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AVALIACAO DA PRESENGA DE GENES PARA ENTEROTOXINAS, PELA TECNICA DE

PCR MULTIPLEX, EM STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLADOS DE MASTITE BOVINA NA

ZONA DA MATA MINEIRA
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uma vez gque em pequenas quantidades ja sdo
capuzes de causar intoxicagdo, inclusive o obito
(Boerema, 20006 Carmo e afl., 2002: Srinivasan
¢l al., 2000)

Cinco classes de enterotoxinas deno-
minadas clissicas sfo atualmente conhecidus
(SEA, SEB, SEC, SED ¢ SEE), no entanto nov:
enterotoxinas wm sido reconhecidas ao longo
dos dUltimos anos, inclumdo SEG, SEH, SEIK, SEI,
Skl SEL, SEM, SEN ¢ SEO

A téenica de PCR (Reacgdo em Cadera de
Polimerase) permite identlicagio

rapida ¢
acurada dos genes dessas enterotoxinas. Estudos

relatando a produgdo das enterotoxinas clissicas
produzidas por S, awrens isolados de mastite vem
sendo realizados, porém poucos sdo os trabalhos
que relatam a presenca de genes para a producio
das enterotoxinas novas. Além disso, a maior
parte dos estudos tem priorizado as ente-
rotoxinas produzidas por § aureus isolados de
amostras clinicas humanas e poucos estudos 1ém
direcionado pura os isolados de amostras ¢linicas
animais ¢ abmentares (Boerema, 20006, da Silva
et al,, 2005). O objetivo deste trabalho Tor avaliar
a presenga de genes que codificam enterotoxinas
classicas ¢ novas enterotoxinas, pela téenica
PCR multiplex, que avalia simultaneamente a
presenga de mms de um gene.

MATERIAL E METODOS

Cinglienta estirpes de Staphylococcns
anrens isoladas de mastite ¢linica bovina
pertencentes ao Banco de Culturas da Embrapa
Gado de Lene, Juiz de Fora-MG, foram avaliadas
para a producdo de enterotoxinas clissicas ¢ as
novas enterotoxinas, além da avaliagdo da
presenga do ogene femA puara a confirmacido
molecular de que todas as amostras eram
realmente N, aureus. Para 1sso utilizou-se¢ a
técnica de PCR multiplex. Os isolados pertenciam
a dez propricdades localizadas na Zona da Mata
Mineira. sendo aproximadamente ¢inco isolados
por propriedade,

A ativagao desses microrganismos [oi
realizada por téenicas microbiologicuas tra-
dictonais, onde inicialmente os isolados foram
inoculados em dgar sangue contendo 3% de sangue
de carneiro destribinado ¢ incubados por 24-48
horas. Apos esse periodo, procedeu-se o extragio
de DNA das culturas puras de S, anrens, segundo
Chen er al. (2001). Culturas inoculadus em 3,0
mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion),
incubadas a 35°C durante 24 horas loram
utilizadas para a preparagdo do DNA

As reagdes lforam conduzidas como jé

descrito por Arcuri e al. (2006): para o genc

SemAL foram utilizados os primery descrilos pi
Mchratra er al. (2000) para o gene sedy Toram
utilizados os primers descritos por Cremonesi o
al. (2003) ¢ parva os demuis genes (sea a vef)
foram utilizados os primers deserntos por Rosec
e Grraud (2002). Cada amphilicagio for conduzids
em oum volume de 30p! contendo TN PCR bulfor
2mM de cada ANTP 1S mN de MaCl, 2,0 1 de
enzima Ampliteg DNA polimerase.s 40 pmol de
cada primer para femA ¢ seb, 20 pmal de cada
primer para o8 demais genes (vea, see, sed, vee,
se, seh, sel ¢oxel) 100 ne de DNA bacteriano ¢
dgua MITHQ pura completar o volume de S0pl A
ampliticagcdo do DNA o Ferta unilizanda-se
cineo reagodes, cada uma com dors pares de
primers {(seg ¢ femN, sele ¢ osel, seb e osel, sea e
\[‘(l‘ CoSee e N

Amuostras de gendtipo canheendo (padrio
foram utilizadas como controles POSILIVOS pury
os diferentes genes de enteratovinas

Todas as amplificagdes foram feitas em
termociclador GeneAmpQ PCR System 9700
(Applied Biosystems) programado para um ciclo

micial a 94°C por 3 minutos, scgwdo de 33 ciclos
(desnaturagdo a 94°C/30seu, - anclamenta a
37°C/30 seg. - extensdo o 72°C/30s¢e. ). com o

lermino da reagdo a 72°C/ 10mimutos
Os produtos resultantes da amplificagao

foram analisados em eletrolorese em gel de

agarose (1R%). apos coluragdio com hrometo
de etidio. Os geéis loram Totogratados sob luy
ultravioleta em lotodocumentador agle e

Stratagene Co.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras foram rdentifeadas
como S qurcis, umia ver que lodas clas apre-
sentaram o genc femA

Dentre as 50 estirpes avaliadus pury o
presenga dos genes de enterotoxinas (Tabels 1),
nove (18%) Toram positivas para pelo menos um
gene. Dessas nove estirpes. quatro (K%) lforam
POSILIVAS apenas pura seg, uma (2) upenas para
)
foram positivas para Jois genes simultancamente,

selt ¢ uma outra (29) apenas para ser, Trés (o

sendo duns (4%) para seg ¢ sed, ouma (2%) para
veft ¢ sel. Nenhum gene de enterotoxima clissicu
(sea-sed) for wdentilcado, resultados semelhantes
foram obtidos por Srimivasan ¢ al. (2000). guc
tambem ndo obuverany resullados positivos pary
O3 ECNCS Seu, . ¢ ¢ see

fIm relagdo ao gene sew, os resultados deste
estudo (12% de estirpes posilivs) assemelham-
se aos relatados por Zschocek er al. (2005), que
encontraram 11.53% de 5. aurens isolados de

Mastile postlivos para scy
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Tabela 1 - Detecgdo de genes de enferotoxinas
cm 50 Staphylococcus daureus
isolados de mastite bovina, por PCR.

Genes de enterotoxinas  Namero de estirpes

estalilococicas positivas ( %)

s¢ positivas 9 (18%)
Apenas seg 4 (8%)
Apenas seh 1 (2%)
Apenas sei 1 (2%)
Apenas sel 0 (0%)
seg e sei 2 (4%)
selt e sel 1 (2%)

Genes de enterotoxinas
classicas (sea, seb, sec, 0 (0%)

sed ¢ see)

Estudos anteriores revelaram a intensa
variagio geogrifica de genes de enterotoxinas
presentes em S, aureus isolados de mastite
bovina (Stephan ez al.. 2001). A analise de
estirpes isoladas apenas de propriedades
localizadas na Zona da Mata Mingira pode
explicar o lato nenhum gene de enterotoxina
classica ter sido identificado no presente trabalho,
embora estudos anteriores tenham revelado a
presenca destes genes em S qureus de mastite
bovina (da Silvaer el ,2005).

Os resultados enfatizam a necessidade de
estudos mais amplos sobre a presenga ¢ a
expressio dos genes de enterotoxinas, princi-
palmente se lor levada em conta o grande
problema de §. auwreuns nos rebanhos bovinos
brasileiras ¢ a natureza lermoestavel das toxinas
produzidas, fatores que contribuem para o
aumentlo dos riscos de intoxicag@o alimentar.

CONCLUSAQO

Neste estudo os resultados revelam a
presenga de genes parg as novas enterotoxinas
em S, anrens isolados de mastite bovina.
Observou-se a presenga de mais de um gene para
um mesmo isolado de §. awrens. Os resultados
indicam a necessidade de se ampliar os estudos
para as novas cnterotoxinas presentes em S,
aureus isolados de mastite bovina abrangendo
wma maior area geogralica no Brasil.
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ABSTRACT

The bovine mastitis is the principal cause
of ecconomic and technological loss worldwide.
Mastitis is caused by a great variety of
microrganisms, being Staphylococeus aureus the
prevalent. Some S, auwrews can produce
enterotoxins (SE) and cause acute gastroenteritis,
even death. This study aimed to evaluate the
presence of the classic and new staphylococcal
enlerotoxin genes (sea, seb, see, sed, see, seg,
seh, sei and sel) and the presence of the femA
gene in 50 S aurcus isolated from bovine
mastitis, by multiplex PCR. It was verified that
all the strains had the femA gene, identifying
them as S. aureus. Nine strains presented one
ar more new enterotoxin gene. But, the classic
enterotoxin genes (seq-see) were not present in
any strain. The presence of the new
staphylococcal enterotoxin genes indicate the
enterotoxigenic potential of the S. aureus
strains analyzed and the necessity to extend the
studies of the presence and expression of the
enterotoxin genes.

Keywords: Staphylococcus aureus,
mastitis, Staphylococcal enterotoxins, multiplex
PCR
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DETERMINAGAO DE RESIDUOS ANTIBIOTICOS EM LEITES PASTEURIZADO TIPO “C" E
ESTERILIZADO, COMERCIALIZADO NA CIDADE DE SALVADOR-BA

Determination of antibiotic residues in milk pasteurizado” C “and esterilizado type",
commercialized in the city of Salvador-Ba
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RESUMO

FFoi avaliado a presenca de residuos de antibioticos em 42 amostras de leite sendo 24
amostras de leite UHT de oito marcas comerciais e 18 amostras e leite pasteurizado
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