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INTRODUCAO

A mastite bovina por Staphylococcus. aureus constitui importante problema de
Saude Publica e com grande repercussao econdomica (SCHALM et al., 1971). Outro fato
importante e que deve ser considerado em relagdo aos S. aureus ¢ quanto a capacidade
de produzir enterotoxinas termoestaveis que estes microrganismos apresentam. Podem
ser responsaveis pela morte do animal e demonstram, também, importincia na
microbiologia de alimentos como agente de intoxicagdes alimentares devido a ingestao
de enterotoxinas e servem como indicadores higiénico-sanitarios na industria
alimenticia, visto que o manipulador de alimentos € a principal fonte de transmissao.
GILETTO & FYFFE (1998) relataram que as intoxicagdes estafilococicas afetam 1,2
milhdes de pessoas anualmente, o que resulta em perda econdmica de 1,5 bilhdes de
dolares.

Tendo em vista que as toxinas podem ser excretadas no leite e permanecer
estaveis nos produtos oferecidos ao consumo humano, as infecgdes intramamadrias
causadas por S. aureus apresentam implicagdes importantes em Satde Publica. O risco
¢ aumentado principalmente ao se considerar que esse patdogeno ¢ o que apresenta maior
prevaléncia nos casos de mastite de rebanhos leiteiros e que apresenta estirpes com
elevado potencial toxigénico (FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004).

Diante do exposto, idealizou-se o presente trabalho com a finalidade de
investigar a presenca dos genes das enterotoxinas estafilococicas dos tipos A a D e da
toxina da sindrome do choque toxico (#st), por meio da amplificacao de suas seqii€éncias
codificadoras pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), em estirpes de S.
aureus isoladas de casos de mastite bovina.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de agosto de 2005 a dezembro de 2006 todas as vacas
lactantes, aparentemente sadias, de uma propriedade rural produtora de leite tipo B
pertencente ao Centro de Bovinos de Leite do Instituto de Zootecnia de Nova Odessa,
Estado de Sao Paulo, foram mensalmente submetidas a prova do California Mastitis
Test (CMT). Foram colhidas, de acordo com os procedimentos recomendados pelo
National Mastitis Council (HARMON et al., 1990), em tubos de ensaio esterilizados,
amostras de leite dos quartos reagentes ao CMT e, também, daqueles que apresentaram
mastite clinica.

Para a identificacdo bioquimica foram seguidos os protocolos d¢ HOLMBERG
(1973) e HOLT et al. (1994). Em seguida, a extragdo do DNA bacteriano foi realizada
no Laboratorio de Anélises Microbioldgicas de Alimentos de Origem Animal e Agua,
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducao Animal, FCAV, Unesp



— Campus de Jaboticabal — SP. Foi utilizado o Kit GFX Genomic Blood®, que contém
o protocolo de extragdo de DNA para bactérias Gram positivas. Posteriormente, a
confirmacdo molecular dos isolados de S. aureus foi realizada de acordo com o
protocolo descrito por MARTINEAU et al. (1998).

Foram utilizados os DNAs extraidos e armazenados a — 20 °C das estirpes de S.
aureus isoladas do leite de vacas com mastite para a amplificagdo dos genes das
enterotoxinas dos tipos A a D (sea, seb, sec e sed) e da toxina TSST-1 (zs¢), por meio da
amplificacao de suas seqiiéncias codificadoras pela Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), segundo o protocolo estabelecido por CUNHA et al. (2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas do leite de vacas com mastite 150 estirpes caracterizadas
bioquimica e genotipicamente como pertencentes a espécie S. aureus. Observa-se na
Tabela 1 que foram isoladas 28 (18,7%) estirpes de S. aureus que apresentaram
amplificacdo de pelo menos um gene, seja das enterotoxinas dos tipos A a D, ou da
Toxina da Sindrome do Choque Toxico. Dentre essas, verifica-se a prevaléncia dos
genes sea de forma particular em 15 (53,6%) estirpes que apresentaram a amplificacio
de pelo menos um gene, as quais corresponderam a 10,0% do total das estirpes de S.
aureus isoladas. Nota-se, ainda, que os genes fst, seb e sec aparecem na seqiiéncia da
ordem de importancia casuistica, cujas freqiiéncias de isolamentos foram de 14,3%,
10,7% e 10,7%, respectivamente.
Tabela 1 - Distribuicdo das estirpes de Staphylococcus aureus com respectivos sitios de

isolamento de acordo com a amplificacdo de pelo menos um dos genes
estudados (sNea, seb, sec, sed e tst), Centro de Bovino de Leite do Instituto de

Zootecnia, Nova Odessa/SP, Ago/ZOOS a Dez/2006.
Perfil Tipos de genes Leite
amplificados n %

1 sea 15 53,6
2 seb 3 10,7
3 sec 3 10,7
4 sed 1 3,6
5 tst 4 14,3
6 sea + sed 1 3,6
7 seb + tst 1 3,6

Total - 28 100

Resultado um pouco superior foi encontrado por ZSCHOCK et al. (2000), em
estudo realizado com 94 estirpes de S. aureus isoladas de casos de mastite durante dois
anos, no qual foi encontrada a presenca de pelo menos um gene em 36,2% (34) das
estirpes estudadas. No entanto, ndo foram encontrados dados cientificos que
apresentassem proximidade de valores referentes ao gene sea de origem bovina. Esses
mesmos pesquisadores identificaram a presenca de apenas 3 (3,2%) estirpes com o gene
sea. SCHERRER et al. (2004) verificaram, em leite de cabras obtido de tanques de
expansao, a presenga deste gene em 28 (14,6%) estirpes de S. aureus.

Em contrapartida, no que se refere ao gene sec, ZSCHOCK et al. (2000)
encontraram 64,7% (22) de presenga, seguidos pelos genes tst, sed e seb, com 55,9%
(19), 11,7% (4) e 5,9% (2), respectivamente. No entanto, como mostra a Tabela 1,
neste trabalho o gene #st foi o segundo com maior prevaléncia (14,3%), seguido pelos
genes seb e sec, ambos com 10,7%.

A simples presenca de genes enterotoxigénicos ndo indica, necessariamente, a
capacidade do microrganismo de produzir toxina biologicamente ativa suficiente para



induzir manifestagdes clinicas (MCLAUCHLIN et al., 2000). No entanto, o simples fato
de uma estirpe conter um ou mais genes enterotoxigénicos deve ser significante, pois
pode oferecer risco a Saude Publica caso encontre condigdes favoraveis a producgdo de
enterotoxinas.

CONCLUSAO

Depreende-se que os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram a
identificacao de genes das enterotoxinas dos tipos A, B, C e D e da toxina da sindrome
do choque téxico nas estirpes de S. aureus isoladas do leite, o que evidencia o risco
potencial que este produto contaminado pode representar a Satde Publica. E, ainda, que
a ocorréncia do gene sea representa motivo de enorme preocupacgdo, principalmente se
considerado o fato de esta enterotoxina ser a mais freqiientemente envolvida em casos
de intoxicacdes alimentares.
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