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RESUMO 

 

Objetivou-se com este trabalho pesquisar a ocorrência de genes codificadores de 

enterotoxinas estafilocócicas (sea, seb, sec e seg) e do gene da toxina 1 da síndrome do 

choque tóxico (tst) a partir de isolados de Staphylococcus aureus procedentes de casos de 

mastite bovina na microrregião Garanhuns, estado de Pernambuco. Foram analisados 93 

isolados de Staphylococcus aureus obtidos a partir de amostras de leite de vacas com 

mastite clínica e subclínica, provenientes de 17 propriedades localizadas em 11 municípios 

da microrregião Garanhuns, no estado de Pernambuco. Para a caracterização molecular da 

espécie Staphylococcus aureus, foi realizada uma Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

visando a identificação pela presença do gene nuc, assim como para a caracterização 

molecular das Enterotoxinas Estafilocócicas e da toxina da Síndrome do Choque Tóxico. 

Foram identificados os genes específicos sea, seb, sec, seg e tst. Dos 93 isolados 

analisados, observou-se a presença de genes enterotoxigênicos em 20 (21,6%) amostras, 

das quais 11 (55,0%) foram positivas para o gene tst,  sete (35,0%) para o gene sec, duas 

(10,0%) para o gene seg. Dentre os 20 isolados que amplificaram segmentos para a 

presença dos genes sec, seg e tst, 16 (80,0%) foram positivos apenas para um gene e quatro 

(20,0%) foram positivos para dois genes (sec e tst). Das 17 propriedades estudadas, sete 

(41,2%) apresentaram amostras positivas para pelo menos um dos genes sec, seg e tst. Este 

foi o primeiro registro de ocorrência do gene codificador da toxina da síndrome do choque 

tóxico em amostras de leite de vacas com mastite no estado de Pernambuco. Como houve 

uma variação na distribuição dos genes sec, seg e tst nas cepas procedentes de diferentes 

propriedades, pode-se inferir que há uma variação genotípica nas cepas de S. aureus que 

causam mastite bovina. 

 

Palavras-chave: Enterotoxinas, genes, leite 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The objective of this work was to investigate the occurrence of encoding staphylococcal 

enterotoxin (sea, seb, sec and seg) genes and the toxin gene 1 of Toxic Shock Syndrome 

(tst) from Staphylococcus aureus, coming from mastitis cases bovine in the micro region of 

Garanhuns, State of Pernambuco. 93 isolates from Staphylococcus aureus were analyzed, 

which were obtained from milk samples from cows with clinical mastitis and subclinical 

from 17 properties in 11 municipalities of the Micro Region of Garanhuns, State of 

Pernambuco. For the molecular characterization of the species Staphylococcus aureus, one 

of the Polymerase Chain Reaction (PCR) was performed  in order to identify the presence 

of the nuc gene, and to the molecular characterization of enterotoxins, and Staphylococcal 

toxin Toxic Shock Syndrome. Specific genes were identified: sea, seb, sec, seg and tst. 93 

genes were analyzed and we observed the presence of enterotoxigenic  gene in 20 (21.6%) 

samples, of which 11 (55.0%) were positive for tst gene, seven (35.0%) for the sec gene 

two (10.0%) for the seg gene. 20 isolates amplified segments to the presence of the sec,  

seg and tst genes. 16 of these (80.0%) were positive for only one gene, and four (20.0%) 

were positive for both genes (tst and sec). 17 properties were studied, of which seven 

(41.2%) had positive cultures for at least one of the genes sec, seg and tst. This was the 

first hit record of encoding gene of the toxin of toxic shock syndrome in mastitis cows milk 

samples in the state of Pernambuco. Since there was a variation in the distribution of sec, 

seg and tst genes in strains from different property, it can be inferred that there is genotypic 

variation in S. aureus strains that cause bovine mastitis. 

 

Keywords: Enterotoxins, genes, milk 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A mastite, processo inflamatório da glândula mamária, é uma das doenças que 

causam maior impacto para a bovinocultura em termos de perdas econômicas de 

ocorrência mundial (KUMAR et al., 2010). Devido ao envolvimento de vários agentes 

etiológicos, sempre se manteve como um desafio para o médico veterinário (VASHNEY et 

al., 2012).  

A mastite bovina ocasiona prejuízos tais como custos com o diagnóstico, 

medicamentos, mão de obra, descarte de leite, entre outros (SANTOS; TOMAZI; 

GONÇALVES, 2011). Em 2012, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(EMBRAPA) apontou que cerca de 43,6% dos custos da produção estão relacionados à 

sanidade do rebanho e à qualidade do leite, o que é considerado alto em comparação às 

despesas com mão de obra (15,65%), produção e compra de alimento (32,65%) 

(SIQUEIRA; ZOCCA, 2012).  

Staphylococcus aureus é a principal espécie gram-positiva causadora de mastite 

bovina e possui a capacidade de produzir toxinas, que são proteínas provenientes do 

interior da célula do micro-organismo, decorrentes de sua multiplicação e metabolismo, 

tendo como exemplo as enterotoxinas estafilocócicas e a toxina da síndrome do choque 

tóxico, que são classificadas como superantígenos, ou seja, são capazes de estimular uma 

resposta policlonal inespecífica de linfócitos T, além de um aumento na liberação de 

citocinas, causando uma grande supressão do sistema imune adaptativo (XU; 

MCCORMICK, 2012). 

O Staphylococcus aureus é considerado um dos micro-organismos mais 

comumente associado às infecções intramamárias de bovinos que ocorre mundialmente, 

sendo também o agente que frequentemente determina as maiores perdas na pecuária 

leiteira (VASUDEVAN et al., 2003; COSTA, 2008). No Brasil, S. aureus é caracterizado 

como sendo o principal agente causador da mastite bovina, com taxas de isolamento 

variáveis entre 8,3% e 49,2% (COSTA, 2008). 
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As entetotoxinas são responsáveis por alguns tipos de infecções em humanos e 

animais, além de causar intoxicações alimentares. Com a função de inibir o sistema 

imunológico do hospedeiro, acaba contribuindo com o desenvolvimento da patogênese da 

mastite (ARGUDÍN, MENDOZA, RODICIO, 2010). A patogenicidade do micro-

organismo está vinculada à produção de fatores de virulência, colaborando, desta forma, 

com a invasão tecidual e com a resistência a determinados antibióticos (KIM et al., 2012). 

Diversos métodos podem detectar as toxinas estafilocócicas, tais como: ensaio 

imunoenzimático (ELISA), imunodifusão, radioimunoensaio e aglutinação em látex, que 

são métodos com sensibilidade e especificidade limitados à obtenção de quantidades 

detectáveis de toxinas e podem variar significativamente com a pureza dos reagentes 

(ISMAIL; DICKINSON, 2010). 

Métodos baseados na amplificação de DNA como a Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) podem demonstrar a presença de linhagens de S. aureus toxigênicas 

antes da expressão das toxinas, com base nas sequências específicas dos genes e dessa 

forma detectarem a fonte potencial de infecção (HOLECKOVÁ et al., 2002). 

O município de Garanhuns é conhecido como a Bacia Leiteira do Estado de 

Pernambuco, pois detém uma produção artesanal, semiartesanal e industrial de laticínios, 

sendo de grande importância para a economia do Agreste Meridional do Estado. Desta 

forma, identificar a ocorrência de enterotoxinas em isolados de S. aureus procedentes de 

vacas com mastite é de fundamental importância para a região, uma vez que o 

conhecimento dos fatores de virulência de S. aureus fornece informações importantes para 

o estabelecimento de estratégias efetivas de controle e prevenção da mastite bovina, além 

de auxiliar na prevenção de toxinfecções alimentares. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

Conhecer o perfil genético dos isolados de Staphylococcus aureus com relação aos 

genes toxigênicos na microrregião Garanhuns, estado de Pernambuco. 

 

2.2 Específicos 

 

- Caracterizar fenotipicamente e geneticamente isolados de Staphylococcus aureus; 

- Pesquisar a presença de genes que codificam as enterotoxinas (sea, seb, seceseg), e a 

toxina 1 da síndrome do choque tóxico (tst). 

- Analisar os achados dos isolados codificadores de genes toxigênicos com o tipo de 

diagnóstico de triagem para mastite e número de genes por isolados. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

3.1. Importância e etiologia da mastite bovina 

 

 

A ocorrência de mastite nos rebanhos bovinos determina perdas econômicas 

elevadas, principalmente quando são detectados casos clínicos, ocasionando alterações 

quantitativas e qualitativas no leite (redução em cálcio, fósforo, proteína e gordura, 

aumento em sódio e cloro) e, além disso, o uso indiscriminado de antibiótico no 

tratamentoda mastite é uma preocupação para a indústria de laticínios e para a saúde 

pública (TOZZETTI; BATAIER; ALMEIDA, 2008; SILVA; SILVA; RIBEIRO, 2012). 

Essa enfermidade acarreta aumento nas despesas com assistência veterinária, 

medicamentos e substituição de fêmeas decorrente da redução de sua vida útil pela perda 

da glândula mamária comprometida e consequente desvalorização comercial do animal 

(FREITAS et al., 2005; SANTOS et al., 2007). 

Apesar de a mastite possuir origem plurietiológica, pode ser classificada também 

quanto à sua manifestação clínica, em clínica e subclínica. As duas manifestações podem 

ter como origem o mesmo agente etiológico, mas a mastite clínica é caracterizada pela 

ocorrência de inflamação do úbere, redução na produtividade e alteração na composição do 

leite, perda de apetite e de peso, febre e depressão. Enquanto a mastite subclínica possui 

apenas alterações físico-químicas e microbiológicas no leite, não sendo observados sinais 

clínicos. Pode-se concluir que a mastite bovina é uma doença de difícil diagnóstico, devido 

à sua manifestação ser silenciosa e crônica (ISMAIL; DICKINSON, 2010). 

Diversas espécies de micro-organismos foram identificadas como sendo os agentes 

causadores de mastite bovina. Dentre as mais comumente isoladas estão Staphylococcus 

aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e 

Escherichia coli (HOLTENIUS et al., 2004). 

O principal gênero responsável pelo desenvolvimento de mastite subclínica é o 

Staphylococcus spp. (PYÖRÄLÄ; TAPONEN, 2009). A participação da espécie 

Staphylococcus aureus, um patógeno que pode ser rotineiramente encontrado no leite de 
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bovinos, merece destaque como importante espécie causadora de mastite contagiosa 

(BANDOCH; MELO, 2011).  

S. aureus é capaz de produzir uma imensavariedade de fatores de virulência, que 

podem estar associados à parede bacteriana ou serem secretadose, dentre eles, estão: 

toxinas superantigênicas, enzimas, citotoxinas, exotoxinas e toxinas esfoliativas, cuja 

função principal é transformar os componentes do hospedeiro em nutrientes para o 

crescimento bacteriano. Desta forma, elas acabam contribuindo com a patogenicidade, 

sendo responsáveis pelos sinais clínicos e a severidade de infecções subclínicas e crônicas 

(VASCONCELOS et al., 2011). 

 

3.2. Staphylococcus aureus 

 

 

Bactérias do gênero Staphylococcus pertencem à família Micrococcaceae e 

compreendem diversas espécies e subespécies, possui a capacidade de ter uma distribuição 

universal, vivendo comensalmente na pele e mucosas, especialmente a região naso-

faríngea de mamíferos e aves (ATANASSOVA et al., 2001).  

Apresentam forma de cocos e quando visualizadas ao microscópio, apresentam-se 

isoladas ou agrupadas semelhantes a cachos de uva. São gram positivas, possuindo 

diâmetro que varia entre 0,5 e 1,5mm, são imóveis e não formam esporos. Possui 

metabolismo fermentativo e respiratório, produzindo desta forma, a catalase (VARNAN e 

EVANS, 1991; KLOOS e BANNERMAN, 1999). Essa bactéria não possui exigências 

nutricionais e ambientais específicas, podendo crescer em ambiente com atividade de água 

(Aw) de até 0,86, pH 4,8 e temperatura mínima de 8 a 9 °C (NORMANNO et al., 2005). 

O gênero Staphylococcus pode ser dividido, de acordo com a produção da enzima 

coagulase, em estafilococos coagulase positiva (SCP) e estafilococos coagulase negativa 

(SCN). Os SCP são divididos em quatro espécies principais: Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus intermedius, Staphylococcus hyicus e Staphylococcus delphini. Os SCN 

são subdividos em mais de dez espécies, dentre essasStaphylococcus epidermidis, 

Staphylococcus cohnii, Staphylococcus xylosus e Staphylococcus warneri (EUZEBY, 

2010). A enzima coagulase é produzida na parede celular dos micro-organismos coagulase 

positiva e possui a capacidade de fazer com que o fibrinogênio seja convertido em fibrina, 
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induzindo a coagulação do sangue, mecanismo que funciona como uma forma de evasão 

da imunidade inata, que se caracteriza pela fagocitose realizada pelos polimorfonucleares 

(XU; MCCORMICK, 2012). 

A temperatura de crescimento para S. aureus encontra-se na faixa de7°C a 48,5°C 

(sendo que a temperatura ótima é de 35 a 37°C) e possuem tolerância a concentrações de 

10% a 20% de cloreto de sódio e nitratos (FRAZIER; WESTHOFF, 2000). Possui a 

capacidade de crescer dentro de uma escala compreendida entre os valores de pH 4,0 e  

9,8, com o pH ótimo para crescimento, compreendido entre 6,0 e 7,0 (FRANCO; 

LANDGRAF, 2000). 

A principal defesa do animal e dos seres humanos baseia-se na fagocitose de corpos 

estranhos invasores pelas células polimorfonucleares, como os neutrófilos. Contudo, essa 

defesa é ineficaz para prevenir completamente a infecção porduas razões: deficiência na 

proteção das células hospedeiras e produção de fatores de virulência pelo micro-organismo 

(componentes estruturais, produção de toxinas e enzimas hidrolíticas) (KERRO DEGO; 

DIJK; NEDERBRAGT, 2002; BANKS et al., 2003). Diversos estudos observaram que a 

infecção intramamária causada por S. aureus apresenta uma resposta linfocitária deficiente, 

devendo este fato ocorrer pela produção desses fatores de virulência (PICCININI et al., 

1999; STILES; KRAKAUER, 2005; BOYNUKARA et al., 2008). Vários autores já 

reconhecem a presença desses fatores de virulência e relacionam a produção de diferentes 

enzimas extracelulares e toxinas estafilocócicas (FERRY et al., 2005; 

VANCRAEYNESTE; HERMANS; HAESEBROUCK, 2006; ZECCONIet al., 2006). 

Esse micro-organismo é encontrado comumente associado a infecções adquiridas 

tanto no ambiente doméstico como no ambiente hospitalar (FOSTER, 2009; SINHA; 

FRAUNHOLZ, 2010). O micro-organismo pode sobreviver em tecidos e sangue, sendo 

capaz de provocar infecções de simples resolução até infecções mais graves 

(ROOIJAKKERS; VAN KESSEL; VAN STRIJP, 2005; SANTOS et al., 2007). Essa 

bactéria pode ser isolada de diversos produtos de origem animal, desde carne, leite e 

derivados, até em fontes ambientais, como ar, poeira e água (SNEATH et al., 1986). De 

acordo com RIVAS et al. (2007), cepas de S. aureus isoladas de animais com sinais 

clínicos e animais que não apresentam sinais clínicos são indistinguíveis, o que evidencia 

que o desencadeamento da doença causada pelo patógeno depende do sistema imunológico 

do portador. 
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3.3. Enterotoxinas Estafilocócicas (EE) 

 

 

As enterotoxinas estafilocócicas (EEs) foram inicialmente descritas em 1959 e 

foram definidas como uma série de proteínas extracelulares produzidas primariamente por 

algumas estirpes de S. aureus. Enterotoxinas estafilocócicas são um grupo de toxinas 

resistentes ao tratamento de calor, de pH baixo e enzimas digestivas proteolíticas, como a 

pepsina, possuem baixo peso molecular (cerca de 27-31 kDa), são hidrossolúveis, 

compostas por aminoácidos, estrutura molecular e atividades farmacológicas semelhantes 

entre si, porém com propriedades imunológicas distintas (ATANASSOVA; MEINDL; 

RING, 2001; LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003; ARGUDÍN; MENDOZA; RODICIO, 

2010). 

Sua nomeação ocorre de acordo com as letras do alfabeto e com a ordem 

cronológica de sua descoberta (DINGES et al., 2000). Elas estão relacionadas com casos 

de intoxicação alimentar, devido à ingestão da toxina pré-formada no alimento. Há uma 

estimativa de que 95% dos surtos são ocasionados pelos tipos clássicos das EE (SEA-

SEE), sendo que outros 13 tipos já foram identificados (SEH, SEG, SEI, SEJ, SEK, SEL, 

SEM, SEM, SEO, SEP, SEQ, SER E SEU) (SRINIVASAN et al., 2006; VASCONCELOS 

et al., 2011; LYRA et al., 2013).  

Segundo o Comitê Internacional de Nomenclatura para Superantígenos 

Estafilocócicos (International Nomenclature Committee for Staphylococcal Superantigen 

Nomenclature– INCSSN), somente os superantígenos capazes de induzir êmese após 

administração oral em modelo experimental em primatas pode ser designado EE. Aqueles 

que não provocam êmese ou não foram testados devem ser denominados de proteínas 

semelhantes à enterotoxinas (SEIs), mesmo possuindo homologia e similaridade estrutural 

com as EE (LINA et al., 2004; DERZELLE et al., 2009; SANTANA et al., 2010; 

VASCONCELOS et al., 2011; XU; MCCORMICK, 2012). 

Além da atividade emética, todas as EE e SEls referidas previamente apresentam 

uma característica biológica de pirogenicidade e superantigenicidade, aumentando a 

susceptibilidade do hospedeiro à síndrome do choque tóxico (FUSCO et al., 2011), além de 

possuírem habilidade para provocar êmese e gastroenterite (PINCHUK; BESWICK; 

REYES, 2010). 
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Pesquisas são realizadas no mundo para identificar a ocorrência dessas 

enterotoxinas em casos de mastite, tais como BOYNUKARA et al. (2008), que verificaram 

na Turquia a ocorrência de 23,6% (25/106) de isolados S. aureus procedentes de casos de 

mastite bovina subclínica positivos para o gene sea e que 1,9% (2/106) foi positivo para o 

gene seb. No Irã, RAHIMI e SAFAI (2010) detectaram 31,9% (29/91) de isolados 

positivos para os genes das enterotoxinas clássicas (sea-see). ZSCHÖCKET al. (2000), na 

Alemanha, avaliaram 94 isolados de S. aureus, em que 36,2% (34/94) foram positivos para 

o gene tst; 3,2% (3/94) foram positivos para o gene sea; 2,1% (2/94) para o gene seb; 

23,4% (22/94) para o gene sec e 4,3% (4/94) para o gene sed. 

 

3.4. Toxina 1 da Síndrome do Choque Tóxico (TSST-1) 

 

 

A TSST-1 é codificada pelo gene tst que está presente no cromossomo bacteriano, 

codificando uma proteína formada por um polipeptídio de cadeia única com peso 

molecular igual a 21,9 kDa. Ela possui uma alta porcentagem de aminoácidos 

hidrofóbicos, mas é altamente solúvel em água. A toxina é altamente resistente ao calor e 

proteólise, adquirindo estabilidade sem alterar sua atividade biológica mesmo após 

permanecer uma hora em ebulição ou após exposição prolongada à tripsina (DINGES; 

ORWIN; SCHLIEVERT, 2000). Embora os principais estudos demonstrem a presença de 

tst-1 em isolados de origem humana (TSEN et al., 1998; DEURENBERG et al., 2005), a 

presença deste gene vem sendo comumente verificada em isolados de origem animal e em 

diversos alimentos, incluindo isolados de leite de vacas com mastite, leite cru e carnes e 

derivados (JONES e WIENEKE, 1986; ZSCHOCK et al., 2005; WANG et al., 2009; 

GUNAYDIN et al., 2011). 

No Brasil, o primeiro estudo a detectar a ocorrência da toxina TSST-1 foi realizado 

por CARDOSO, CARMO e SILVA (2000), que avaliaram 127 amostras de S. aureus 

isoladas de casos de mastite de bovinos leiteiros em Minas Gerais, o que representou 

47,2% dos isolados. Em relação à identificação das enterotoxinas em casos de mastite 

bovina, poucos estudos foram conduzidos no país, conforme tabela 1. 
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Tabela 1 – Pesquisa de genes para as enterotoxinas estafilocócicas em isolados de 

Staphylococcus aureus procedentes de amostras de leite bovino realizados no Brasil                                                                                                                                     

Autor/Ano Estado Enterotoxina(Gene) 

Lamaita et al. (2005) MG sea (3,5%), seb (9,3%) 

Chapaval et al. (2006) SP tst (42,2%) 

Freitas et al. (2008) PE seg, seh, sei, sej (80,2%) 

Luz (2008) PE seg, seh, sei,sej (93,6%) 

Ângelo(2010) MG tst (2,3%), sea-see (66,7%) 

Dias et al.(2011) MG sea(60,0%), seb(37,9%),sec(6,9%) 

 

O gene tst-1 está associado com elementos genéticos móveis, como profagos, ilhas 

de patogenicidade de S. aureus e plasmídeo, o que pode gerar uma possível transferência 

do gene para outras bactérias. Outros estudos têm verificado a associação da presença de 

genes para a toxina da síndrome choque tóxica com a presença de genes para as 

enterotoxinas estafilocócicas, o que pode inferir no aumento da patogenicidade destes 

isolados, acarretando em um potencial risco à saúde pública (FUEYO et al., 2005; 

FARAHMAND et al., 2013). 

 

3.5. Detecção de genes de enterotoxinas estafilocócicas pela utilização da Reação 

em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

Nos últimos anos ocorreu um aumento significativo no desenvolvimento de 

metodologias genéticas para a detecção e caracterização de isolados bacterianos 

patogênicos em alimentos. Com a chegada da biologia molecular, estabeleceu-se uma 

alternativa viável em relação aos métodos tradicionais de cultura para o diagnóstico 

microbiano. Dentre algumas vantagens, pode-se destacar o maior poder de tipificação e 

discriminação, maior rapidez, bom limite de detecção, maior sensibilidade, especificidade 

e até mesmo a possibilidade de se trabalhar com bactérias que não são cultiváveis em 

meios de cultura utilizados na rotina (SILVA; GANDRA, 2004). 

Com a Reação em Cadeia da Polimerase, é possível detectar a presença destes 

genes em bactérias pelo uso de primers, que são capazes de detectar de 1 pg de DNA para 

seb e 10 pg para sea, sec e sed, por exemplo, entretanto não significa que haverá expressão 
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gênica nestas bactérias. Além de ser possível detectar genes em amostras com baixa 

concentração de micro-organismos, uma grande vantagem deste método é possuir alta 

sensibilidade e precisão (SANTILIANO et al., 2011). 

A maioria dos estudos que detectam enterotoxinas estafilocócicas em leite bovino 

utiliza o método da PCR (DIAS et al. 2001; KARAHAN; AÇIK; ÇETINKAYA, 2009). 

Uma grande variedade de isolados de S. aureus pode ser testada para a produção de 

enterotoxinas em casos de mastite bovina (LONCAREVIC, MATHISEN, 2004). A busca 

contínua pela identificação de novas EEs e, consequentemente, a necessidade de 

utilizaçãode métodos rápidos têm levado ao desenvolvimento de técnicas para pesquisa de 

um único gene como a PCR-Uniplex (MCLAUCHLIN et al., 2000) bem como a detecção 

simultânea dos genes se, como a PCR-Multiplex (MONDAY; BOHACH, 1999). 

Métodos moleculares, como a PCR, possuem vantagem em relação à capacidade de 

detectar genes que determinam a produção das toxinas estafilocócicas, inclusive a partir de 

alimentos que já passaram por tratamento térmico, em virtude de o DNA permanecer 

inalterado, demonstrando a capacidade de ser potencialmente toxigênica de S. aureus 

(TSEN; CHEN, 1992). 
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OCORRÊNCIA DE GENES CODIFICADORES DE ENTEROTOXINAS 

ESTAFILOCÓCICAS ISOLADAS DE AMOSTRAS DE LEITE DE VACAS 

Resumo: Objetivou-se com este trabalho pesquisar a ocorrência de genes codificadores de 

enterotoxinas estafilocócicas (sea, seb, sec e seg) e do gene da toxina 1 da síndrome do 

choque tóxico (tst) a partir de isolados de Staphylococcus aureus procedentes de casos de 

mastite bovina na microrregião Garanhuns, estado de Pernambuco. Foram analisados 93 

isolados de Staphylococcus aureus obtidos a partir de amostras de leite de vacas com 

mastite clínica e subclínica, provenientes de 17 propriedades localizadas em 11 municípios 

da microrregião Garanhuns, no estado de Pernambuco. Para a caracterização molecular da 

espécie Staphylococcus aureus, foi realizada uma Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

visando a identificação pela presença do gene nuc, assim como para a caracterização 

molecular das Enterotoxinas Estafilocócicas e da toxina da Síndrome do Choque Tóxico. 

Foram identificados os genes específicos sea, seb, sec, seg e tst. Dos 93 isolados 

analisados, observou-se a presença de genes enterotoxigênicos em 20 (21,6%) amostras, 

das quais 11 (55,0%) foram positivas para o gene tst,  sete (35,0%) para o gene sec, duas 

(10,0%) para o gene seg. Dentre os 20 isolados que amplificaram segmentos para a 

presença dos genes sec, seg e tst, 16 (80,0%) foram positivos apenas para um gene e quatro 

(20,0%) foram positivos para dois genes (sec e tst). Das 17 propriedades estudadas, sete 

(41,2%) apresentaram amostras positivas para pelo menos um dos genes sec, seg e tst. Este 

foi o primeiro registro de ocorrência do gene codificador da toxina da síndrome do choque 

tóxico em amostras de leite de vacas com mastite no estado de Pernambuco. Como houve 

uma variação na distribuição dos genes sec, seg e tst nas cepas procedentes de diferentes 

propriedades, pode-se inferir que há uma variação genotípica nas cepas de S. aureus que 

causam mastite bovina. 

 

Palavras-chave: Enterotoxinas, genes, leite 
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Introdução 

 

Staphylococcus aureus é a principal espécie gram-positiva causadora de mastite 

bovina e possui a capacidade de produzir toxinas, que são proteínas provenientes do 

interior da célula do micro-organismo, decorrentes de sua multiplicação e metabolismo, 

tendo como exemplo as enterotoxinas estafilocócicas e a toxina 1 da síndrome do choque 

tóxico, que são classificadas como superantígenos, ou seja, são capazes de estimular uma 

resposta policlonal inespecífica de linfócitos T, além de um aumento na liberação de 

citocinas, causando uma grande supressão do sistema imune adaptativo (Xu; Mccormick, 

2012). 

Enterotoxinas estafilocócicas são um grupo de toxinas resistentes a altas 

temperaturas,  pH baixo e enzimas digestivas proteolíticas, tais como pepsina. Possuem 

baixo peso molecular (cerca de 27-31 kDa), são hidrossolúveis, compostas por 

aminoácidos, estrutura molecular e atividades farmacológicas semelhantes entre si, porém 

com propriedades imunológicas distintas (Atanassova et al., 2001; Le Loir et al., 2003; 

Argudín, et al., 2010). 

Pesquisas são realizadas no mundo para identificar a ocorrência dessas 

enterotoxinas em casos de mastite, tais como: Boynukara et al. (2008), que verificaram na 

Turquia a ocorrência de 23,6% (25/106) de isolados de S. aureus procedentes de casos de 

mastite bovina subclínica positivos para o gene sea e 1,9% (2/106)  para o gene seb. No 

Irã, Rahimi e Safai (2010) detectaram 31,9% (29/91) de isolados positivos para os genes 

das enterotoxinas clássicas (sea-see). Zschöck et al. (2000), na Alemanha, avaliaram 94 

isolados de S. aureus, em que 36,2% (34/94) foram positivos para o gene tst, 3,2% (3/94) 

foram positivos para o gene sea, 2,1% (2/94) para o gene seb, 23,4% (22/94) para o gene 

sec e 4,3% (4/94) para o gene sed. 

No Brasil, o primeiro estudo a detectar a ocorrência da toxina TSST-1 foi realizado 

por Cardoso, Carmo e Silva (2000), que avaliaram 127 amostras de S. aureus isoladas de 

casos de mastite de bovinos leiteiros em Minas Gerais, o que representou 47,2% dos 

isolados. Outros estudos foram conduzidos para determinar a ocorrência das principais 

enterotoxinas em isolados de Staphylococcus spp. obtidos a partir de leite bovino. Lamaita 

et al. (2005) detectaram a ocorrência do gene sea e seb em 3,5% (5/138) e 9,3% (13/138), 

respectivamente, enquanto Dias et al. (2011) detectaram a ocorrência de 60,0% (87/145) 
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para o gene sea; 37,9% (55/145) para o gene seb e 6,9% (10/145) para o gene sec. No 

estado de Pernambuco, Freitas et al. (2008) detectaram os genes seg, seh, sei e sej em 

80,2% (65/81) das amostras analisadas. 

Desta forma, identificar aos genes codificadores de enterotoxinas em isolados de 

Staphylococcus aureus procedentes de vacas com mastite é de fundamental importância 

uma vez que o conhecimento dos fatores de virulência de S. aureus fornece informações 

importantes para o estabelecimento produtor de leite e produtos derivados e podem desta 

maneira utilizar estratégias efetivas de controle e prevenção da mastite bovina, além de 

auxiliar na prevenção de toxinfecções alimentares. 

 

Material e Métodos 

 

Isolados de Staphylococcus aureus 

 

Foram utilizados neste estudo um total de 93 isolados de Staphylococcus aureus 

obtidos de leite de vacas com mastite clínicae subclínica, pertencentes ao banco de culturas 

do Laboratório de Reprodução e Doenças Infecciosas, da Unidade Acadêmica de 

Garanhuns, Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). As cepas bacterianas 

foram obtidas em 17 propriedades distribuídas em 11 municípios da microrregião 

Garanhuns, no período de dezembro de 2009 a janeiro de 2011. Os rebanhos estudados 

eram mantidos em sistema extensivo, semi-intensivo ou intensivo, sendo constituídos por 

animais de diferentes raças, idades e diferentes estágios de lactação.  

 

Recuperação das culturas bacterianas do estoque 

 

Os isolados bacterianos do banco de culturas foram mantidos em frascos de 

polipropileno, contendo 1,0 mL de caldo infusão de cérebro e coração (BHI) (DIFCO), 

com 10% de glicerol. As culturas-estoque estavam armazenadas entre -20 e -80°C e 

estavam identificadas de acordo com a numeração dos animais. A recuperação das cepas 

selecionadas para todas as análises foi realizada pela incubação dos frascos por 24 horas, a 

37°C. Após essa recuperação, as bactérias foram reisoladas em ágar base acrescido de 5% 
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de sangue desfibrinado de ovino, pela técnica de semeadura em estrias por esgotamento, de 

modo a garantir a obtenção de colônias puras. As placas foram incubadas em estufa 

microbiológica, a 37°C por 24 a 48 horas. 

 

 

Isolamento e identificação fenotípica do Staphylococcus aureus 

 

 Para o diagnóstico fenotípico do Staphylococcus aureus, as colônias foram 

identificadas de acordo com as características de crescimento em ágar sangue, produção de 

hemólise e pigmento.  

Para a identificação do gênero, foram verificadas características morfotintoriais das 

colônias pela técnica de Gram, e realizadas provas bioquímicas, como catalase, coagulase e 

DNAse. A fermentação de glicose em anaerobiose, manitol (aerobiose e anaerobiose) e 

produção de acetoína foram realizadas segundo metodologia descrita por Mac Faddin 

(1980). 

 

Extração de DNA 

 

O DNA foi extraído e purificado seguindo adaptações dos protocolos descritos por 

Wadeet al.(2005) e Ausubel et al. (1989). Uma alçada de cultivo foi colocada em 300µl de 

TE (Tris-EDTA) e as amostras foram homogeneizadas posteriormente em vórtex. 

Acrescentou-se 70µl de SDS 10% e novamente homogeneizou-se. Em seguida, foram 

adicionados 100µl de NaCl2 5M e 80µl CTAB/NaCl e incubou-se a 65°C por 20 minutos. 

Logo após, foram acrescidos 700µl de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1) e 

homogeneizou-se por inversão. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 11.750g 

por 5 minutos. Foi transferida a 1ª fase para outro tubo e acrescentados 450µl de 

isopropanol. Os tubos foram invertidos e deixados em gelo por 20 minutos. Após esse 

período, as amostras foram centrifugadas a 11.750g por 15 minutos, desprezando-se o 

sobrenadante, e acrescentados 500µl de etanol 70%. Em seguida, foram centrifugadas a 

11.750g por 10 minutos e novamente desprezado o sobrenadante. As amostras foram 

suspensas em 80µl de TE (pH 8,0) e incubadas a 65°C por 60 minutos. Ao término, foram 

armazenadas a -20°C. 
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Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

Para a caracterização molecular da espécie Staphylococcus aureus foi realizada 

uma PCR para identificar a presença do gene nuc, assim como para a caracterização 

molecular das Enterotoxinas Estafilocócicas e da toxina 1 da Síndrome do Choque Tóxico 

foram pesquisados os genes específicos sea, seb, sec, seg e tst.  

 

Gene nuc 

 

Para a reação foi utilizado um volume de 15µl, em que11µlforam de mix contendo 

2mM de MgCl2; 0,4pmol dos primers (Tabela 1); 0,4mM dos desoxirribonucleotídeos; 

tampão de enzima 1X e 1,5U de Taq DNA polimerase e 4µl do DNA de cada amostra. O 

fragmento possui um tamanho de 279 pb.  

A reação de amplificação do gene nuc foi realizada de acordo com Kateeteet al. 

(2010) com as seguintes modificações: temperatura de desnaturação inicial a 94°C por 5 

minutos, seguida por 37 ciclos, consistindo cada um de 94°C por 1 minuto, hibridação do 

iniciador a 55°C por 30 segundos e extensão a 72°C por 1 minuto, seguidos por uma 

extensão final a 72°C por 7 minutos. 

 

Gene sea 

 

Para a reação foi utilizado um volume de 25µl, em que 17µl foram de mix contendo 

2mM de MgCl2; 0,4pmol dos primers (Tabela 1); 0,4mM dos desoxirribonucleotídeos; 

tampão de enzima 1X e 1,5U de Taq DNA polimerase e 8µl do DNA de cada amostra. O 

fragmento possui um tamanho de 127pb. 

A reação de amplificação do gene sea foi realizada de acordo com Becker et al. 

(1998) com as seguintes modificações: temperatura de desnaturação inicial a 95°C por 5 

minutos, seguida por 38 ciclos, consistindo cada um de 95°C por 1 minuto, hibridação do 

iniciador a 58°C por 1 minuto e extensão a 72°C por 2 minutos, seguidos por uma extensão 

final a 72°C por 10 minutos. 
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Gene seb 

 

Para a reação foi utilizado um volume de 25µl, em que 17µl foram de mix contendo 

2mM de MgCl2; 0,4pmol dos primers (Tabela 1); 0,4mM dos desoxirribonucleotídeos; 

tampão de enzima 1X e 1,5U de Taq DNA polimerase e 8µl do DNA de cada amostra. O 

fragmento possui um tamanho de 164pb.  

A reação de amplificação do gene seb foi realizada de acordo com Mehrotra et al. 

(2000) com as seguintes modificações: temperatura de desnaturação inicial a 94°C por 5 

minutos, seguida por 25 ciclos, consistindo cada um de 94°C por 2 minutos, hibridação do 

iniciador a 57°C por 1 minuto e extensão a 72°C por 1 minuto, seguidos por uma extensão 

final a 72°C por 4 minutos. 

 

Gene sec 

 

Para a reação foi utilizado um volume de 25µl, em que 17µl foram de mix contendo 

2mM de MgCl2; 0,4pmol dos primers (Tabela 1); 0,4mM dos desoxirribonucleotídeos; 

tampão de enzima 1X e 1,5U de Taq DNA polimerase e 8µl do DNA de cada amostra. O 

fragmento possui um tamanho de 271pb.  

A reação de amplificação do gene sec foi realizada de acordo com Becker et al. 

(1998) com as seguintes modificações: temperatura de desnaturação inicial a 95°C por 5 

minutos, seguida por 30 ciclos, consistindo cada um de 95°C por 1 minuto, hibridação do 

iniciador a 55,4°C por 1 minuto e extensão a 72°C por 2 minutos. 

 

Gene seg 

 

Para a reação foi utilizado um volume de 25µl, em que 17µl foram de mix contendo 

2mM de MgCl2; 0,4pmol dos primers (Tabela 1); 0,4mM dos desoxirribonucleotídeos; 

tampão de enzima 1X e 1,5U de Taq DNA polimerase e 8µl do DNA de cada amostra. O 

fragmento possui um tamanho de 328pb.  

A reação de amplificação do gene seg foi realizada de acordo com Monday and 

Bohach (1999), Karahan et al. (2009) com as seguintes modificações: temperatura de 

desnaturação inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos, consistindo cada um de 
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95°C por 1 minuto, hibridação do iniciador a 65,4°C por 1 minuto e extensão a 72°C por 2 

minutos.  

 

Gene tst 

 

Para a reação foi utilizado um volume de 25µl, em que 17µl foram de mix contendo 

2mM de MgCl2; 0,4pmol dos primers (Tabela 1); 0,4mM dos desoxirribonucleotídeos; 

tampão de enzima 1X e 1,5U de Taq DNA polimerase e 8µl do DNA de cada amostra. O 

fragmento possui um tamanho de 445pb.  

A reação de amplificação do gene tst foi realizada de acordo com Becker et al. 

(1998) com as seguintes modificações: temperatura de desnaturação inicial a 95°C por 5 

minutos, seguida por 30 ciclos, consistindo cada um de 95°C por 1 minuto, hibridação do 

iniciador a 55,4°C por 1 minuto e extensão a 72°C por 2 minutos. 

 

Eletroforese 

 

Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,5% 

corado com brometo de etídio (1,0mgmL
-1

), visualizados sob luz ultravioleta e 

documentados em sistema de captura de imagem. Os DNAs de Staphylococcus 

aureus89cTP2FUNED (SEAB) e Staphylococcus aureus FRI 361 (SEC) foram usados 

como controles positivos (Silva et al., 2005). Para os genes tst e seg, foram utilizadas cepas 

de Staphylococcus aureus positivas para esses genes. 

 

Resultados 

 

De acordo com as características fenotípicas e bioquímicas, das 93 cepas 

analisadas, 59 (63,45%) foram identificadas como coagulase positivas e 34 (36,55%) 

foram identificadas como coagulase negativas. Porém, de acordo com a pesquisa do gene 

nuc, todas as 93 cepas foram positivas para este gene, confirmando, desta forma, a 

classificação em Staphylococcus aureus. 
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A ocorrência dos genes toxigênicos nas cepas analisadas encontra-se disposta na 

tabela 2. Constatou-se que as cepas não apresentaram potencial enterotoxigênico em 

relação às enterotoxinas clássicas SEA e SEB. 

Entre os 20 isolados que amplificaram segmentos para a presença dos genes sec, 

seg e tst, 16 (80%) amplificaram apenas para um gene e quatro (20%) amplificaram para 

dois genes, verificando o genótipo (sec + tst) nestes. 

Das 17 propriedades estudadas, sete (41,2%) apresentaram amostras positivas para 

pelo menos um dos genes sec, seg e tst, como observado na Tabela 3. 

De acordo com as informações do banco de culturas das coletas das cepas de S. 

aureus, foi possível estabelecer uma relação entre o tipo de mastite, pelo teste da caneca 

telada e California Mastitis Test (CMT) e a produção da enterotoxina amplificada (tabela 

4).  

Na tabela 5 está disposta a relação entre a produção ou não da enzima coagulase e 

os tipos de enterotoxinas produzidas nos isolados (tabela 5). 

 

Discussão 

 

De acordo com as características fenotípicas e bioquímicas, das 93 cepas estudadas, 

59 (63,45%) foram identificadas como coagulase positivas e 100% foram positivas para o 

gene nuc. Desta forma, sugere-se que apenas os testes fenotípicos como coagulase não são 

capazes de classificar de forma precisa a espécie de Staphylococcus aureus, sendo 

necessária a realização de testes mais sensíveis e específicos, como a PCR. Kalorey et al. 

(2007), visando caracterizar genotipicamente 37 isolados de S. aureus, obtiveram a 

amplificação deste gene em 36 dos isolados, segundo Gandra (2006), este gene é 

específico para detecção desta espécie, assim como Kateete et al. (2010), onde relataram 

que a amplificação do gene nuc tem alta sensibilidade e especificidade, apresentando 

vantagem quando comparado às técnicas fenotípicas. 

Ao analisar a ocorrência de enterotoxinas, observou-se que 21,6% (20/93) das 

amostras possuíam ao menos um dos genes pesquisados. 

Este é o primeiro registro da ocorrência dos genes sec e tst em cepas de S. aureus 

isoladas a partir de casos de mastite bovina no estado de Pernambuco. Em outras regiões 

do país, o gene sec já foi relatado; Sá et al. (2004) avaliaram 209 amostras de leite 
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procedentes de vacas com mastite subclínica por S. aureus, e nove amostras (4,39%) foram 

produtoras de enterotoxinas. A ocorrência observada neste trabalho para os genes sec 

(35,0%) e tst (55,0%) foi superior ao obtido por Lamaita et al. (2005) em Minas Gerais, 

que detectaram 14,4% para o gene sec e 0,7% para o tst em cepas de Staphylococcus 

spp.isoladas de amostras de leite. Já Nader Filho et al. (2007) identificaram a ocorrência 

em 38,9% (sec) e 37,5% (tst) das amostras analisadas. Dias et al. (2011) detectaram a 

ocorrência do gene sec em, 6,9% (10/145) das amostras de S. aureus isoladas de leite 

bovino. A ocorrência destes genes pode ser explicada pelo fato de ter sido utilizado a PCR 

Uniplex, ao contrário de outros autores que fizeram o mesmo estudo na região, pois estes 

utilizaram PCR Multiplex, uma vez que a PCR Uniplex utiliza uma quantidade maior de 

DNA, fazendo com que esta possua uma maior sensibilidade (Rodrigues, 2011). 

No estado de Pernambuco, outros estudos já foram conduzidos com o objetivo de 

detectar a presença dessas toxinas em leite bovino, sendo as amostras negativas para esses 

genes (Freitas et al., 2005; Luz, 2008). A diferença identificada entre este estudo e os 

demais pode estar relacionada com a diversidade genética dos micro-organismos em cada 

região. A presença ou não dos genes sec e tst está associada não somente a quadros de 

mastite bovina clínica, como também em casos de subclínica possuindo importância na 

virulência das amostras de S. aureus, sugerindo estabelecer uma relação entre sua presença 

e a gravidade dos casos de mastite (Sá et al., 2004). 

Em relação ao teste caneca telada e California Mastitis Test (CMT) (Tabela 4), foi 

possível observar que mesmo as amostras sendo negativas para estes testes, foram 

detectadas enterotoxinas em três (15,0%) dessas amostras, o que é possível concluir que as 

enterotoxinas não são só detectadas em casos de mastites, o animal pode não manifestar 

sinais clínicos, mas o micro-organismo presente no leite pode ser capaz de codificar essas 

enterotoxinas. 

O gene seg foi quem apresentou a menor ocorrência (10,0%). Segundo Jarraud et 

al. (2001), a pequena porcentagem de cepas de S. aureus que produzemesse gene pode ser 

explicada por mutações pontuais no próprio gene ou por variações no cluster em que este 

gene está localizado, o que justificaria a menor detecção. Devido à localização desse gene 

ocorrer em elementos genéticos móveis (plasmídeos), o tempo em que esses micro-

organismos estavam estocados no banco de culturas, além da temperatura de 

armazenamento destes isolados, pode-se explicar a baixa ocorrência do gene seg no 
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determinado estudo, uma vez que o micro-organismo não necessita desses elementos para 

sobreviver, sendo normal o seu desaparecimento (Bennett, 2008). 

Ao analisar a associação entre a presença dos genes codificadores, observou-se a 

ocorrência da associação do gene tst com o sec em quatro isolados (20%). Em estudos 

realizados por Akineden et al. (2001) e Stephan et al. (2001), isolados de S. aureus de leite 

de vacas com mastite bovina, foram todos positivos para a presença do gene tst associado 

com o gene sec. A presença do gene tst associado com genes para as enterotoxinas 

estafilocócicas pode indicar a possibilidade do gene estar associado com o aumento da 

patogenicidade dos isolados, bem como com a patogênese da mastite (Karahan et al., 

2009). Estudos mais específicos devem ser realizados para verificar a patogênese e a 

severidade da mastite bovina causada pela associação do gene tst com os demais genes das 

enterotoxinas estafilocócicas.  

No presente estudo, houve uma maior ocorrência de enterotoxinas em isolados 

classificados como SCP (60,0%), enquanto os SCN obtiveram 40,0% da presença de 

enterotoxinas. Segundo Ângelo (2010), das 33 amostras SCP, quatro (12,1%) foram 

positivas para o gene seg, enquanto amostras SCN, apenas uma foi positiva para o gene 

seg, é possível inferir que existe uma relação entre o isolado ser SCP e produtor de 

enterotoxinas. Também se deve dar importância aos isolados SCN produtores de 

enterotoxinas, pois estes já foram comprovados como causadores de surtos de intoxicação 

alimentar. Pimentel et al. (2002) constataram que 41,3% dos pools de amostras de SCN 

eram enterotoxigênicas. Guimarães (2011) detectou 66,4% de amostras SCN provenientes 

de casos de mastite bovina positivas para enterotoxinas estafilocócicas. 

A não ocorrência dos genes sea e seb foi semelhante ao resultado obtido no estudo 

realizado por Freitas et al. (2005) e Luz (2008) na mesma região. Resultado semelhante 

ocorreu no Japão com Omoe et al. (2002), sendo possível observar que em 21 isolados de 

leite de vacas com mastite não foi observada a presença dos genes para as toxinas 

clássicas. Segundo Silva, Carmo e Silva (2005), isolados de S. aureus de origem humana 

são capazes de codificar genes do tipo sea e seb, enquanto os de origem animal codificam 

sec e sed. Portanto, a ausência dos genes sea e seb pode ser explicada devido ao fato de 

ocorrer uma distribuição regional na prevalência de algumas enterotoxinas estafilocócicas 

e seus genes, indicando uma grande diversidade destas cepas, além de que estas cepas 

provavelmente possuem origem animal. 
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A presença dos genes sec, seg e tst neste estudo indica uma distribuição regional 

dos isolados de Staphylococcus aureus a partir de amostras de leite de vacas com mastite 

subclínica provenientes de municípios da microrregião Garanhuns. Os perfis dos genes 

para as EEs parecem ser variáveis entre asorigens geográficas. Essa diferença pode ser 

resultado de adaptações do hospedeiro de S. aureusnas diferentes espécies animais (Hwang 

et al., 2007). 

O fato de o leite ser um excelente substrato para a proliferação de micro-

organismos, a temperatura da glândula mamária bovina é essencial para que ocorra a 

produção das enterotoxinas e, por isto, podem ser encontradas facilmente no leite bovino 

(Nader Filho et al., 2007). Apenas a detecção dos genes toxigênicos em S. aureus não 

implica que estes isolados produzam EEs em nível suficiente para causar quadros de 

toxinfecção alimentar ou outras doenças associadas às enterotoxinas. Existem também os 

fatores ambientais (pH, atividade de água, entre outros) que podem desencadear o 

desenvolvimento da toxinfecção (Chiang et al.,2008). 

 Estudos que especifiquem o perfil molecular de agentes causadores de mastite 

bovina, bem como a distribuição destessão necessários, além de trabalhos quedeterminem 

as quantidades de toxinas em isolados de S. aureus portadores destes genes que sejam 

suficientes para causar a doença no humano (Dias et al., 2011). 

 

Conclusão 

 

Este foi o primeiro registro da ocorrência de genes codificadores da enterotoxina 

SEC e da toxina 1 da síndrome do choque tóxico (TSST-1) em amostras de leite de vacas 

no estado de Pernambuco. Existe uma distribuição regional na prevalência dos genes sec, 

seg e tst, o que indica uma dispersão dos isolados de S. aureus em áreas geográficas 

específicas na microrregião Garanhuns. 

Deve-se dar importância à presença de genes codificadores de enterotoxinas 

estafilocócicas em leite de vaca, uma vez que esta acaba representando um potencial fator 

de risco para a saúde pública, sendo importante evitar também o consumo de leite cru e ter 

uma maior atenção em relação à higiene do seu processamento. 
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Tabela 1 - Iniciadores utilizados para a amplificação dos genes estudados 

Gene Primer Sequência (5´-3´) 
Fragmento 

amplificado 
Referência 

nuc 

nuc F GCGATTGATGGTGATACGGTT 

279pb Kateeteet al. (2010) 

nuc R 

 

AGCCAAGCCTTGACGAACTAAA 

GC 

sea 

SEA3 CCTTTGGAAACGGTTAAAACG 

127pb Becker et al. (1998) 

SEA4 TCTGAACCTTCCCATCAAAAAC 

seb 

SEB-1 GTATGGTGGTGTAACTGAGC 

164pb Mehrotraet al. (2000) 

SEB-2 CCAAATAGTGACGAGTTAGG 

sec 

SEC3 CTCAAGAACTAGACATAAAAGCTAGG 

271pb Becker et al. (1998) 

SEC4 TCAAAATCGGATTAACATTATCC 

seg 

SEG-1 CGTCTCCACCTGTTGAAGG 

328pb 

Monday e 

Bohach(1999),Karahan 

et al.(2009) SEG-2 CCAAGTGATTGTCTATTGTCG 

tst 

TST3 AAGCCCTTTGTTGCTTGCG 

445pb Becker et al. (1998) 

TST6 ATCGAACTTTGGCCCATACTT T 
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Tabela 2 -Pesquisa de genes toxigênicos em cepas de Staphylococcus aureus procedentes 

de amostras de leite de vacas com mastite clínica e subclínica na microrregião Garanhuns, 

estado de Pernambuco 

Genes Quantidade de amostras 

positivas 

Valor Relativo (%) 

sea - - 

seb - - 

sec 7 35,0 

seg 2 10,0 

tst 11 55,0 

Total 20 100,0 
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Tabela 3. Presença dos genes sec, seg e tst em cepas de Staphylococcus aureus 

procedentes de amostras de leite em propriedades da microrregião Garanhuns, estado de 

Pernambuco                                                                                                                           

Propriedades 
Amostras sec 

positivas 

Amostras seg 

positivas 

Amostras tst 

positivas 

P2 (n=8) 

P6 (n=4) 

P13 (n=9) 

P14 (n=8) 

P15 (n=6) 

P16 (n=7) 

P17 (n=22) 

- 

1 (25,0%) 

3 (33,0%) 

- 

- 

2 (28,0%) 

1 (45,0%) 

2 (25,0%) 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

2 (22,0%) 

2 (25,0%) 

2 (33,0%) 

4 (57,0%) 

1 (45,0%) 

Total 7 2 11 
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Tabela 4: Comparação dos resultados do teste da caneca telada e California Mastitis Test 

(CMT) com a ocorrência dos tipos de genes codificadores de enterotoxinas estafilocócicas 

amplificados 

Mastite sea seb sec seg tst 

Negativo - - 1 2 - 

Clínica - - - - - 

Subclínica (+) - - - - 2 

Subclínica (++) - - 3 - 4 

Subclínica (+++) - - 3 - 5 

Total - - 7 2 11 
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Tabela 5: Associação entre a produção ou não da enzima coagulase em relação ao tipo de 

enterotoxina estafilocócica produzida a partir de isolados de Staphylococcus aureus 

Coagulase Gene sec Gene seg Gene tst Valor Relativo 

(%) 

Positiva 5 0 7 60,0 

Negativa 2 2 4 40,0 

Total 7 2 11 100,0 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 Este foi o primeiro registro da ocorrência de genes codificadores da enterotoxina 

SEC e da toxina da síndrome do choque tóxico (TSST-1) em amostras de leite de 

vacas com mastite subclínica no estado de Pernambuco. 

 

 Em relação à distribuição dos genes sec, seg e tst, é possível concluir que existe 

uma distribuição regional na prevalência dessas enterotoxinas e seus genes, 

indicando uma dispersão dos isolados de S. aureus em áreas geográficas específicas 

na microrregião Garanhuns. 

 

 A importância da presença de genes codificadores de enterotoxinas estafilocócicas 

em leite de vaca deve ser ressaltada uma vez que esta acaba representando um 

potencial fator de risco para a saúde pública, sendo importante evitar também o 

consumo de leite cru e ter uma maior atenção em relação à higiene do seu 

processamento. 
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