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PCR MULTIPLEX PARA DETECCAO DE Staphylococcus aureus

ENTEROTOXIGENICOS ISOLADOS DE ALIMENTOS DE ORIGEM

ANIMAL NO SUL DO RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

Fernando Zocche, Rodrigo Correa Franga, José Antonio Guimardes Aleixo,
Angela Nunes Moreira e Wladimir Padilha Da Silva

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver duas PCR mul-
tiplex (PCRm) para a detecgdo dos genes das enterotoxinas es-
tafilococicas (EE) A (sea), B (seb), C (sec) e D (sed) em Sta-
phylococcus aureus isolados de alimentos de origem animal,
bem como relacionar a presenca desses genes com a origem do
microrganismo. As duas PCRm foram padronizadas utilizando-se
cepas de S. aureus cuja capacidade toxigénica foi previamente
confirmada através de ELISA indireto, com o uso de toxinas e
soros antitoxinas de referéncia. Em seis (12%) dos 50 isolados

de S. aureus foi possivel detectar um ou mais genes de EE, sen-
do que um isolado albergava os genes sea e seb, trés isolados
albergavam seb e dois albergavam sed. As duas PCRm desen-
volvidas sdo eficientes para a detecg¢do dos genes sea, seb, sec
e sed e, considerando-se a associagdo existente entre S. aureus
enterotoxigénicos portadores dos genes sea e seb e humanos, e
genes sec e sed com outros animais, a origem mais provdvel da
maioria dos isolados foram os manipuladores de alimentos.

Introducao

O género Staphylococcus é
formado por 41 espécies e 24
subespécies (Euzéby, 2008).
Entre as bactérias deste gé-
nero, Staphylococcus aureus
€ a mais relacionada a casos

e a surtos de intoxicagdo ali-
mentar devido a sua capacida-
de de produzir enterotoxinas
(EE) (Chen et al., 2004; Silva
et al., 2005). Até o momento,
ja foram descritas e purifica-
das dez EE envolvidas com
intoxicagdo alimentar: EEA,

EEB, EEC,, EEC,, EEC;,
EED, EEE, EEG, EEH e EEI,
as quais, apds pré-formadas
e ingeridas com o alimento,
podem causar sintomas tais
como ndauseas, vomitos, dores
abdominais e diarréia (Jorgen-
sen et al., 2005). S. aureus

pode produzir uma ou mais
EE simultaneamente (Silva
et al., 2005) e, apesar deste
patégeno ser produtor de uma
grande variedade de EE, 95%
dos surtos sdo causados pelas
enterotoxinas A, B, C, D e E
(Letertre et al., 2003).
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MULTIPLEX PCR FOR DETECTION OF ENTEROTOXIGENIC Staphylococcus aureus ISOLATED FROM FOOD OF
ANIMAL ORIGIN IN SOUTH OF RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

Fernando Zocche, Rodrigo Correa Franca, José Antonio Guimardes Aleixo, Ange]a Nunes Moreira and Wladimir Padilha Da Silva

SUMMARY

The object of this work was to develop two multiplex PCR
(mPCR) for the detection of genes of staphylococcal enterotox-
ins (EE) A (sea), B (seb), C (sec) and D (sed) of Staphylococ-
cus aureus isolated from food of animal origin and to relate the
presence of the genes with the origin of the microorganism. The
two mPCR were standardized using strains of S. aureus whose
toxigenic capacity was previously confirmed through indirect
ELISA, with the use of reference toxins and serum antitoxins. In

six (12%) out of 50 isolates of S. aureus it was possible to de-
tect one or more genes of EE; one isolate harbored sea and seb
genes, three isolates harbored seb and two harbored sed. The
two sets of mPCR developed are efficient for the detection of the
sea, seb, sec and sed, and, considering the existing association
of enterotoxigenic S. aureus genes sea and seb with human be-
ings and genes sec and sed with other animals, the most likely
origin of the majority of the isolates are the food handlers.

PCR MULTIPLEX PARA DETECCION DE Staphylococcus aureus ENTEROTOXIGENICOS AISLADOS DE
ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL EN EL SUR DE RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

Fernando Zocche, Rodrigo Correa Franca, José Anténio Guimardes Aleixo, Angela Nunes Moreira y Wladimir Padilha Da Silva

RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo desarrollar dos PCR multi-
plex (mPCR) para la deteccion de los genes de enterotoxinas
estafilococicas (EE) A (sea), B (seb), C (sec) y D (sed) en Sta-
phylococcus aureus aislados de alimentos de origen animal, y
relacionar la presencia de los genes con el origen del micro-
organismo. Las mPCR fueron estandarizadas utilizando ce-
pas toxigénicas de S. aureus, cuya capacidad fue previamente
confirmada por ELISA indirecto, con la utilizacion de toxinas
y sueros de referencia. En seis (12%) de los 50 S. aureus aisla-

dos fue posible detectar uno o mas genes de EE, siendo que un
aislado albergaba sea y seb, tres aislados albergavam seb y dos
albergavam sed. Los dos conjuntos de mPCR desarrollados son
eficaces en la deteccion de los genes sea, seb, sec y sed, y, te-
niendo en cuenta la asociacion entre S. aureus enterotoxigénicos
con genes sea y seb y humanos, y los genes sec y sed con otros
animales, el origen mds probable de la mayoria de los aislados
son los manipuladores de alimentos.

Leite e derivados lacteos
sdo os alimentos mais envol-
vidos em casos e/ou surtos
de intoxicagdo alimentar es-
tafilocécica (Cenci-Goga et

teccdo e a genotipa-
gem de genes de EE
para serem utilizados
como marcadores ge-
néticos, tém sido re-

CEPAS DE ESTAFILOCOCOS UTILIZADAS
NA PADRONIZACAO DAS PCRM

TABELA 1 bem como relacionar a
presenga dos genes com

a origem desses micror-

al., 2003; Fueyo et al., 2005) alizadas através de

devido ao fécil acesso de S.
aureus a matéria-prima, uma
vez que este microrganismo
¢ um dos principais agentes
de mastite bovina (Zschock et
al., 2005). No entanto, outros
alimentos de origem animal
podem ser veiculos do micror-
ganismo e de suas enterotoxi-
nas (Atanassova et al., 2001;
Lancette e Bennett, 2001;
Franco e Landgraf, 2002; Jay,
2005).

Nos ultimos anos, diver-
sos trabalhos reportaram o
uso da amplificacdo in vitro
do DNA pela reagdo em ca-
deia da polimerase (PCR;
polymerase chain reaction),
para a detec¢do de patdge-
nos em alimentos (Blaiotta et
al., 2004; Chen et al., 2004;
Kwon et al., 2004; Gandra,
2006). Para S. aureus, a de-

488

PCR uniplex, PCR
multiplex e, mais re-
centemente, atraveés
de PCR em tempo

real (Sharma et al.,
2000; Tamarapu et
al., 2001; Néjera-

Staphylococcus warneri

E RESPECTIVAS ENTEROTOXINAS ganismos.
PRODUZIDAS
Cepa padrio Enterotoxina  Material e Métodos
Staphylococcus aureus FRI 100 A Cepas e isolados
Staphylococcus aureus FRI S6 AeB bacterianos
Staphylococcus aureus FRI 361 CeD
Staphylococcus aureus FRI 472 D Para a padronizacdo
Staphylococcus aureus 4752 B

da PCRm foram utiliza-
das quatro cepas de Sta-

Sanchez et al., 2003;
Kwon et al., 2004;
Chiang et al., 2008).
Essas técnicas sdo rdpidas,
especificas, sensiveis e confi-
dveis quando comparadas as
metodologias tradicionalmente
utilizadas para a diferenciagao
e identificagcdo deste microrga-
nismo. Entre essas, destaca-se
PCR multiplex (PCRm), que é
uma variacdo da PCR, a qual
utiliza dois ou mais pares de
primers na mesma reacio,
permitindo a detec¢do de mais
de um gene simultaneamente.
Considerando o potencial da

FRI: Food Research Institute.

PCRm como meio de diagnés-
tico para identificacdo de S.
aureus, além da importancia
de se determinar o tipo de
EE como fator relevante na
avaliac@o epidemioldgica de
casos e surtos de intoxicacdo
estafilocdcica, objetivou-se
desenvolver duas PCRm para
a deteccdo dos genes codifi-
cadores de EEA, EEB, EEC
e EED em S. aureus isolados
de leite in natura e de outros
alimentos de origem animal,

phylococcus aureus ente-
rotoxigénicos (S. aureus
FRI100, S. aureus FRIS6,
S. aureus FRI361, S. aureus
FRI472), uma cepa enteroto-
xigénica (S. aureus 4752) iso-
lada no campo e uma cepa de
Staphylococcus warneri, nao
produtora de enterotoxinas,
como controle negativo. As
culturas bacterianas utilizadas
e o tipo de enterotoxina pro-
duzida podem ser visualizados
na Tabela I.
Apés a padronizacdo, 50
isolados de S. aureus foram
avaliados quanto a presen-
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ca dos genes de
EEA, EEB, EEC
e EED, sendo 30
deles oriundos de

. Primers Seqiiéncia 5" 2> 3’ Posicdo Produto de Referéncia
leite in natura e no gene  amplificacdo
20 de diversos (pb)
produtos de ori- pq, ™ \CGATCAATTTTTACAGC 203 2222 544 Rosec e Gigaud (2002)
gem animal: quei- pga»  TGCATGTTTTCAGAGTTAATC 726 a 746
jo (n=1), charque pep;  GAATGATATTAATTCGCATC 621 a 640 416 Rosec e Gigaud (2002)
(n=2), embutidos gy TCTTTGTCGTAAGATAAACTTC 1015 a 1036
cdrneos (n=8) ¢ SEC|  GACATAAAAGCTAGGAATTT 676 a 695 257 Néjera-Sanchez et al. (2003)
carcaga de frango SEC2  AAATCGGATTAACATTATCCA 912 a 932
(n=9). Os isola- SEDI CAAATATATTGATATAATGA 4223 330 Este estudo
dos foram iden- SED2 AGTAAAAAAGAGTAATGCAA 314 a 333
tificados através femAl AAAAAAGCACATAACAAGCG 1444 a 1463 132 Mehrotra ef al. (2000)
de semeadura em femA2 GATAAAGAAGAAACCAGCAG 1556 a 1575

PRIMERS UTILIZADOS NA DETECCAO DE S. aureus ENTEROTOXIGENICOS E

TABELA 11

RESPECTIVOS PRODUTOS DE AMPLIFICACAO

imunoglobulina de
coelho ligado a pe-
roxidase (Dako A/
S®) e uma solugio
bloqueadora a base
de fluido ascitico
produzido em ca-
mundongo por hi-
bridoma secretor
de IgG2b. Para a
padronizagido do
ELISA indireto,
diferentes concen-
tragdes das EE pu-
rificadas, diluidas
em sobrenadante

dgar Baird-Parker
(Acumedia®), dgar
Baird-Parker su-
plementado com acriflavina
(7ug-ml'; Sigma®), coloragio
de Gram, produgio de co-
agulase em plasma de coe-
lho, catalase e [-galactosidase
(Sigma®), conforme descrito
por Gandra (2003) e Lancette
e Benett (2001).

Extra¢do de DNA

A extracdo de DNA gend-
mico dos isolados de S. au-
reus foi realizada de acordo
com o protocolo descrito por
Matthews et al. (1997), com
modificacdes. Inicialmente,
transferiu-se uma alcada de
uma cultura de S. aureus em
agar tripticase de Soja (TSA;
Acumedia®) incubado a 37°C
por 24h para 100wl de tampao
Tris-EDTA (10mM Tris base
e SmM EDTA, pH 7,8) de
forma a obter a turbidez 1,0
da escala de MacFarland. A
lise do peptideoglicano celular
ocorreu pela adicdo de 100ul
de lisostafina (100ug-ml!;
Sigma®) e incubacédo a 37°C
em banho-maria por 45min.
Para completar a lise celular,
adicionou-se 20ul de tam-
pao Tris-EDTA (50mM Tris
base e 20mM de EDTA, pH
7,8) contendo 20% de dodecil
sulfato de sdédio (SDS; Phar-
macia®) e 3ul de proteinase
K (20mg-ml"; Invitrogen®), e
incubou-se em banho-maria a
37°C por 1h. A seguir, adicio-
nou-se 200ul de solugdo NaCl
5M e agitou-se manualmente
por 15sec. Separou-se o ma-
terial intracelular através de
centrifugacdo a 10.000 x g por
15 minutos a 4°C e transferiu-

pb: pares de base.

se o sobrenadante para um
novo microtubo. Adicionou-
se fenol-cloroférmio-dlcool
isoamilico (25:24:1) para a
liberagdo e separagdo de pro-
teinas e, apods centrifugacdo a
10000g por 15min, transferiu-
se o sobrenadante para um
novo microtubo. A precipi-
tacdo do DNA foi realizada
com 800ul de dlcool etilico
absoluto gelado, e manutencdo
em -20°C por, no minimo,
2h. Apés, foi realizada nova
centrifugacdo a 10000g por
15min a 4°C, ressuspendendo-
se o pellet com 30ul de dgua
ultrapura estéril. A qualidade
e a quantidade de DNA ex-
traido foram estimadas por
eletroforese em gel de aga-
rose 1% e comparacdo com
o padrdo de massa molecular
DNAMHindIIl (Invitrogen®).

Primers e PCR multiplex

Foram utilizadas duas
PCRm com os primers descri-
tos na Tabela II. Na primeira
PCRm utilizou-se 250mM de
cada um dos primers ESA1 e
2, ESBI e 2, femAl e femA2,
solucdo tampdo para PCR,
5SmM de cloreto de magnésio,
218uM de dNTPs mix, 1,5U
de Tag DNA polimerase e 1ul
do DNA alvo (10-20ng-ul?)
em 40ul de volume final.
Na segunda, utilizaram-se os
mesmos constituintes, exceto
pelos primers, os quais foram
SECI1 e 2, SEDI e 2, femAl
e femA2 (250mM). Em todas
as PCRm foram utilizados os
primers femAl e femA2 para
a amplificagdo do gene femA,
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um gene que codifica uma
proteina envolvida na resistén-
cia de S. aureus a meticilina,
que esta presente universal-
mente nesse microrganismo.
Assim, a utilizacdo destes
primers conferiu um controle
interno de amplificagdo (IAC)
ndo competitivo a reacdo
(Hoorfar et al., 2004), o que
minimiza a possibilidade de
resultados falso negativos.

A amplificagdo dos frag-
mentos alvo foi realizada em
termociclador (MJ Research,
PTC-100, Peltier Thermal
Cycler), através de desnatu-
racdo inicial do DNA a 95°C
por Smin, seguido de 37 ciclos
(95°C - 1min; 44,5°C - lmin
e 72°C - 1min), e de extensdo
final a 72°C por 10min. Os
produtos de PCR foram sub-
metidos a eletroforese em gel
de agarose 2% contendo bro-
meto de etideo, e visualizados
sob iluminagdo ultra-violeta. O
marcador de massa molecular
utilizado foi o 100pb DNA
Ladder (Invitrogen®).

ELISA indireto

Antes da padronizagdo das
PCRm, as enterotoxinas esta-
filocécicas A, B, C e D pro-
duzidas pelas cepas padrdo de
S. aureus utilizadas (Tabela I)
foram detectadas e quantifica-
das através do método indirect
enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA indireto). Uti-
lizou-se enterotoxinas puras
e soros padrdo antitoxinas
(FUNED-MG) preparados em
coelho, um conjugado compos-
to de anticorpo de suino anti-

de um cultivo de
S. warneri em cal-
do brain hearth in-
fusion (BHI; Acumedia®) du-
pla concentracdo e adicionado
de 1% de extrato de levedura,
foram utilizadas para sensibi-
lizar cavidades de placas de
ELISA por 1h a 37°C. Apds
a sensibilizagdo, as placas
foram lavadas 3 vezes com
PBS (tampido fosfato salino,
pH 7.4) contendo 0,05% de
Tween 20 (PBST) e as cavida-
des bloqueadas por 1h a 37°C
com fluido ascitico diluido
1:20 em PBST. Repetiu-se a
lavagem, adicionaram-se dife-
rentes concentragdes dos soros
antitoxina diluidos em PBST,
e incubou-se 1 hora a 37°C.
Nova lavagem foi feita e o
conjugado diluido 1:1000 em
PBST foi adicionado. Apds
incubacdo por 1h a 37°C as
placas foram lavadas 5 vezes
e o substrato cromégeno foi
adicionado, deixando-se re-
agir por 15min. Ao final da
reagdo, a absorbancia foi lida
em um leitor de placas (Mul-
tiskan MCC/340; Titertek®) a
450nm.

Resultados e Discussao

A avaliagdo da capacidade
toxigénica das cepas padrdo
através de ELISA indireto
confirmou a expressao dos ge-
nes de interesse (Tabela III).

Duas PCRm foram padroni-
zadas para a detecg@o dos ge-
nes das EE cléssicas (A, B, C
e D) de S. aureus, bem como
de um gene utilizado como
controle interno de amplifica-
¢do (gene femA). Os fragmen-
tos dos genes sea, seb e femA
foram amplificados através da
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primeira PCRm des-
crita neste estudo, € os
fragmentos dos genes
sec, sed e femA, através
da segunda. Exemplos

i TABELA I1I
DETECCAO E QUANTIFICACAO DE ENTEROTOXINAS

ESTAFILOC(/)CINCAS (EE) EM SOBRENADANTE DE CULTIVO
DE CEPAS PADRAO DE S. aureus ATRAVES DE ELISA INDIRETO

E DETECCAO DE GENES DE EE ATRAVES DE PCRM

e Smyth er al. (2005),
apods avaliarem 39 e 15
S. aureus isolados de
frangos, respectivamen-
te, ndo detectaram cepas

de produtos das ampli-
ficacdes destes genes
podem ser observados
na Figura 1.

toxigénicas portadoras

Sharma et al. (2000)
e Kwon et al. (2004)
descrevem que, quando
varios pares de primers
sdo utilizados simulta-
neamente, um ou mais

Cepas padrio  EE pesquisada em Concentracao EE PCRm ’
e p sogret(lladante @ celular(;1 produzi(lia d.os genes de EE clds-
UFC-ml ng-ml sicas.
( : (gt @ @ % @ E interessante res-
S. aureus FRI 100 A 2,0x108 82,27 + - nr nr saltar que através das
S. aureus FRI S6 B 1,7x10'° 7,55 + + 1nr nr  PCRm desenvolvidas
S. aureus FRI361 ® C 3,8)(109 9,73 nr nr + foi possfve] demonstrar
S. aureus FRI 361 D 2,4%10' 134,00 nr nr +  que embora a prevalén-
S. aureus FRI 472 D 9,7x108 19,59 nr nr +  cia de S. aureus por-
S. aureus 4752 B 7,3x10° 49 - + nr nr

tadores dos genes das

fragmentos de genes
podem ndo ser amplifi-
cados, ou podem ocor-
rer amplificagdes ines-
pecificas dificultando a
interpretacdo dos resultados,
o que ndo foi observado neste
estudo, uma vez que nas duas
PCRm desenvolvidas, todos os
genes alvo foram amplificados
sem a ocorréncia de amplifica-
¢des inespecificas.

sea (544 ph)
seb (416 pb)

-
L
.
-
-

femA (132 pb)

FRI: Food Research Institute, nr: ndo realizado.
(M Cultivos realizados em dias diferentes.
@ Obtidos ap6s cultivo da cepa em caldo BHI, dupla concentragio, adicionado de 1% de extrato
de levedura, por 24h a 37°C.

para avaliar o percentual de
cepas enterotoxigénicas em
distintas fontes. Diversas hi-
péteses t€ém sido propostas
para esclarecer essa varia-
¢do, entre elas, a origem dos
isolados (Chen et al., 2004).

4 &)

sed (330 p0)

100 pb

Figura 1. Produtos de PCRm visualizados em gel de agarose 2%, corado
com brometo de etideo. Pistas 1 e 5: marcador de massa molecular 100 pb
Ladder. Pista 2: amplificagdes obtidas com os primers ESAl e 2, ESBI e 2,
femAl e 2 e DNA de S. aureus FRI S6; Pista 3: amplificagdes obtidas com
os primers SEC1 e 2, SEDI e 2, femAl e 2 e DNA de S. aureus FRI 361;

Pista 4: controle negativo.

Apés a calibragdo das
PCRm, 50 S. aureus isolados
de distintos alimentos de ori-
gem animal foram avaliados
quanto a presenca de genes
das EE classicas, verificando-
se que apenas seis (12%) al-
bergavam um ou mais desses
genes, como pode ser obser-
vado na Tabela IV. Destaca-se
que o gene femA, utilizado
como controle interno de am-
plificacdo (IAC), foi amplifica-
do em 100% dos isolados.

A toxigenicidade de S. au-
reus € muito varidvel entre
cepas e varios estudos epide-
mioldgicos foram conduzidos
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Neste estudo, a prevaléncia de
S. aureus portadores dos ge-
nes codificadores de
EEA, EEB e EED,
foi baixa (12%), ndo
tendo sido isolado
S. aureus portador

dos isolados de S. aureus en-
terotoxigénicos em amostras
obtidas a partir dessa mesma
fonte. Outro estudo (Santana
et al., 2006) também realizado
no Rio Grande do Sul, Brasil,
demonstrou baixa prevaléncia
de S. aureus enterotoxigénicos
em leite cru, ao contrario do
evidenciado em outras regides
brasileiras, como por exemplo,
em Pernambuco, onde Stam-
ford et al. (2006) encontraram
77% de S. aureus enterotoxi-
génicos em leite in natura.
Com relacdo ao isolamento
em carcagas de frango, neste
estudo observou-se que das 9
cepas de S. aureus analisadas,
4 apresentaram genes de EE
(44,4%), um indice considera-
do elevado quando comparado
ao descrito por outros autores.
Hwang et al. (2007), analisan-
do 87 S. aureus isolados de
carne de frango, encontraram
5,7% de cepas albergando o
gene sea, e nenhuma portando
os genes das outras EE clas-
sicas. Ja& Kwon et al. (2004)

TABELA IV

PRESENCA DE GENES DAS ENTEROTOXINAS
ESTAFILOCOCICAS A, B, CE D
EM ISOLADOS DE S. aureus

EE cléssicas seja baixa
em alimentos de ori-
gem animal, na regido
avaliada, ha ocorréncia
de distintos gendtipos
enterotoxigénicos desse mi-
crorganismo, e que ha relacdo
entre esses gendtipos e a fonte
de isolamento do microrganis-
mo, o que € uma informacao
importante do ponto de vista
epidemioldgico.

Diversos estudos tém de-
monstrado que hé relagdo en-
tre a fonte de isolamento e o
tipo de EE produzida por S.
aureus. EEA e EEB sdo asso-
ciadas com contaminagdo de
origem humana (Adesiyun et
al., 1998; Fueyo et al, 2005),
enquanto EEC e EED, com
contaminacdo proveniente de
animais bovinos e suinos,
respectivamente (Tollersrud
et al., 2000; Stephan et al.,
2001; N4ajera-Sanchez et al.,
2003; Jorgensen et al., 2005).
Essa informacdo permite infe-
rir a provavel fonte de conta-
minagdo de um determinado
alimento. Neste estudo, por
exemplo, observou-se que o
gene sed ndo foi detectado
nos isolados provenientes de
produtos de origem suina (lin-
giiica), entretanto,
0s genes sea e seb
foram encontrados
nesse tipo de pro-
duto (Tabela 1V),

do gene sec. Na Di-
namarca, Aarestrup
et al. (1995), avalia-

Fonte de isolamento

PCRm para detecc¢do do gene

sugerindo conta-

sea seb sec

sed femA

minacgdo cruzada
através de seres hu-

ram 160 S. aureus
provenientes de leite
in natura, € nao en-
contraram isolados
toxigénicos, resul-
tado semelhante ao

Lingiii¢a suina -
Lingiii¢a suina +
Carcaca de frango -
Carcaca de frango -
Carcaca de frango - - -
Carcaca de frango - - -

+

+ manos, o que pode
ser explicado pelo
alto grau de mani-
pulacdo sofrido por
esses alimentos. O
mesmo pode ser

+ + + + +

deste estudo, onde
nao foram detecta-

() Reagdo positiva (+) indicada através de amplificagdo especifica
do fragmento do gene.

verificado quando
se avaliam os isola-
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dos provenientes das carcacas
de frango, nos quais apenas os
genes seb e sed foram detec-
tados.

Outra informacgao relevan-
te confirmada neste estudo
foi que um isolado de S. au-
reus pode albergar mais de
um gene de EE. Observou-
se que o isolado proveniente
de lingiiica suina portava os
genes sea e seb (Tabela IV),
resultado semelhante ao rela-
tado por Sharma et al. (2000),
Nijera-Sdnchez et al. (2003)
e por Silva et al. (2005), que
também utilizaram PCRm com
esse objetivo. A presenca de
mais de um gene de EE em
uma mesma cepa apresenta
relevancia epidemioldgica, ten-
do em vista a possibilidade
de haver producao simultanea
das duas enterotoxinas, con-
forme j4 descrito por Silva et
al. (2005), o que potencializa
sua capacidade toxigénica, pois
uma vez presente no alimento,
pode ocorrer a expressdao dos
dois genes simultaneamente,
com possivel envolvimento de
ambas toxinas em casos e/
ou surtos de intoxicacgdo ali-
mentar.

Conclusoes

As PCRm desenvolvidas sdo
eficientes na detecgio dos genes
de EEA, EEB, EEC e EED de
Staphylococcus aureus e per-
mitiram verificar que a preva-
Iéncia de S. aureus portadores
dos genes sea, seb, sec e sed é
baixa em alimentos de origem
animal, na regido sul do Rio
Grande do Sul, Brasil e que a
origem mais provavel dos isola-
dos de S. aureus nas amostras
avaliadas sd3o os manipuladores
de alimentos.
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