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1. INTRODUCAO

Staphylococcus aureus € considerada a terceira causa mais importante de
doencga alimentar no mundo. A habilidade desse microrganismo em crescer e
produzir enterotoxinas sob varias condicdes € evidenciada pela variedade de
alimentos implicados em intoxicacao alimentar (MORANDI et al., 2007).

A causa da intoxicacdo alimentar é a ingestdo de enterotoxinas (EE) pré-
formadas no alimento (BALABAN et al., 2000), das quais, cinco sdo consideradas
classicas (EEA até EEE), e muitas EE novas, como as enterotoxinas do cluster egc
(EEG, EEI, EEM, EEN e EEO), tém sido reportadas (DINGES et al., 2000).

Os genes do cluster egc estdo organizados em um operon, constituido por
dois genes de enterotoxinas (seg e sei), trés genes de enterotoxina-like com
comprovada atividade superantigénica, mas ndo com propriedades eméticas (selo,
selm e seln), e dois pseudogenes (¥ent 1 e 2). Esta organizacdo sugere que o
cluster egc pode ter surgido por duplicacdo de genes ou variagdo de um gene
ancestral, criando dessa forma recombinacdo de genes com atividade bioldgica
diferentes (BLAIOTTA et al. 2004).

A regulacdo de fatores de viruléncia, como as EE, é critica para a
patogenicidade dos microrganismos. Em S. aureus, diversos reguladores globais
tém sido citados, como é o0 caso do gene acessorio regulador (agr) e do
Staphylococcal acessorio regulador (sar) (TSENG et al., 2004).

O locus agr consiste de 5 genes (agrA, agrB, agrC, agrD e hld), codificados
por 2 divergentes transcriptores (RNAII e RNAIII) e iniciado por 2 distintos
promotores (P2 e P3) (GOERK et al., 2003). O polimorfismo em agrD e agrC
distingue quatro grupos (I a IV) de S. aureus. Em geral, agr mutantes resultam em
aumento da producdo de proteinas de parede, decréscimo da producdo de
exoproteinas e reducao na viruléncia (YOO et al.,2007).

Este trabalho teve como objetivo identificar, por PCR, os grupos agr | e Il,
além de detectar o cluster egc em cepas de S. aureus provenientes de carcacas de
frango.

2. MATERIAIS E METODOS



O isolamento e a identificacdo das 14 cepas de S. aureus provenientes de
carcacas de frango foram realizados de acordo com LANCETTE e BENNETT (2001).
As cepas de referéncia utilizadas foram S. aureus FRI361, S. aureus FRI472, S.
aureus RN6390B (grupo agr 1) e S. aureus USA 100 (grupo agr II).

Para deteccdo dos genes do cluster egc e dos grupos agr foi realizada,
primeiramente, a extracdo do DNA de acordo com protocolo proposto por
MATTHEWS et al. (1997). Os oligonucleotideos utilizados para amplificacéo parcial
do cluster egc (seil e seg2), produzindo fragmento esperado de 3375bp, foram os
descritos por BLAIOTTA et al. (2004), e para a amplificacdo dos fragmentos
esperados de 440pb para agr | e 572pb para agr I, foram os descritos por SHOPSIN
et al. (2003).

Para confirmagcdo da adequada amplificacdo 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 digestéo, os
fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% e comparados
com o marcador de massa molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder plus
(Fermentas®).

Os produtos de PCR, para identificacdo dos grupos agr, foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, e visualizado
sob iluminagéo ultravioleta. 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 3375pb do cluster egc, o que foi comprovado pela digestdo dos
produtos de PCR com as enzimas EcoRIl e Hindlll, obtendo-se fragmentos de
1654pb, 1085pb e 636pb, conforme descrito por JARRAUD et al. (2001) e
BLAIOTTA et al. (2004). Os fragmentos gerados com as PCR e apos a digestao
podem ser observados na Figura 1A.
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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®).



Os fragmentos esperados de 440pb para agr | e 572pb para agr Il nas cepas
padrao S. aureus RN6390B (grupo agr I) e S. aureus USA 100 (grupo agr 1), podem
ser observados na Figura 1B.
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FIGURA 1B: Eletroforese em gel de agarose 1%, de produtos de PCR realizada com DNA de
S. aureus e oligonucleotideos iniciadores. — Colunas 1: Marcador de massa molecular DNA Ladder
100pb (Invitrogen®); Coluna 2: fragmento do grupo agr | (440pb) obtido a partir de DNA de S. aureus
RN6390B; Coluna 3: fragmento do grupo agr Il (552pb) obtido a partir de DNA de S. aureus USA 100;
Coluna 4: controle negativo da reacao.

Observou-se que das 14 cepas isoladas de carcaga de frango, 64,2% (9/14)
portavam o cluster egc. Além disso, 13 pertenciam ao grupo agr |l e uma pertencia
ao grupo agr |.

Autores como SMYTH et al. (2005), avaliaram 15 cepas de S. aureus oriundas
de frango, e encontraram que 86,7% das cepas portavam os genes do cluster egc.
JA HWANG et al. (2007), caracterizaram molecularmente 87 cepas de S. aureus
isoladas desse mesmo alimento e observaram que 36,9% possuiam esse
agrupamento completo.

N&o houve relacdo entre a presenca do cluster egc com determinado grupo
agr, resultados também observados por JARRAUD et al. (2002). Ja, JI et al. (1997),
associaram a sindrome do choque téxico com cepas pertencentes ao grupo agr lll e
SAKOULAS et al. (2002), associaram reduzida susceptibilidade a vancomicina, com
cepas agrlell.

4. CONCLUSOES

Observou-se elevada presenca do cluster egc e do grupo agr Il em S. aureus
isolados de frangos.
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