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1. INTRODUCAO

Entre as bactérias do género Staphylococcus, S. aureus € a mais relacionada a
casos e a surtos de intoxicacdo alimentar devido a capacidade de produzir
enterotoxinas (EE) (JARRAUD et al., 2001). Embora a maioria dos casos e surtos de
intoxicacdo alimentar estafilocécica seja atribuida as EE classicas, outras EE, como
EEG, EEH e EEI também ja foram envolvidas em casos de intoxicagdo alimentar,
indicando que a importancia das “novas” EE pode estar sendo subestimada (BLAIOTTA
et al., 2004).

Em S. aureus, os genes codificadores de EEG (seg), EEI (sei), EEIM (selm), EEIN
(seln) e EEIO (selo) estado agrupados em clusters denominados egc. (JARRAUD et al.,
2001). Supbe-se que a partir de eventos de recombinacao genética destes, poderia ser
formado um novo gene codificador de um superantigeno estafiloccico capaz de causar
intoxicacao alimentar. Além disso, a possibilidade de ocorrer transferéncia horizontal de
genes de EE do cluster egc entre distintas cepas de S. aureus também pode favorecer
a evolucéo da bactéria e determinar o sucesso desse patdgeno.

Alimentos preparados com produtos de origem animal sdo os mais envolvidos em
casos e/ou surtos de intoxicacdo alimentar estafilocécica (RUZICKOVA et al., 2008),
portanto, a pesquisa de S. aureus nesses alimentos e a avaliacdo de seu potencial em
produzir enterotoxinas, sao fatores extremamente importantes na investigagcdo
epidemiolégica dessa doenca (LANCETTE e BENNETT, 2001). Assim sendo, o0 objetivo
deste estudo foi detectar, através da PCR, genes pertencentes ao cluster egc em S.
aureus isolados em diferentes alimentos de origem animal e relacionar sua presenca
com a origem das cepas.

2. MATERIAL E METODOS

O isolamento e a identificacdo dos isolados de S. aureus nos alimentos foram
realizados de acordo com LANCETTE e BENNETT (2001). Dos 41 isolados, 14 foram



oriundos de carcaga de frango, 14 de leite cru, 8 de embutidos carneos e 5 de queijo.
As cepas de referéncia utilizadas foram S. aureus FRI361 e S. aureus FRI472.

Para deteccéo dos genes do cluster egc foi realizada, primeiramente, a extracao
do DNA de acordo com protocolo proposto por MATTHEWS et al. (1997). Os
oligonucleotideos utilizados para amplificacdo dos fragmentos dos genes seg, sei, selm,
seln e selo e para amplificacdo parcial do cluster egc foram os descritos por
MCLAUCHLIN et al. (2000) e BLAIOTTA et al. (2004).

Para a amplificac@o parcial do cluster egc utilizou-se um par de oligonucleotideos
(seil e seg?2) para amplificar um fragmento de 3375 pares de base (pb). Os produtos de
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, contendo brometo de
etideo, e visualizados sob iluminacéo ultra-violeta. O marcador de massa molecular
utilizado foi o DNAMHindlll (Invitrogen®).

Para confirmacdo da adequada amBIificagéo do fragmento de 3375pb, os produtos
de PCR foram purificados por GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(Amersham Biosciences) e digeridos com EcoRI e Hindlll. Apos a digestdo, os
fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1 % e comparados com
0 marcador de massa molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder plus (Fermentas®)

A amplificacdo de fragmentos dos genes seg, sei, selm, seln e selo foi realizada
por PCR uniplex, adaptadas de BLAIOTTA et al. (2004). Os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,2%, contendo brometo de etideo, e
visualizados sob iluminagao ultra-violeta. O marcador de massa molecular utilizado foi o
100pb DNA Ladder (Invitrogen®).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os oligonucleotideos iniciadores seil e seg2 foram especificos para o fragmento
de 3375 pb do cluster egc, o que foi comprovado pela digestdo dos produtos de PCR
com EcoRI e Hindlll, obtendo-se fragmentos de 1654pb, 1085pb e 636pb, conforme
descrito por JARRAUD et al. (2001) e BLAIOTTA et al. (2004). Da mesma forma, o0s
oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo de fragmentos dos genes seg,
sei, selm, seln e selo foram especificos para os respectivos genes. Os fragmentos

gerados com as PCR e apo0s a digestdo podem ser observados na Figura 1A e 1B.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

3375pb

1654pb

1085pb
636pb

A B

FIGURA 1A: Eletroforese em gel de agarose 1%, de produtos de PCR realizada com DNA de S. aureus e
oligonucleotideos iniciadores seil e seg2. — Colunas 1 e 2: fragmento do cluster egc (3375pb) obtido a
partir de DNA de S. aureus FRI361 e de DNA de S. aureus FRI472, respectivamente; Colunas 3 e 4.
Fragmentos do cluster egc obtido a partir de DNA de S. aureus FRI361 e de DNA de S. aureus FRI472,
respectivamente, digeridos com EcoRI e Hindlll; Coluna 5: Marcador de massa molecular GeneRuler 1kb
DNA Ladder plus (Fermentas®). FIGURA 1B: Eletroforese em gel de agarose 1,2% de produtos de PCR



realizada com DNA de S. aureus FRI361 — Colunas 6 e 12: Marcador de massa molecular Ladder 100pb
(Invitrogen®); Coluna 7: fragmento de seg (704pb); Coluna 8: fragmento de sei (630pb); Coluna 9:
fragmento de selm (517pb); Coluna 10: fragmento de seln (682pb); Coluna 11: fragmento de selo
(534pb).

Observou-se que o perfil enterotoxigénico das cepas de S. aureus variou de
acordo com a sua origem, e houve relacéo entre a presenca de determinados genes de
EE e a fonte (alimento de origem animal) de onde a bactéria foi isolada. Os distintos
genotipos encontrados nos diferentes alimentos podem ser visualizados na Tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo e porcentagem dos diferentes genoétipos do agrupamento egc em
S. aureus isolados em alimentos de origem animal.

Origem e numero de cepas
Genétipos carcaga de ,Embutidos qu_eijo tipo col6nia e leite cru Total
frango (n=14) carneos (n=8) minas frescal (n=5) (n=14) (n=41)
n % n % n % n % n %
egc”’ 5 35,8 4 50 3 60 14 100 | 26 | 634
egc® 9 64,2 1 12,5 - - - - 10 | 24,4
seg, selm, - - 1 12,5 2 40 - - | 3 |73
seln, selo

seln - - 2 25 - - - - 2 4,9

* ndo portadores de gene pertencente ao agrupamento egc; ** portadores de seg, sei, selm, seln, selo.

A heterogeneidade genética observada pode ser devido a necessidade da
presenca de determinados genes, os quais favoreceriam o estabelecimento do
microrganismo em um hospedeiro e/ou alimento. Diversos trabalhos corroboram essa
hipotese e descrevem um perfil toxigénico distinto e bastante amplo de S. aureus
encontrado em alimentos de origem animal, como derivados lacteos (BLAIOTTA et al.,
2004), embutidos carneos (BANIA et al.,, 2006a) e derivados de pescado (SIMON e
SANJEEV, 2007), e em diversos animais, como bovinos, caprinos, ovinos, aves,
coelhos (SMYTH et al., 2005; VIMERCATI et al., 2006) e suinos (HWANG et al., 2007).

Observa-se que a presenca do cluster egc completo (genes seg, sei, selm, seln e
selo) foi elevada (64,2%) nas cepas oriundas de carcaca de frango. Essa porcentagem
é inferior a relatada por SMYTH et al. (2005), que avaliaram 15 cepas de S. aureus
oriundas de frango, e encontraram 86,7% das cepas carreando esses genes, porém
inferior ao relatado por HWANG et al. (2007), os quais caracterizaram molecularmente
87 cepas de S. aureus isoladas desse mesmo alimento e observaram que 36,9%
possuiam esse agrupamento completo.

Dez cepas portavam o cluster egc completo, entretanto, apenas uma (10%) foi
isolada em embutidos carneos, indice semelhante ao relatado por BANIA et al. (2006a)
gue, analisando 50 cepas de S. aureus isoladas desses alimentos, encontraram 6%
com essa caracteristica.

Em trinta e uma cepas ndo houve amplificacdo do fragmento de 3375pb, utilizado
nesse estudo como marcador do cluster egc (egc parcial). E digno de nota que embora
trés dessas cepas (1 proveniente de embutidos carneos e 2 de queijos), carreassem 0S
genes seg, selm, seln e selo, e duas (isoladas em embutidos) possuissem apenas o
gene seln, nenhuma carreava o gene sei, 0 que explica a auséncia de amplificacao do
egc parcial.

4. CONCLUSOES



Ha presenca de genes do cluster egc em S. aureus isolados em alimentos de
origem animal, entretanto, diferentes gendtipos podem ser observados em funcao da
fonte de isolamento. Em S. aureus isolados de frangos a presenca do cluster egc
completo é elevada.
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