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Resumo

As enterotoxinas estafilocdcicas (SEs) sao proteinas que pertencem a categoria
B de agentes de risco bioldgico, cuja exposicao em humanos e animais de
criacdo leva a intoxicacdo alimentar, estimulacdo de células T,

imunossupressao e até morte. O risco de exposicao a SEs esta associado a sua
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facilidade de disseminacao em aerossois, alimentos e agua. Assim, devido ao
impacto epidemiolégico da exposicao acidental ou intencional, o diagndstico
rapido e eficientes € muito importante para o tratamento das intoxicacdes por
SEs
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Staphylococcus aureus toxins associated with contamination of food

and dairy cattle - Review

Abstract

Staphylococcal enterotoxins (SEs) are proteins that belong to B category of
biological risk agents, whose exposure in humans and pets leads to food
poisoning, stimulation of T cells, immune suppression and death. The risk of
exposure to SEs is associated with its ease dissemination in aerosol, food and
water. Thus, due to the epidemiological impact of the accidental or intentional
exposure, the development of fast and efficient diagnosis methods is very
important for the treatment of poisoning by SEs.

Keywords: Staphylococcus aureus, enterotoxins, diagnose

1. Introducao.

Staphylococcus aureus constituem a principal causa de infeccdes
hospitalares, infeccbes de instrumentos cirdrgicos e infeccdes associadas a
procedimentos médicos, sendo responsaveis por 35% dos 6bitos (Lowy, 1998).
Estdo associadas a doencgas provocadas por contaminacdo alimentar devido a
liberacdo de enterotoxinas (SEs) nos alimentos e a sindrome do choque tdxico
por liberacdo de superantigenos na corrente sangliinea (McCormick et al.,
2001).

Além de ser um problema de ordem de saude publica, a presenca das
enterotoxinas resulta em perda econOmica para o produtor de leite. Ainda, as
enterotoxinas estao classificadas na Categoria B de agentes de risco bioldgico

e sdo consideradas de facil disseminagao (Kaempfer et al., 2002) e, se
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distribuidas acidental ou intencionalmente na populagdo, resultam em
morbidade moderada e mortalidade baixa.

Os problemas associados as SEs alertam sobre a necessidade de rapida
deteccao em produtos de consumo humano, para que os tratamentos sejam

providenciados antecipadamente a doenca clinica.

2. Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus sao bactérias Gram-positivas pertencentes a
familia Micrococcaceae, que inclui quatro géneros: Planococcus, Micrococcus,
Stomatococcus e Staphylococcus. Sdo imdveis, ndo esporulantes, anaerdbicas
facultativas, que crescem por respiracdao aerdbica ou por fermentacdo
produzindo principalmente 4acido latico. S3ao coagulase-positivos e sdo
diferenciados do género Streptococcus por serem catalase-positivos. Conforme
descrito em Issa e Thompson (2001, p.58), consistem em células esféricas
com cerca de 1 ym de didmetro que normalmente se agregam em cachos de
uva formando colonias de coloracdao amarelo-ouro. Crescem em meios com
concentragoes de cloreto de sédio acima de 10%, em temperaturas entre 10°C
e 45°C (6tima 30°C-37°C) e valores de pH entre 4,2 e 9,3 (pH 6timo 7,0-7,5).
A parede celular é resistente a lisozima.

Normalmente estdo associadas a colonizagdo assintomatica da pele,
orofaringe e tratos gastrointestinal e urogenital. No entanto, se as barreiras
das mucosas forem rompidas ou ocorrer deficiéncia no sistema imunoldgico do
hospedeiro, estes microorganismos podem causar elevada morbidade e
mortalidade em humanos e outros animais (Bachert et al., 2002). Originando
desde lesdes superficiais na pele como bolhas, abscessos, acnes e furldnculos
até doencas de maior gravidade como pneumonia, osteomielite, endocardite,
miocardite, meningite, celulite bacteriana, queratite, infeccdoes do trato urinario
e septicemia.

A transmissdo de S. aureus é frequentemente feita através de contato
direto com um individuo infectado, embora possa ocorrer também por contato

com aerossodis. Varios fatores que predispdem o hospedeiro a aumentar a
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susceptibilidade a infeccdo por S. aureus tém sido identificados (Issa e
Thompson, 2001). Estes incluem: injdria na pele ou membrana das mucosas,
funcdo leucocitdria anormal, infeccdes virais (por exemplo, influenza),
anormalidades metabdlicas (por exemplo, diabetes mellitus e uremia), ma
nutricdo, velhice (Bachert et al., 2002). Recém-nascidos, vitimas de traumas,
pacientes queimados, usuarios de drogas endovenosas, pacientes com doencgas
cronicas de pele, diabéticos em uso regular de insulina e pacientes em
hemodialise sdo freqientemente colonizados por grandes cargas bacterianas
(Pedro e Branchini, 1997; Dinges et al., 2000).

Também constituem a principal causa de infeccbes hospitalares,
infeccoes de instrumentos cirurgicos e infeccdes associadas a procedimentos
médicos, sendo responsaveis por 35% dos débitos (Lowy, 1998). Em individuos
imunossuprimidos, tais como pacientes infectados pelo HIV, transplantados ou
em tratamento quimioterapico, as infeccdes pelo S. aureus sdo as principais
causas de complicacdes, com alto grau de morbidade e mortalidade. Estao
associadas a doencgas provocadas por contaminacdo alimentar devido a
liberacao de enterotoxinas nos alimentos e a sindrome do choque toxico por

liberacdo de superantigenos na corrente sangliinea (McCormick et al., 2001).

2.1. Fatores de viruléncia.

Com o decorrer de sua evolucao, S. aureus desenvolveu diversos fatores
de viruléncia que atuam como mecanismos de evasdo, garantindo protecdo
contra a resposta imune do hospedeiro (Balaban e Rasooly, 2000). Segundo
Iwatsuki et al., (2006 p.206) estes mecanismos sao diversificados e incluem a
inibicdo da quimiotaxia dos neutrofilos; producdo de toxinas que atuam na
membrana de leucocitos promovendo a sua lise; sintese de proteina A e
microcapsula, que garantem a resisténcia a fagocitose; e, produtos
carotendides e algumas enzimas que neutralizam os mecanismos de morte dos
fagossomos caso a bactéria seja internalizada.

Cepas de S. aureus expressam uma variedade de fatores de viruléncia

que podem ser agrupados segundo seus mecanismos patogénicos como
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proteinas que facilitam sua habilidade de colonizar e persistir no hospedeiro
(Balaban e Rasooly, 2000). Estas proteinas, freqlientemente com propriedades
enzimaticas ou citotdxicas, incluem varias hemolisinas ativas na membrana,
nucleases, proteases, leucocidinas, lipases e colagenases. Coletivamente estas
exoproteinas promovem a adesdo bacteriana ou fornecem os nutrientes
necessarios ao desenvolvimento bacteriano (Lowy, 1998; Iwatsuki et al.,
2006).

2.2. Toxinas.

Toxinas sdao comumente substancias, de origem protéica, produzidas por
alguns microrganismos e que contribuem para sua patogenicidade. Sao
classificadas em exotoxinas e endotoxinas (Koneman et al., 2001). As
exotoxinas sdo proteinas ou enzimas produzidas no interior de algumas
bactérias Gram-positivas, decorrentes da multiplicacdo e metabolismo, dos
microrganismos. Classicamente sdo agrupadas em trés tipos, de acordo com
seu modo de acdo: citotoxinas, que destroem as células do hospedeiro ou
afetam suas fungdes; neurotoxinas, que interferem com a transmissao normal
de impulsos nervosos; e enterotoxinas, que afetam as células que revestem o
trato gastrintestinal (Koneman et al., 2001).

As endotoxinas correspondem a porcao externa da parede celular
(lipopolissacarideos) das bactérias Gram-negativas, que sao liberadas apds a

morte bacteriana ou mesmo a lise da parede celular (Koneman et al., 2001).

2.2.1. Toxinas secretadas por Staphylococcus aureus.

Os estafilococos sdo responsaveis pela producdo de potentes toxinas
(Marrack e Kappler, 1990), que uma vez introduzidas no hospedeiro induzem
uma variedade de conseqiéncias bioldgicas (Dinges et al., 2000), atuando em
trés diferentes vias: como enterotoxinas, induzindo efeitos eméticos e diarréia
em humanos e outros primatas; como exotoxinas implicadas na sindrome do
choque téxico; e como superantigenos gerando uma forte estimulacao de

células T VB especificas, seqguida por anergia e apoptose destas células,



SANTILIANO, F.C. et al. Toxinas de Staphylococcus aureus associadas a contaminagdo de
alimentos e de gado leiteiro - Revisdo. PUBVET, Londrina, V. 4, N. 25, Ed. 130, Art. 884,
2010.

resultando em imunossupressao. Estas podem ter importante funcdao em
diversas patogenias devido a capacidade de estimular tanto células
imunomodulatdrias quanto pro inflamatérias efetoras (Kotb, 1998).

As estafilococcias humanas podem ser classificadas em duas categorias:
as diretamente relacionadas a capacidade invasiva e as decorrentes da
producao de toxinas. Dentre as toxinas identificadas neste género em
Staphylococcus aureus estao:

Toxinas esfoliativas: As esfoliatinas ou toxinas epidermoliticas sdo
produzidas por determinadas cepas de S. aureus e consistem em duas
proteinas, denominadas ET-A e ET-B. Essas proteinas apresentam atividade
proteolitica, clivando a epiderme, sendo responsadveis pelos sintomas da
doenca conhecida como Sindrome da Pele Escaldada (Lina et al., 1997).
TSST-1: toxina isolada de pacientes com Sindrome do Choque Toxico.
Também é um superantigeno e estad fortemente associada a casos de choque
toxico menstrual (McCormick et al., 2001). A sindrome do choque téxico foi
associada por algum tempo com o uso de absorventes e com a presenca de S.
aureus localizados em colonizacdes cervicais e vaginais. TSST-1 é a Unica
toxina capaz de atravessar superficies de mucosa. Tem como manifestacoes
clinicas febres acima de 39°C, descamacao, hipotensao além de envolvimento
dos sistemas gastrointestinal, muscular, mucoso, renal, hepatico, hematoldgico
e o sistema nervoso central. Sendo considerada um superantigeno, essa
exotoxina estimula de 5-30% das células T (Dinges, 2000).

Enterotoxinas: proteinas secretadas por certas cepas de S. aureus e que
atuam como superantigenos, promovendo superativacdo de células T e
excessiva liberacdo de citocinas. Estdo associadas a episdédios de intoxicacdo

alimentar e a Sindrome do Choque Téxico (Balaban e Rasooly, 2000).

2.3. Patogenicidade.
As manifestacOes clinicas de muitas doencgas estafilocdcicas sao quase

exclusivamente devidas a acao de toxinas, enquanto que as outras doencas
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sao de origem inflamatéria, devido a capacidade desses microrganismos
invadirem e destruirem os tecidos (Cunha et a/, 2002).

O uso indiscriminado de antibioticos, como a meticilina na década de 60,
resultou na aquisicdo de resisténcia a este antibidtico. Muitas espécies
resistentes a meticilina tornaram-se também resistentes a multiplos
antibidticos, causando um aumento da incidéncia de infeccbes hospitalares.
Segundo Gould (2005, p. 1), a maioria dos casos relatados em diversos
hospitais era de cepas resistentes a penicilina. Em 1981, 5% dos S. aureus
eram resistentes a meticicilina. Uma década depois este percentual aumentou
para 38% e as estimativas de 2000 sao de mais de 50% dos isolados
resistentes a meticilina.

O aumento da incidéncia de infeccbes por estas bactérias pode ter sido
atribuido a sua particular afinidade por materiais utilizados pela medicina
moderna, tais como cateteres e outros instrumentos utilizados com
procedimentos invasivos (Huebner e Goldmann, 1999). A adesao a estes
materiais ocorre em poucos segundos e alcanca seu ponto maximo em uma
hora. Estudos in vitro indicam que a adesao inicial a polimeros é o resultado de
uma interacdo entre as bactérias e irregularidades na superficie do material.
Aparentemente os estafilococos coagulase-negativos podem aderir diretamente
ou se ligar a uma proteina que revestiria a superficie do material
(Vandecasteele et al, 2000).

2.4. Identificacao laboratorial dos estafilococos.

A identificacdo é iniciada por bacterioscopia, utilizando amostras de
Swabs de superficie, pus, sangue ou mesmo outras amostras clinicas. Estas
amostras sao coradas pelo método de Gram para observacao de sua
morfologia e coloracdo especifica. As amostras sao entdo semeadas em agar-
sangue, ou até outros meios seletivos, tais como Manitol Sal Agar e Baird-
Parker. Apds a cultura, as amostram sao testadas para catalase, no qual o

peroxido de hidrogénio é colocado sobre cada cultura isoladamente. Esta prova



SANTILIANO, F.C. et al. Toxinas de Staphylococcus aureus associadas a contaminagdo de
alimentos e de gado leiteiro - Revisdo. PUBVET, Londrina, V. 4, N. 25, Ed. 130, Art. 884,
2010.

permite diferenciar a familia Micrococcaceae de Streptococcaceae (Cunha et al,
2002).

Outro teste utilizado é a prova de oxidacdo e fermentacao da glicose,
conforme descrito por Cunha et al (2002, p. 281). Os estafilococos sao
fermentativos e nao oxidativos, pois possuem anaerobiose facultativa, a
diferenca dos Micrococcus. A partir da prova da coagulase, dividem-se as
espécies em dois grupos, coagulase-positivos ou coagulase-negativos. As
espécies sdo identificadas por testes bioquimicos, com a utilizacdo de
aculcares: xilose, arabinose, sacarose, trealose, manitol, maltose, lactose,
xylitol, ribose e frutose, bem como caracterizacao de hemolisinas, reducao de
nitrato, urease, ornitina, descarboxilase e resisténcia a novobiocina.

Em alguns exames microbioldgicos para diagnodstico de mastite bovina,
por exemplo, outros testes tais como producdo de acetoina (teste VP) a partir
de glicose ou piruvato é positiva para os Staphylococcus aureus e negativa
para outras espécies coagulase-positivas, tais como Staphylococcus

intermedius e Staphylococcus hyicus (Brito et al, 2002).

3. Enterotoxinas estafilococicas.

As enterotoxinas sdo proteinas monoméricas de massa molecular
variando de 22-30 kDa, ndo glicosiladas, e de longa vida média, que sdo
secretadas e acumuladas durante a fase exponencial do crescimento in vivo e
in vitro das diferentes cepas de S. aureus enterotoxigénicas (Balaban e
Rasooly, 2000). Sdo ricas em lisina, acido aspartico, acido glutdmico e tirosina
(Proft e Fraser, 2003). Possuem uma ligacao dissulfidica em sua conformacao
gue provavelmente estaria envolvida na atividade emética (Marrack e Kappler,
1990). Sao altamente estaveis, resistem a muitas enzimas proteoliticas como
pepsina e tripsina explicando sua atividade no sistema digestivo, e sao
altamente resistentes ao calor (Le Loir et al., 2003). Essas proteinas, também
conhecidas como toxinas pirogénicas, em quantidades na ordem de
microgramas (3,5 - 150 pg, dependendo da sensibilidade da espécie e do

individuo) estdo relacionadas a episddios de intoxicacGes alimentares (Balaban
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e Rasooly, 2000) apds a ingestao de alimento contaminado, e conforme
descrito em Giletto e Fyffe (1998, p.2220) afetam cerca de 1,2 milhdes de
pessoas anualmente, resultando numa perda econOmica de cerca de 1,5
bilhdes de ddlares.

Em temperaturas inferiores a 60°C, muitas cepas produzem
enterotoxinas, que uma vez entrando no intestino do hospedeiro, tem a
habilidade de cruzar a parede intestinal e ganhar acesso ao sistema imune
(Shupp et al, 2002). Apo6s 4 h de ingestao, estas toxinas interagem com varios
alvos celulares desencadeando reagdes bioldgicas e fisiolégicas que conduzem
as manifestagdes clinicas caracteristicas da intoxicacdo: nauseas, dores
abdominais, diarréia e vomito (Balaban e Rasooly, 2000; Dinges et al., 2000).
Os sintomas geralmente desaparecem 24 h apds a infecgdo, porém, Obitos
entre neonatos e idosos nao sao raros (Medina-Acosta et al., 2005).

As enterotoxinas exibem semelhancas tanto nas suas multiplas
atividades bioldgicas quanto nas suas seqliéncias peptidicas (Balaban e
Rasooly, 2000). Distinguem-se, todavia, umas das outras, pela presenca de
epitopos especificos. Assim sendo, as diferentes cepas enterotoxigénicas
podem expressar toxinas antigenicamente distintas com atividades bioldgicas
similares.

S. aureus secreta diversas enterotoxinas (SEs) com multiplos sorotipos
SEA, SEB, SEC;.3, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO,
SEQ, SER e SET (Freiras et al., 2004; Medina-Acosta et al., 2005).

Apresentam similaridades estruturais, funcionais e na seqliéncia e sao
filogeneticamente relacionadas (Balaban e Rasooly, 2000). Embora as toxinas
pirogénicas estejam envolvidas em diferentes patologias, elas exibem
semelhangas nas suas atividades bioldgicas de superantigenicidade e
enterotoxigenicidade (Le Loir et al., 2003). Harris et al. (1993, p. 3176)
propuseram que existe uma relacdo entre a atividade superantigénica e
enterotoxigénica das toxinas, e na maioria dos casos, a perda da atividade
superantigénica resulta na perda de enterotoxigenicidade. Porém, foi

demonstrado que essas duas atividades estdo localizadas em dominios
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separados da molécula. Isso quer dizer que, o fato de a proteina ser
superantigénica nao significa que ela seja enterotoxigénica.

A superantigenicidade esta relacionada com a capacidade da proteina
estimular inespecificamente a proliferacao de células T (Proft e Fraser, 2003),
enquanto que a enterotoxigenicidade e o efeito emético estao relacionados
com a estimulacao do sistema nervoso central, apds atuacao da toxina sobre
os receptores neurais no intestino (Le Loir et al., 2003). Os efeitos eméticos
mais comuns sao: nauseas, vomitos, dores abdominais, prostacao e diarréias.
Os primeiros acontecem de duas a seis horas apds a atuagao da toxina sobre
os receptores neurais no intestino. O Ultimo ocorre devido ao aumento do
peristaltismo intestinal e perda de liquido pelo organismo (Balaban e Rasooly,
2000).

Os superantigenos tém a capacidade de interagir com o receptor de
células T (TCR) de maneira ndo especifica, através de interagcdo com a porcao
VB do TCR e ligagcdo cruzada entre este receptor e as moléculas de MHC de
classe II na superficie das APCs (McCormick et al., 2003) (Figura 2), formando
um complexo trimolecular que atua como potente ativador podendo estimular
de 5 a 30% da populacdo de células T (Issa e Thompson, 2001).

A acdo dos superantigenos induz a producdo e liberacdo de niveis
elevados de IL-12 (Takahashi et al., 1995). Normalmente a IL-12 atua
localmente, mas a producdao em excesso faz com que esta atinja a corrente
sangliinea, gerando uma série de sintomas que incluem nausea, vOmito,
indisposicdo e febre. A grande estimulacdo da proliferacdo de células T e
producao de IL-1 também gera um aumento na producao de IL-10, IFN-y e
TNF-a, (Takahashi et al., 1995).

Como as duas atividades das SEs estdao interligadas ainda é pouco
conhecido. O mecanismo responsavel pela resposta emética poderia ser
mediado pelo sistema imune na qual a estimulacdo de células T estd associada
a elevada producdo de citocinas (Proft e Fraser, 2003). Os sintomas de
contaminacao alimentar podem ser mimetizados pela administracdao de IL-2

exdogena (Johnson et al.,1992). Acredita-se que a atividade emética possa
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facilitar a transcitose, permitindo a sua entrada na corrente sanglinea e
interacdo com as células T levando a atividade superantigénica (Hamad et al.,
1997; Balaban e Rasooly, 2000).

S. aureus estao presentes em 30% da populagao mundial. Este alto
percentual pode ser um fator de prevaléncia de contaminagao em alimentos.
Condicoes de higiene inadequadas, temperatura ideal e condicdes improprias
durante a fabricacdo, sao implicadas como a etiologia primaria dos casos de

contaminacao alimentar (Le Loir et al., 2003).

4. Associacao entre Staphylococcus aureus e contaminacao de gados
leiteiros.

Considerada uma doenca multifatorial de grande importancia para a
pecudria de leite, a mastite acarreta sérios prejuizos econdmicos decorrentes
da diminuicdo da secrecao lactea, ou da perda total desta capacidade, além de
representar importante problema de Saude Publica (Jones e Wieneke, 1998). O
leite proveniente de fémeas infectadas apresenta modificagdo em sua
composicao, alterando conseqlientemente suas caracteristicas organolépticas,
fisicas, quimicas e microbioldgicas. Sob o ponto de vista econdmico, a mastite
é a mais importante enfermidade do gado leiteiro, apresentando alta
prevaléncia em todo o mundo, acometendo nao sé os bovinos, como também
0s caprinos, ovinos e bubalinos (Sa et al., 2004; Ferreira et al., 2007).
Agravando o problema, a enfermidade se apresenta também sob a forma
subclinica, sendo esta mais prejudicial pela auséncia de sinais ou sintomas. As
perdas na producao de leite atribuidas a mastite subclinica alcancam de 10 a
26% do total de produgao, de acordo com grau de intensidade do processo
inflamatorio, da prevaléncia da doenca, da patogenicidade do agente infeccioso
e do estagio de lactacdo (Akineden et al., 2001).

Atualmente S. aureus é considerado o principal organismo patogénico,
mais freqlente isolado especialmente de mastite subclinica contagiosa
(Contreras et al., 1999). A doenca é extremamente dificil de ser controlada

apenas por tratamento. O sucesso no controle é conseguido por prevengdo de
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novos focos infecciosos (Jones e Wieneke, 1998). A infeccdo por S. aureus
pode se espalhar para outros animais através das maos e roupas do
ordenhador, aparelhos utilizados na ordenha ou através de insetos,
caracterizando seu aspecto contagioso. A bactéria ao penetrar no canal da teta
produz toxinas que destroem a membrana das células, gerando inflamacao e
recrutamento de leucdcitos para o foco infeccioso que podem diretamente
danificar os tecidos produtores de leite (Freiras et al., 2004). O patdgeno
estabelece microabscessos no interior da glandula, que os protegem do
sistema imune do animal e do tratamento terapéutico (Ferens et al., 1998).

TSST-1 e enterotoxinas freqlientemente tém sido detectadas em diversos
isolados de leite provenientes de gado bovino e bubalino apresentando mastite
(Takeuchi et al., 1998; Akineden et al., 2001), resultando em grandes perdas
econ6micas para os produtores além de colocarem os consumidores em alto
risco, através de intoxicacoes (Balaban e Rasooly, 2000). Dentre estas, tém
maior relevancia nos casos de mastite bovina, as linhagens de S. aureus que
apresentam os genes para as toxinas SEC e TSST-1, pois estas sao as cepas
associadas com severos casos de mastite clinica ou casos que nao respondem
a terapia com antibidticos (Zschock et al., 2004).

SEC produz uma resposta inflamatéria de maior intensidade nas
glandulas mamarias do que TSST-1 (Kuroishi et al., 2003), sendo encontrada
em maior concentracdo na fase de mastite aguda. Nesta fase, o titulo de
anticorpos anti-TSST-1 eram mais altos do que os de anti-SEC. Estes
anticorpos neutralizariam a resposta inflamatéria na glandula mamaria.

A associacdao dos genes sec e tst em linhagens de S. aureus isoladas de
casos de mastite também foi observada na Alemanha havendo, segundo
alguns trabalhos, uma variacdo geografica de linhagens de S. aureus
enterotoxigénicos (Salasia et al., 2004; Larsen et al., 2002).

Alguns autores relataram que isolados de S. aureus provenientes de
secrecoes de glandula mamaria de animais com mastite produziam
predominantemente SEC e TSST-1 (Takeuchi et al., 1998; Kuroishi et al.,
2003).
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Na Alemanha ha relato de predominancia dos genes recentemente
descritos para SEG, SEI e SEJ em isolados de gado com mastite bovina ao lado
de SEC, SED e TSST-1 (Akineden et al., 2001). Na Espanha, o predominio é de
cepas secretando SEB e TSST-1 juntamente com SEC (Fueyo et al., 2005).
Cardoso et al., 1999 estudando animais com mastite bovina no Brasil
relataram a predominancia de SED e TSST-1. Esta variacdao poderia ser
causada por diferencas entre as cepas e fontes de S. aureus (Kenny et al.,
1993). Recentemente no Brasil isolou-se S. aureus secretor de SEC e TSST-1

em bufalas apresentando mastite subclinica (Ferreira et al., 2007).
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