DETECCAO DE ENTEROTOXINAS EM POOLS DE ESTIRPES DE
Staphylococcus aureus ENVOLVIDAS EM CASOS DE MASTITE BOVINA

Luciano Menezes Ferreira'; Luiz Francisco Zafalon?; Viviane de Souza®; Poliana de
Castro Melo®; Maria Izabel Merino de Medeiros®; Antonio Nader Filho*

'Prof. do Curso de Medicina Veterinaria, UNICASTELO, Descalvado-SP; *Pesquisador
EMBRAPA-Pecuéria Sudeste, Sdo Carlos-SP; *Pés-graduanda em Medicina
Veterindria Preventiva, FCAV/Unesp, Jaboticabal-SP; ‘Prof. do Depto. de Medicina
Veterindria Preventiva, FCAV/Unesp, Jaboticabal-SP. E-mail:
ferreira_lm@yahoo.com.br

INTRODUCAO

De acordo com JARRAUD et al. (1999) e AKINEDEN et al. (2001), as estirpes
de S. aureus patogénicos podem produzir enterotoxinas dos tipos A a E ¢ G a J (SEA,
SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI e SEJ), toxinas esfoliativas dos tipos A ¢ B
(ETA, ETB) e toxina da sindrome do choque téxico (TSST-1), que sdo responsaveis por
causar, em humanos, toxinfec¢des alimentares, alergias e até mesmo desordens multi-
sistémicas que podem levar & morte. Nos animais, de acordo com FERENS et al.
(1998), a patogénese no ubere permanece obscura. No entanto, as toxinas
superantlgemcas parecem induzir imunossupressdo em bovinos leiteiros.

O primeiro relato de detecgdo de TSST-1 produzida por staphylococci de origem
animal foi feito por JONES & WIENEKE (1986). Estudos realizados com S. aureus
isolados de casos clinicos € subclinicos de mastite bovina demonstraram que entre 20%
e 77% dos isolados produziram TSST-1 e enterotoxinas estafilocécicas (KENNY et al.,
1993; ICHIKAWA et al,, 1996; TAKEUCHI et al., 1998). Em' tanques' de: expansio,
utilizados para resfriamento e armazenamento de leite, 75,4% das amostras de S. qureus
isoladas demonstraram capacidade de produzir essas toxinas (TAKEUCHI et al., 1998).

Diante do exposto, idealizou-se o presente trabalho com ‘a finalidade de verificar
a ocorréncia de estirpes de S. aureus isoladas de casos de mastite bovina, dos dstios
papilares e dos insufladores ‘da ordenhadeira mecénica, capazes de produzir
enterotoxinas dos tipos A a D e da toxina da sindrome do choque téxico (TSST-1).

MATERIAL E METODOS o _ |

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 Sdo 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 reagcntes ao CMT ¢, tambem dagucles que apresentaram
mastite clinica.

Com as 245 estirpes isoladas e 1dent1ﬁcadas<bloqufmnca’(HOLMBERG, 1973;
HOLT et al., 1994) e genotipicamente (MARTINEAU et al., 1998), foram realizados
pools de acordo com os sitios de isolamento e o momento da colhelta, dlstrlbuldos
durante o periodo de obtengdo. L

Devido a disponibilidade dos anti-soros especificos apenas para as enterotoxinas
dos tipos A a D (SEA, SEB, SEC e SED) ¢ a toxina da sindrome do choque téxico
(TSST-1), estas foram produzidas de acordo com a técnica' de membrana-sobre-agar
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descrita por ROBBINS et al. (1974), a partir da utilizagdo do método de placa de
ens1b111dadc 6t1ma (OSP Optlmum- ensitivity Plate Method)
RESULTADOS E DISCUSSAO
. Para a realizag@io da detecgiio de enterotoxmas de acordo com o método de
membrana-sobre-agar foram realizados, no presente estudo, 38 pools com as 245
estirpes de S. aureus isoladas do leite de casos de mastite, dos stios papilares e dos
insufladores da ordenhadeira mecénica. Na Tabela 1 pode ser observado que, dos 38
pools realizados com as estirpes de S. aureus, 29 (76,3%) foram positivos quanto a
produgdo de enterotoxinas e/ou da toxina da sindrome do choque tdxico.

Pode’ ser:-observado; ainda~na Tabela 1, um niimero menor ‘de pools com
capacidade enterotoxigénica das estirpes isoladas do leite até os insufladores. No
entanto, quando KENNY et al. (1993) estudaram estirpes, e n3o pools, detectaram, em
S. aureus isoladas em casos de mastite bovina, 28,6% de estirpes com capacidade de
produzir enterotoxinas.

Tabela 1 — Distribuicdo dos pools das estirpes de S. aureus submetidas a detecgdo de

. enterotoxinas estafilocécicas de acordo com os sitios de isolamento, Centro
de Bovino de Lelte do Instituto de Zootecnia, Nova Odessa/SP, Ago/2005 a

Dez/2005..

Orlgem R L Total : Positivo %
I:,eite L i 16 : 13 81,2
Ostio NI 13 10 76,9

Insufladores 9 6 66,7
Total 38 29 76,3

A Tabela 2 revela os padrdes enterotoxigenicos encontrados de acordo com os
tipos de enterotoxinas produ21das das_quais a toxina A apresentou a maior prevaléncia
entre os pools estudados, quando considerado de forma particular (75,9%) ou em
conjunto (100,0%). Em contrapartida, os tipos B, C e TSST-1 foram produzidos, em
conjunto com o tipo''A, ‘em 2 (6,9%), 1 (3,4%) e 4 (13,8%) pools analisados,
respectlvamentc

Tabela 2 — Padrdes enterotoxigénicos produzidos pelas estirpes de S. aureus de acordo
com_o numero de pools capazes de produzi-las pelo método de placa de
sensibilidade 6tima (OSP), Centro de Bovino de Leite do Instituto de
Zootecnia, Nova Odessa/SP, Ago/2005 a Dez/2006.

Tipos de Total
Padrio enterotoxinas N° %
1 A 22 75,9
2 AeB 2 6,9
3 AeC 1 3,4
4 A e TSST-1 4 13,8
Total 29 100

Entre as enterotoxinas classicas SEA e SEE e a TSST-1, tem relevancia nos
casos de mastite bovina, as linhagens de S. aureus que apresentam os genes para as
toxinas SEC e TSST-1, pois estas sdo associadas com severos casos de mastite clinica
ou casos que ndo respondem a terapia com antibidticos (ZSCHOCK et al., 2004). Na
Alemanha, a associag@o dos genes sec e st em linhagens de S. aureus isoladas de casos
de mastite bovina também foi observada por SALASIA et al. (2004) havendo, segundo
estes autores, uma variagdo geografica de linhagens de S. aureus enterotoxigénicos. Em
contrapartida, neste estudo, nenhuma estirpe apresentou amplificagdo em conjunto dos
genes sec e tst. O gene da sindrome do choque téxico foi encontrado em associagdo com
o gene seb apenas em uma estirpe, representando 1,7% dos isolados.

CONCLUSAO



Grande parte dos pools realizados com as estirpes de Staphylococcus aureus
isoladas do leite de casos de mastite, dos dstios papilares ¢ dos insufladores da
ordenhadeira mecédnica apresentou capacidade enterotoxigénica. Dentre os pools
realizados com as estirpes de S. aureus envolvidas nos casos de mastite bovina, a toxina
A apresentou a maior prevaléncia, fato este importante se considerado o fato de esta
enterotoxina ser a mais freqiientemente envolvida em casos de intoxicagdes alimentares.
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