao de primers (1), (M) marcador
de massa molecular NzyDNA Ladder V (Nzytech)
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Como podemos verificar na figura 7, as bandas correspondentes aos genes das cinco
enterotoxinas amplificaram corretamente, o que significa que a concentragao utilizada de cada

par de primers foi a adequada. Nao houve formagao de bandas inespecificas.

4.3. Teste do PCR multiplex nas amostras recolhidas

Apos otimizagao dos primers e da reacdo do PCR multiplex, foram testadas as
amostras de leite recolhidas. Os resultados obtidos apos electroforese sio mostrados nas

figuras abaixo 8, 9 e 10.
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. - -'-...-.... e

- e
-

Figura 8- Separacio electroforética em gel de agarose a 3% corado com Green Safe dos produtos
de PCR multiplex das amostras de leite. (M) marcador de massa molecular NzyDNA Ladder V
(Nzytech), Linhas 2-18 amplificagdo de ES de DNA de colénias (2) A8 (3) AlO, (4) Al2 (5) Al3
(6) Al4 (7) Al5 (8) Al6 (9) Al7 (10) Al (11) A2, (12) A3 (13) A4 (14) C(+), (15) C(-), (16)
A5, (17) A6, (18) A7; Linhas 19-25 amplificacao de ES de DNA de leite (19) Al (20) A2, (21)
A3 (22) A4 (23) A5, (24) A6, (25) A7 (26) C(+) (27) C(-)
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Figura 9- Separacao electroforética em gel de agarose a 3%
corado com Green Safe dos produtos de PCR multiplex das
amostras de leite. (M) marcador de massa molecular NzyDNA
Ladder V (Nzytech), Linhas |-8 amplificacao de ES de DNA de
leite (1) A8 (2) A10 (3) Al2 (4) Al3 (5) Al4(6) AI5(7) Al6
(8) Al7 (C-) controlo negativo.

Figura 10- Separagio electroforética em gel de agarose a 3% corado com green safe dos produtos de
PCR multiplex das amostras de leite. (M) marcador de massa molecular NzyDNA Ladder V (Nzytech),
(1) colénia da amostra Al8, (2) leite da amostra Al8, (3) colénia da amostra Al9, (4) leite da amostra
A19, (5) colénia da amostra A20, (6) leite da amostra A20, (7) coldnia da amostra A2l (8) leite da
amostra A2l, (9) coldnia da amostra A22, (10) leite da amostra A22, (11) colénia da amostra A23,
(12) leite da amostra A23 ; Linha 13-22 amplificagao de ES de DNA de leite: (13) A24 (14) A25 (15)
A26 (16) A27 (17) A28 (18) A29 (19) A30 (20) A3l (21) A32, (22) A33 (C+) Controlo positivo,
(C-) controlo negativo

A tabela IX mostra os dados apos analise dos resultados obtidos no PCR de acordo

com o tipo de amostra e da origem do leite.
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Tabela IX- Resultados do PCR multiplex obtidos em fungao da origem do leite e do tipo de amostra.

Amostra Origem DNA (leite ou Genes de
do leite colénia) enterotoxinas
Al Bovino Leite / coldnia NEG / NEG
A2 Bovino Leite / coldnia NEG / NEG
A3 Bovino Leite / colénia NEG / POS: gene SEC
A4 Bovino Leite / coldnia NEG / NEG
A5 Bovino Leite / coldnia NEG / NEG
A6 Bovino Leite / coldnia NEG / NEG
A7 Bovino Leite / colénia NEG / POS: gene SEC
A8 Caprino Leite / coldnia NEG / NEG
A9 Caprino Leite NEG / NEG
Al0 Caprino Leite / colénia NEG / POS: gene SEC
All Caprino Leite NEG / NEG
Al2 Caprino Leite / coldnia NEG / NEG
Al3 Caprino Leite / coldnia NEG / NEG
Al4 Caprino Leite / colénia NEG / NEG
AlS Caprino Leite / colénia NEG / POS: gene SEC
Alé6 Caprino Leite / coldnia NEG / NEG
Al7 Caprino Leite / coldnia NEG / NEG
Al8 Caprino Leite / coldnia NEG / NEG
Al9 Ovino Leite / colonia NEG / NEG
A20 Ovino Leite / coldnia NEG / NEG
A2l Ovino Leite / coldnia NEG / NEG
A22 Ovino Leite / colénia NEG / NEG
A23 Ovino Leite / colénia NEG / NEG
A24 Leite Pasteurizado Leite NEG
A25 Leite Pasteurizado Leite NEG
A26 Leite Pasteurizado Leite NEG
A27 Leite Pasteurizado Leite NEG
A28 Leite Pasteurizado Leite NEG
A29 Leite Pasteurizado Leite NEG
A30 Leite Pasteurizado Leite NEG
A3l Leite Pasteurizado Leite NEG
A32 Leite Pasteurizado Leite NEG
A33 Leite Pasteurizado Leite NEG

Das trés espécies em estudo, apenas em duas delas, caprinos e bovinos, amplificaram
genes referentes as enterotoxinas estafilococicas. Tal como se pode verificar, apenas ocorreu
essa amplificagao quando se utilizou o DNA das coldnias isoladas de S. aureus (tabela IX), o
que significa que o prévio isolamento da bactéria em cultura é mais eficaz do que a extragao
de DNA diretamente do leite, com o kit comercial. Ao extrair o DNA diretamente das
coldnias isoladas da placa, o método para além de maior grau de especificidade, parte de um

nivel superior de pureza.
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A3, A7, Al0 e Al5, sao amostras positivas para o gene SEC, sendo este o Unico gene
existente nas amostras do estudo. Estes resultados obtidos foram concordantes com alguns
estudos ja realizados em que o gene SEC era dos que aparecia mais frequentemente. Na
Hungria (Peles et al., 2007), realizou-se um estudo onde foi testada a presenca dos genes das
enterotoxinas de S.aureus em leite e alguns derivados, com a técnica de PCR. Foi testado leite
de bovino, de vacas com mastite e ainda leite de tanque. Utilizaram a técnica de PCR multiplex
e verificaram que os genes referentes as enterotoxinas SEA e SEC estavam presentes em
quatro isolados dos 59 totais, o SEB em cinco e o SED em dois isolados.

(Pinto, Chenoll e Aznar, 2005) realizaram um estudo em alimentos potencialmente
contaminados com S.aureus. Um dos objetivos deste estudo foi avaliar a frequéncia dos genes
das toxinas de S.aureus neste tipo de alimentos e comparar a eficicia do método de PCR
relativamente a outros. Apesar de nao se tratar de PCR multiplex, mas sim, de PCR normal,
foram detetados alguns dos genes em questao. Quarenta dos |31 isolados (31%) foram
positivos: 14 destes (1 1%), foram positivos para o gene SEA, 22 (17%) para o SEC, | (0,8%)
para SEB, e para o SEE nao houve nenhuma amostra positiva. Apesar das amostras nao serem
de leite, o gene SEC continua a ser o mais frequente.

Na China, em Shanghai, foi testada a diversidade genética e o potencial dos fatores de
viruléncia de S.aureus em alimentos processados e crus. Através da técnica de PCR, os
resultados obtidos, para a presenca de genes que produzem as enterotoxinas classicas de
S.aureus, foram positivos: SEA (5.6%), SEB (3,5%), SEC (9.9%) e SED (2,8%), num total de 142
isolados. O gene correspondente a SEC apareceu maioritariamente em leite cru.

Em Sao Paulo, no Brasil, também foi realizado um estudo que tinha como principal
objetivo detetar os genes das enterotoxinas de S.aureus em leite cru de bovino e leite
pasteurizado. A bactéria foi encontrada em 38 das 54 amostras de leite cru , em 8 amostras
de leite pasteurizado antes de terminar a data de validade e ainda em || analisadas apos o
término da validade. O gene para a enterotoxina A foi o mais frequente, com 41%, seguido
pelo SEC com frequéncia de 20,5%, SEB com 7,7%, SED com 12,8% e finalmente SEE com 5, 1%
(Rall et al., 2008).

Segundo Morandi et al. (2007), o leite e os seus derivados estao frequentemente
envolvidos em surtos de intoxicagao alimentar. Por este motivo foi realizado um estudo para
detetar e identificar os genes das toxinas de S.aureus. O microrganismo foi isolado de leite de

gado bovino, caprino, ovino, bufalo e de alguns lacticinios.
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Os isolados de bovinos apresentavam frequentemente o gene da enterotoxina SEA e
SED, enquanto o SEC predominou nas estirpes de caprinos e ovinos. Apds a andlise dos
resultados chegou-se a conclusao que as variagoes nas estirpes de S.aureus tem a ver com a
origem de cada uma delas, e por esse motivo sao diferentes.

Contudo, existem alguns estudos que contrariam os resultados obtidos nos trabalhos
reportados. Temos o exemplo de em estudo realizado no Irao (Seyoum et al., 2016), que tinha
como obijetivo analisar a frequéncia de genes das enterotoxinas estafilococicas através da
técnica de PCR em leite cru de bovino. Foram obtidas 52 estirpes de S.aureus nas 246 amostras
de leite recolhidas. Nos 52 isolados, o gene mais frequente foi o da enterotoxina A (SEA),
com 30.7%, seguido da SEB com com 26.9% e a SED com 15,37%. Neste estudo nao aparece
o gene referente a enterotoxina C (SEC).

No presente trabalho, através da andlise dos resultados das amostras em estudo,
verificamos que a presenca de S.aureus ocorre maioritariamente em caprinos. Nos bovinos
houve 6 estirpes de S. aureus (18,2%), nos caprinos 9 estirpes (27,3%) e nos ovinos 5 estirpes
(15,1%). Nestas 20 estirpes de S. aureus apenas quatro delas possuiam o gene da enterotoxina
C (SEC), ou seja, apenas 20%, duas de leite de bovino e duas de leite de caprino.

E de salientar que neste projeto o nimero de amostras foi limitado, o que dificulta a
comparagao da ocorréncia e frequéncia dos genes das enterotoxinas entre cada espécie. O
reduzido numero de amostras prende-se com o facto de que este projeto foi realizado num
laboratorio de diagndstico veterinario e as amostras utilizadas foram exclusivamente as
recebidas para diagnostico laboratorial, nao tendo sido feitas amostras teste previamente. e
estando limitado as ocorréncias em que o Médico Veterinario responsavel procedeu ao envio
de amostra adequada para diagndstico laboratorial. Contudo, o laboratorio continuara a
utilizar as amostras de leite de exploragoes com animais com diagndstico de mastite, para
ampliar o estudo aqui apresentado, até ter uma amostragem significativa para apresentar um
estudo de prevaléncia de toxinas de S.aureus nas exploragoes de espécies pecuarias produtoras
de leite, a nivel nacional. Adicionalmente, o aumento do niumero de amostras permitira a
realizagao de ensaios para determinagao da sensibilidade do teste, podendo determinar
concentragoes minimas de DNA de S. aureus e niumero de unidades formadoras de colonias
de S. aureus para detegao dos genes das toxinas, bem como a especificidade, procedendo a

comparagao com outros testes. A especificidade do teste serd alvo ainda de uma validagao
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adicional, com a sequenciagao dos amplicoes obtidos no teste, para cada um dos genes das

toxinas de S. aureus.

O PCR multiplex funcionou corretamente, verificou-se que o método a ser
implementado sera com cultura de S.aureus, pois apenas deste modo conseguimos visualizar a
amplificacao dos genes. Um dos motivos pelos quais este método resulta melhor podera ser
porque a extragao de DNA ¢é feita diretamente de colodnias isoladas, conferindo maior
especificidade, e eliminando as impurezas do leite. Um inconveniente para a adog¢ao deste
método podera ser o tempo que a analise demora a ser concluida, isto porque a incubagao a
37°C é de 24-48h, ou seja, ainda que o PCR multiplex seja relativamente rapido, sendo a
extragao, PCR e electroforese, um procedimento de cerca de 4h, este sé podera ser efetuado
apos a incubacao e isolamento das colonias de S. aureus. Por outro lado, o passo de incubagao
apresenta a vantagem de permitir confirmar se existem colénias de S. aureus na amostra,
evitando que se realize o multiplex PCR de uma amostra, que nao apresente S. aureus. O passo
de cultura da amostra para isolamento das colonias de S. aureus, apesar de conferir
especificidade ao método nao permite distinguir entre estirpes ambientais de S. aureus e
estirpes patogénicas como as que causam as mastites nos animais dos quais provém as
amostras. Uma das medidas que poderia ser tomada era a definicao de um nimero de coldnias
a partir da qual se consideraria que a contaminagao com S. aureus era significativa e prosseguir
para o PCR. No entanto, neste trabalho considerou-se que sempre que se observasse na placa
de cultura, pelo menos uma coldnia de S. aureus, esta seria valorizada prosseguindo-se com a
extracao do seu DNA.

O teste desenvolvido sera ainda alvo de ensaios adicionais, para uma validagao com
vista a certificacao do mesmo de forma a poder ser disponibilizado como nova ferramenta de
diagnodstico no laboratorio.

Em conclusao, neste estudo, tendo em conta o numero de amostras utilizadas,
podemos afirmar que as estirpes de S.aureus, ocorrem mais frequentemente em caprinos, e
que no leite prevalece o gene da enterotoxina estafilococica C. Este facto podera sugerir que
existem mais casos de mastites causadas por S. aureus nos caprinos e bovinos do que nos
ovinos. Contudo, sao dados que devem ser confirmados com um maior nimero de amostras.

A diversidade genética e a sua frequéncia poderao estar relacionadas com a distribui¢ao
geografica, isto &, as estirpes portuguesas podem ser diferentes no que diz respeito ao tipo de

genes presentes em cada uma das espécies.
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O leite pasteurizado analisado nao apresentou crescimento de S.aureus, o que significa
que as amostras recolhidas estavam viaveis para consumo e nao apresentavam qualquer risco
para a saude publica. Contudo, ha que salientar que é uma situagao que podera ocorrer devido
a estabilidade térmica das enterotoxinas. Assim, € imperativo que se minimize as condigoes
de crescimento em leite contaminado com S. aureus, de forma a evitar uma maior produgao
de enterotoxina, se for o caso.

O resultado obtido do PCR multiplex sera considerado um indicador, uma vez que
este apenas deteta os genes responsaveis pela produgao da enterotoxina estafilococica e nao
a proteina em si, isto é, a presenca do gene, nao implica a presenga da toxina, pois esta podera
nao ter sido produzida. Para saber se a proteina esta presente, teriam de ser realizados testes
complementares. Contudo, a semelhanca de outros testes de diagnostico que existem, é
considerado um teste de elevado valor preditivo de um risco para a saude publica e,
atualmente, os testes de Biologia Molecular ja sao disponibilizados e realizados, para
diagnostico nos laboratérios de Seguranga Alimentar.

Este método sera uma mais-valia quando implementado em laboratorio, pois podera
facilmente diagnosticar infe¢oes por S.aureus, permitir que os animais sejam devidamente

tratados e desta forma prevenir as intoxicagoes alimentares ao consumidor.
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As intoxicagdes alimentares causadas por S. aureus sio uma realidade que nio podemos
ignorar, pois ocorrem regularmente. Por este motivo é necessario haver um controlo
frequente dos potenciais veiculos de transmissdo deste agente patogénico. Uma das formas é
controlar os animais produtores de leite, pois ao diagnostica-los com mastite, estes terdo
obrigatoriamente que ser tratados.

Apesar de o nimero de amostras nao ser significativo neste estudo, esta técnica sera
futuramente utilizada em laboratério como teste de diagndstico, em animais de diferentes
exploragdes e ira permitir avaliar qual a frequéncia dos genes das enterotoxinas estafilocécicas
nas estirpes portuguesas. Contudo, neste estudo verificou-se que os casos de mastite por S.
aureus poderao estar mais associados a bovinos e caprinos. Apenas o gene da SEC foi detetado
em 20% das amostras, que sugere um risco nio muito elevado, mas que nao é de negligenciar.
Num total de 33 amostras (n=33), houve 20 estirpes de S. aureus (60,6%,) sendo que 6 eram
de bovinos e 9 de caprinos e 5 de ovino. No que diz respeito a expressdo de genes, apenas o
gene da SEC foi detetado em 4 das 20 amostras (20%).

Deve ser tido em conta que neste teste molecular apenas estamos a detetar o gene da
toxina e ndo a expressao a proteina, mas é um bom indicador de risco.

O desenvolvimento deste teste de multiplex deve ser encarado do ponto de vista
empresarial, de aplicagdo Nacional, pois foi desenvolvida uma nova ferramenta de diagnéstico
que se podera disponibilizar no mercado do leite e que vem complementar o diagnéstico que
ja é feito atualmente e que se limita apenas a dete¢do de S. aureus. Deste modo, sera

promovida a salde animal e preservada a seguranca alimentar.
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ANexos



A3, A7, A10, A15- Exemplos de crescimento bacteriano positivo

A31, A32, A33- Exemplos de crescimento bacteriano negativo
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