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1. INTRODUCAO

Staphylococcus aureus é considerado um patdgeno oportunista, que causa
varias sindromes infecciosas em humanos, bem como é capaz de causar
intoxicacdo alimentar através da producdo de enterotoxinas (EE) (Baron et al, 2004;
Cremonesi et al. 2005). Devido ao carater autolimitante da doenca, com
sintomatologia branda e de curta duracdo, os casos e surtos desse tipo de
intoxicacdo, raramente levam as pessoas envolvidas a procurarem auxilio meédico,
fazendo com que o indice de hospitalizacdo e, consequente notificacdo, seja
relativamente baixo. A identificacdo laboratorial de S. aureus é um fator importante
na elucidacao dos casos e surtos de enfermidades transmitidas por alimentos.

Os meétodos microbiologicos tradicionais de identificacdo de patdgenos em
alimentos sao limitantes, principalmente pela necessidade de um elevado tempo
para a obtencdo de um diagndstico conclusivo. Além disso, segundo Cremonesi et
al. (2005), os testes bioquimicos padréo rotineiramente utilizados para identificacdo
em nivel de espécie ndo apresentam sensibilidade inteiramente satisfatoria. Ja os
métodos moleculares vém sendo estudados e utilizados por diversos pesquisadores
como ferramentas para tornar as analises de identificacdo e diferenciacdo de
microrganismos em alimentos mais rapidas e eficazes. Nesse aspecto, 0
desenvolvimento de meétodos baseados em PCR para diagnostico microbiano
estabeleceu uma alternativa viavel aos métodos tradicionais de cultura (Malorny et
al. 2002).

Uma variagdo dessa técnica que vem sendo empregada de maneira crescente
nos ultimos anos, visando a identificacdo bacteriana é o multiplex PCR (mPCR).
Nessa técnica € utilizado mais de um par de primer na mesma reacéo, possibilitando
a amplificacdo simultanea de mais de uma sequéncia de DNA, permitindo que mais
de uma espécie bacteriana possa ser identificada em uma mesma reacdo PCR.
Desta forma, promovendo uma analise mais ampla, mais rapida e mais barata da
presenca de bactérias patogénicas em alimentos (Gandra, 2006). Entretanto, entre
0s inconvenientes dessa técnica, destaca-se a probabilidade da ocorréncia de
inibidores de reacao, portanto, ha necessidade da inclusdo de um controle interno da
reacao, o chamado IAC (Internal Amplification Control). O IAC é uma seqiéncia nao
alvo, colocada na reacdo PCR e amplificada simultaneamente com a seqiéncia



alvo. Almeja-se com isso, impedir os resultados falsos negativos que possam ocorrer
por inibidores da PCR (Klerks et al. 2004).

Diante do exposto, objetivou-se identificar a espécie Staphylococcus aureus
por mPCR isolados de diferentes alimentos, tendo-se como alvo o gene da
termonuclease (nuc) e o 16S rRNA como controle de reacdo e compara-los com o0s
testes bioquimicos tradicionalmente utilizados para identificagdo destes patdogenos.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 56 isolados de diferentes alimentos, duas cepas padréao de S.
aureus, FRI 326 e FRI 472, como controle positivo e como controle negativo para o
gene da termonuclease, que € especifico para S. aureus, foram utilizadas as
espécies S. warneri e S. lugdunensis.

A identificacdo dos isolados foi realizada através das caracteristicas
morfolégicas em Agar Baird-Parker, producdo de coagulase, coloracdo de Gram,
seguido de testes de resisténcia em Agar Baird-Parker suplementado com
acriflavina, conforme descrito por Roberson et al. (1992), Brito et al. (2002) e Gandra
(2003).

Para a identificacdo das cepas por mPCR foi realizada primeiramente a
extragcdo do DNA de acordo com protocolo proposto por Matthews et al. (1997),
seguido da amplificagéo dos genes nuc (458pb) e 16S rRNA (252pb), utilizado como
IAC. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%,
contendo brometo de etideo, e visualizados sob iluminacdo ultra-violeta, sendo
comparados com o marcador de massa molecular 100pb DNA Ladder.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 56 isolados avaliados pelos testes bioquimicos, todos foram Gram
positivos, produtores da enzima coagulase e apresentaram crescimento em ABP
suplementado com acriflavina, o que, os caracteriza como S. aureus, ja que,
segundo Capurro et al. (1999), Brito et al. (2002) e Gandra (2003), o crescimento em
acriflavina é altamente discriminatério para esta espécie.

Na identificacdo molecular por mPCR, dos 56 isolados utilizados no
experimento, 41 (73,2%) obtiveram a amplificacdo simultanea do gene nuc e do IAC,
sendo identificados como S. aureus; 12 (21,4%) somente do IAC, o que o0s
caracteriza como Staphylococcus spp.; e em trés (5,7%) isolados ndo houve a
amplificacdo de nenhum dos fragmentos, portanto, ndo sendo identificados. A
amplificacdo dos genes nuc e IAC foi verificada pelas cepas utilizadas como
controles positivos e nos controles negativos somente a amplificacdo do IAC,
conforme previsto.

O IAC apresentou bom potencial como marcador para 0 género
staphylococcus, sendo positivo em 53 (94,6%) dos isolados, resultados semelhantes
foram encontrados por Baron et al. (2004), Zhang et al. (2004) e Voytenko et al.
(2006), que utilizaram primers para a regido 16S do rRNA de Estafilococos como
controle da reacéo e obtiveram 100% de amplificacdo das sequéncias desse gene.

Outros autores também utilizaram o gene nuc como alvo para identificacédo
molecular de S. aureus. Gandra (2006) relata que esse gene foi sensivel para a
deteccdo dessa bactéria, e Kalorey et al. (2007), visando caracterizar



genotipicamente 37 isolados de S. aureus, obtiveram a amplificacdo deste gene em
36 dos isolados, demonstrando novamente alta sensibilidade.

O numero limitado de testes utilizados para identificacdo bioquimica dos
isolados pode inferir resultados erréneos (Farber et al., 2001, Hussain et al., 2008), o
gue pode explicar a diferenca nos resultados encontrados neste estudo, quando séo
comparadas as técnicas moleculares e bioquimicas.

4. CONCLUSAO

Os métodos tradicionais e moleculares apresentaram bom poder de
identificagdo de S. aureus, embora, faz-se necessario um namero maior de testes
bioguimicos para confirmacéo da espécie.
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