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Resumo
Avaliou-se a presença do gene (tst-1) para Toxina da Síndrome do Choque Tóxico-1 (TSST-1), utilizando-se a técnica de Reação 
em Cadeia da Polimerase (PCR) em um total de 264 Staphylococcus spp. isolados de leite. Desses, 221 eram Staphylococcus 
aureus, 33 Staphylococcus coagulase negativo (SCN) e 10 Staphylococcus coagulase positivo (SCP). As amostras eram oriundas 
de vacas com mastite (n=96) e de leite cru refrigerado (n=168), coletadas de 46 e 22 propriedades, respectivamente. As amostras 
foram coletadas de rebanhos localizados em diferentes regiões dos Estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro. Observou-se 
produto de amplificação (250 pares de base-pb) na reação de PCR para tst-1 em sete amostras (2,6%), sendo todas as estirpes 
identificadas como Staphylococcus aureus isoladas de leite cru refrigerado. Embora a detecção do gene não indique a produção 
da toxina, o monitoramento de estirpes bacterianas potencialmente produtoras torna-se importante como forma de realizar um 
levantamento epidemiológico e controle dos rebanhos leiteiros brasileiros, uma vez que esse gene está associado aos elementos 
genéticos móveis, representando um risco à possível transferência horizontal de genes para outras bactérias. Além disso, a presença 
desses genes tem sido associada à presença de genes para enterotoxinas estafilocócicas, o que pode implicar o aumento da 
patogenicidade dos isolados bacterianos e um potencial risco à saúde pública.
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Abstract
Was evaluated the presence of the gene (tst -1) for toxic shock syndrome toxin - 1 (TSST -1), using the technique of Polymerase 
Chain Reaction (PCR) on a total of 264 Staphylococcus spp. isolated from milk. Of these, 221 were Staphylococcus aureus, 33 
Staphylococcus coagulase negative (SCN) and 10 Staphylococcus coagulase positive (SCP). The samples were from cows with 
mastitis (n=96) and refrigerated raw milk (n=168), collected from 46 and 22 dairy herds, respectively.  Samples were collected 
from herds located in different regions of Minas Gerais and Rio de Janeiro States. Was observed PCR amplification of the tst-1 
gene (250 base pairs-bp) in seven (2.6 %) samples, and all strains of Staphylococcus aureus isolated from refrigerated raw milk. 
Although its detection in isolated does not mean that it will be expressed, monitoring of bacterial strains producing potentially 
becomes important as performing an epidemiological survey and control of Brazilian dairy herds, since this gene is associated 
with mobile genetic elements, representing a risk to possible horizontal gene transfer to other bacteria. Furthermore, the presence 
of these genes have been associated with the presence of genes for enterotoxins, which may result in increased pathogenicity of 
the isolates and a potential risk to public health.
Keywords: Staphylococcus spp., toxic shock syndrome, tst-1, PCR.

Introdução
Staphylococcus spp. é um micro-organismo potencialmente 
produtor de uma variedade de fatores de virulência que 
contribuem para sua patogenicidade e persistência. Dentre 
esses fatores, destaca-se Toxina da Síndrome do Choque Tóxico 
(TSST-1), uma proteína altamente resistente às proteases e 
desnaturação térmica. Codificada pelo gene tst-1, a TSST-1 
de Staphylococcus tem sido reconhecida como a principal 

causa da síndrome do choque tóxico, caracterizada por febre, 
hipotensão e morte em humanos (Zschock et al., 2000; Dinges 
et al., 2000; Stiles et al., 2005; Hale et al., 2006). Embora os 
principais trabalhos demonstrem a presença de tst-1 em isolados 
humanos (Tsen et al., 1998; Deurenberg et al., 2005), a presença 
desse gene vem sendo verificada também em isolados animais 
e 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).
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O tst-1 está associado com elementos genéticos móveis, como 
profagos, ilhas de patogenicidade de S. aureus e plasmídeo, 
acarretando em possível transferência do gene para outras 
bactérias. Além disso, tem sido verificada associação da 
presença de genes para a toxina da síndrome choque tóxico 
e a presença de genes para as enterotoxinas estafilocócicas 
que pode implicar no aumento da patogenicidade dos isolados 
bacterianos e um potencial risco à saúde pública (FUEYO et al., 
2005; FARAHMAND et al., 2013).
Devido à importância de espécies de Staphylococcus que 
apresentem tst-1 no leite e o potencial risco à saúde pública, este 
trabalho se propôs a detectar o gene que expressa a TSST-1 
em Staphylococcus spp. isolados de leite de vacas. 

Material e métodos
Foi avaliado um total de 264 estirpes de Staphylococcus 
spp. isolado de leite de vacas com mastite (n=168) e de leite 
cru refrigerado (n=96).  Estudos morfológicos, bioquímicos 
e moleculares prévios demonstraram que desse total, 221 
eram Staphylococcus aureus, 33 Staphylococcus coagulase 
negativo (SCN) e 10 Staphylococcus coagulase positivo (SCP). 
A identificação morfológica e bioquímica dos isolados consistiu 
em análises de coloração de Gram, produção de catalase, 
acetoína e produção de coagulase em plasma de coelho. 
Foram classificados como S. aureus os micro-organismos 
que apresentaram forma cocos, reação positiva na coloração 
de Gram, reação positiva no teste de catalase, acetoína e 
coagualse. Estirpes com essas mesmas características, porém 
negativas para a produção de acetoína, foram caracterizadas 
como Staphylococcus coagulase positiva e aquelas que não 
apresentaram produção de coagulase e nem de acetoína 
classificadas como Staphylococcus coagulase negativa 
(Roberson et al., 1998; Marshall, 1992).  A identificação molecular 
dos isolados ocorreu pela detecção do gene femA. Para tal 
detecção foram utilizados oligonucleotídeos que amplificam um 
fragmento do gene femA, de 125pares de bases (pb), específico 
de S. Aureus. 

Para a pesquisa do tst-1 utilizou-se a técnica de Reação em 
Cadeia da Polimerase (PCR). Inicialmente, realizou-se a 
extração do DNA bacteriano segundo Rosec e Gigaud (2002) 
com modificações. O DNA foi extraído a partir de lise térmica. Em 
seguida, o DNA extraído foi quantificado em espectrofotômetro 
(GeneQuant Pro, Amersham Biosciences) e as concentrações 
ajustadas em 100ng/µL para a PCR, empregando-se o 
comprimento de onda de 260 e 280nm.  Para as amplificações 
utilizaram-se oligonucleotídeos iniciadores que amplificam um 
fragmento do gene tst-1 de 250 pares de bases (pb) e descritos 
anteriormente por Schmitz et al (1998), sendo as mesmas 
conduzidas em termociclador GeneAmpÒ PCR System 9700 
(Applied Biosystems) programado para um ciclo inicial a 94°C 
por 3 minutos, seguido de 35 ciclos (desnaturação a 94ºC/30seg. 
- anelamento a 57ºC/30 seg.  extensão a 72ºC/30seg.), com o 
término da reação a 72°C/10minutos. Como controle positivo 
para PCR foi utilizado estirpe padrão com genótipo conhecido 
(S. aureus ATCC 51651) e como controle negativo água 
bidestilada. Os amplicons foram analisados em eletroforese 
em gel de agarose (1,8%), preparado em solução tampão 1,0x 
TBE e corado com brometo de etídio. Os géis foram em seguida 

fotografados sob luz ultravioleta em fotodocumentador Eagle 
Eye Stratagene Co. Os marcadores de peso molecular utilizados 
foram 100 a 2000 pb.

Resultados e discussão 
Dos isolados analisados para a detecção do tst-1, verificou-se 
que 2,65% (7/264) amplificaram o gene. Todos os isolados 
pertenciam a amostras de leite cru refrigerado coletadas 
no estado do Rio de Janeiro e foram detectados apenas em 
Staphylococcus aureus (Figura 1).

A baixa ocorrência de genes codificadores da TSST-1 em leite 
vem sendo relatada também por diferentes autores: Karahan et 
al. (2009) encontraram presença do gene em 3,3% S. aureus 
isolados de leite de vacas com mastite; Nemati et al. (2008) ao 
analisarem SCN isolados de mastite bovina não detectaram 
tst-1 em nenhum isolado, assim como Peles et al. (2007), 
quando pesquisaram o gene em S. aureus isolados de mastite 
e Sidhu et al. (2006) que encontraram tst-1 em apenas 0,01% 
dos isolados. Por outro lado, resultados diferentes foram obtidos 
por Stephan et al. (2001), os quais verificaram que 64,7% dos 
S. aureus isolados de mastite bovina produziam TSST-1, por 
Takeuchi et al. (1998), os quais quantificaram TSST-1 em 75,4% 
das amostras de S. aureus isoladas de leite cru refrigerado e 
por Farahmand-Azar et al. (2013), Srinivasan et al. (2006), e 
Zschock et al. (2000) que embora tenham encontrado resultados 
semelhantes entre si (15,5%, 20,2%, 25,6%, respectivamente), 
também difere dos encontrados neste estudo.
A baixa porcentagem de isolados contendo tst-1 encontrada 
neste estudo, associada ao fato de esta toxina não estar 
envolvida em casos de intoxicações alimentares, não deixa 
de ser preocupante. Isto porque alguns estudos têm relatado 
a associação da presença de tst-1 com a presença de genes 
das enterotoxinas estafilocócicas, as quais estão envolvidas 
em casos de surtos alimentares em todo o mundo (Zschock et 
al., 2000; Salasia et al., 2004; Stamford et al., 2006; Morandi et 
al., 2007; Schelin et al., 2011). Além disso, já foi reconhecido 
há muitos anos que TSST-1 de Staphylococcus é a principal 
causa da síndrome do choque tóxico em humanos. Por fim, as 

Figura 1: Eletroforese do fragmento do gene tsti-1 (250 pb) de Staphylococcus 
aureus isolados de leite cru refrigerado, em gel de agarose 2% (M=marcador 
molecular; 1, 2, 3, 6 e 7= amostras testadas; 4=controle negativo; 5= controle 
positivo)



139

								        R. bras. Ci. Vet., v. 21, n. 2, p. 137-140, abr./jun. 2014

estipes bacterianas que apresentaram tst-1 podem ser utilizadas 
para fins de levantamentos epidemiológicos e para um controle 
dos rebanhos brasileiros, uma vez que alguns trabalhos têm 
demonstrado que esse gene é carreado por elementos genéticos 
móveis, implicando uma possível transferência horizontal para 
outras bactérias (Chiang et al., 2008; Schelin et al., 2011). 

O fato de apenas o leite cru refrigerado ter apresentado tst-1 
sugere que, para os isolados de mastite bovina avaliados, a 
presença desse gene não estava envolvido com a patogênese 

da mastite, embora não se possa descartar a presença desse 
gene e consequentemente sua interferência na gravidade e 
persistência da doença em outros rebanhos.

Conclusões
Os dados encontrados sugerem a necessidade de mais estudos 
envolvendo um maior número de rebanhos e um maior número 
de isolados da região para avaliar o risco para a saúde pública 
do consumo do leite contendo tst-1. 
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