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RESUMO

Umn total de 26 linhagens enterotoxigénicas de Staphviococcus aureus
foram caracterizadas utilizando-se os perfis de fragmentos de DNA gerados
pela técnica de RAPD por Reaglio em Cadeia da Polimerase (PCR) e os perfis
gletroforéticos de proteinas totais obtidos por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE). Derzessete linhagens foram
isoladas de leite cru de diferenies fazendas do estado de So Paulo, e cinco
foram provenientes de presunto adquirido em padarias da cidade de Campinas
{SP). As quatro linhagens restantes foram as linhagens 772 (EEA), S6 (EEB),
1230 (EEC) e 1151 (EED) fornecidas pelo Food Research Institute - FRI,
Madison, USA. Cinco prumers compostos de 10 pares de bases foram
utilizados para gerar os perfis de {ragmentos de DNA, gue variaram de 0.5 a
4.0 kb. As 26 linhagens foram agrupadas em 2 sub-grupos a um nivel de 40%
de similaridade, revelando uma variabilidade muito grande entre elas. O perfil
eletroforético de proteinas totais permitiu discriminacio visual das linhagens,
que foram agrupadas em 2 sub-grupos a um nivel de similaridade de 90 a
100%. Os resultados deste trabalho revelaram nfo haver correlacfo entre as
caracteristicas obtidas pelas duas técnicas (RAPD e SDS-PAGE) e a producio
de toxinas.



SUMMARY

A total of 26 enterotoxigenic strains of Staphylococcus aureus were
characterized by random amplification of polymorphic DNA (RAPD) prefiles
using polymerase chain reaction (PCR), and by whole-cell protein patterns
using sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE). Seventeen strains were isolated from raw milk, obtained from several
farms in the same geographic location in the state of Sdo Paulo, and five
strains were isolated from ham bought in different bakeries from campinas
{SP} city. The other four strains were 772 (SEA), 86 (SEB), 1230 (SEC) and
1151 (SED) provided by Food Research Institute- FRI, Madison, USA. Five
primers, each one of 10 bp were used to generate the RAPD profiles. The
molecular size of the fragments ranged of 0.3 to 4.0 kb. The 26 strains were
clustered into two sub-groups at the 40% similarity level, this showing a great
variability among them. Protein patterns allowed visual discrimination of
strains, which were clustered into two sub-groups at the 90 to 100% similarity
level. In this study, the resuits revealed that there is no correlation between
the characteristics obtained in these two techniques (RAPD and SDS-PAGE)
and the toxin production.
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1. INTRODUCAO

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria que apresenta grande interesse
de estudo no que diz respeito 4 patogenicidade animal, visto que ¢
ocasionalmente isolada de mastite bovina (BAUMGARTNER, 1984) e
quanto a toxicidade humana, devido 24 produciio de -enterotoxinas
frequentemente envolvidas em surtos de intoxicacio alimentar e sindrome do

choque toxico (GENIGEORGIS, 1989). Ultimamente, esse agente infeccioso
também vem merecendo atengdo dos pesquisadores por encontrar-se
associado & sérias infecgdes hospitalares (LEE e BURNIE, 1988).

A ag@o patogénica deve-se a produgfio de mais de trinta metabélitos
extracelulares constituidos de toxinas e enzimas, manifestando-se nas mais
variadas formas de intoxicagdes e infecgdes (IANDOLQO, 1989). Sua
versatilidade nutricional ¢ capacidade de crescimento em condigBes
ambientais fazem desenvolvé-lo em alimentos das majs variadas
composigles, favorecendo a producio de metabdlitos téxicos que se
ingeridos, podem vir a causar surtos de intoxicagdo (ARBUTHNOTT, 1990).

Até o presente momento sfc conhecidas as enterotoxinas
estafilococicas EEA, EEB, EEC,, EEC,, EEC;, EED, EEE, EEF (TSST-1)
(BERGDOLL, 1983}, EEG ( ainda ndo purificada ) (BETLEY ez al., 1992) ¢,
mais recentemente, EEH (SU e WONG, 1995), proteinas com baixo pesSo
molecular e com caracteristicas antigénicas distintas.

O método microbioldgico convencional de isolamento e identificacio
de linhagens enterotoxigénicas de S.qureus requer de 4 a 8 dias para ser
concluido. Normaimente o isolamento se da num meio seletivo como o Raird-
Parker e a identificagfio, através de uma bateria de testes bioquimicos
{(WILSON er al., 1991). A enterotoxigenicidade pode ser testada através de
métodos imunoldgicos, como o RIA (Radioc Immunc Assay), ¢ RPLA
(Reversed Passive Latex Agglutination) e ¢ ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) (SHINGAKI eor 4/,1981), além dos métodos

comerciais de imunodifuso em gel, ainda utilizados em muitos laboratérios
do mundo.



As toxinas estafilococicas podem estar presentes em alimentos, mesmo
que as analises microbiologicas apresentem resultados negativos quanto a
presenca de Staphylococcus aureus, isso se deve ao fato de que estas
proteinas apresentam uma elevada estabilidade térmica. Fatores quimicos
podem mascarar a presenca de enterotoxinas em testes imunoldgicos,
resultando  em reacdes falso-negativas, particularmente 3  baixas
concentracdes de enterotoxinas. Diferencas no crescimento microbiano de
S.aureus ¢ na producio de suas enterotoxinas em diversos alimentos tém sido
relatadas (GOMEZ-LUCIA er al, 1989). Durante andlise de alimentos
suspeitos em laboratorio, uma série de fatores podem vir a interferir na
quantidade de enterotoxina estafilocdcica produzida, como por exemplo, pH,
temperatura, atividade de agua, concentragio de NaCl, necessidades
nutricionais, condi¢des atmosféricas (GENIGEORGIS, 1989).

Varias metodologias envolvendoe linhagens de Staphylococcus aureus
tém sido descritas na literatura no sentido de melhor elucidar questdes a
respeito de surtos de intoxicaglio alimentar, mastite bovina, infecgdo
hospitalar e taxonomia. O emprego de técnicas de biologia molecular tem
propiciado malor rapidez e confiabilidade nos resultados permitindo melhor
caracterizacio além de uma detecclio facil e segura.

Ao lado da tradicional fagotipagem, biotipagem, sorotipagem
(DAVIDSON, 1972), a analise do perfil plasmidial (MATTHEWS er al,,
1992), a eletroforese em gel de campo pulsado (BRANCHINI er al., 1993) e
outros métodos moleculares tém sido aplicados.

A utilizacio da eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS
(SDS-PAGE) tem aumentado em estudos de sistematica bacteriana
(JACKMAN, 1985) e de acordo com CLINK e PENNINGTON (1987), a
técnica tem sido aplicada com sucesse na identificacdo de linhagens
envolvendo diferentes espécies de Staphylococcus. COSTAS er al. (1989)
sugeriram perfis de proteinas totais por SDS-PAGE como ¢ritérios adicionals

em estudos epidemiolbégicos envolvendo S.awrens resistentes a meticilina
{MRSA).

O uso da reagfio em cadeia por polimerase (PCR) com primers de
oligonucleotideos para produzir fingerprints (impressio digital) de DNA de
linhagens bacterianas tem revolucionado o estudo dos microrganismos



(COUTINHO et al., 1993). Esta técnica consiste em detectar polimorfismos
de DNA entre linhagens, envolvendo a amplificacio de um DNA remplate
que resulta em distintos espectros de fragmentos do DNA amplificado
(WELSH et al.,1990). Comparando esta técnica com outros métodos de
deteccio existentes, pode-se afirmar que trata-se de uma metodologia de facil

execugio e interpretagdio. Sua utilizagfo foi relatada na detecglio de genes de
S aureus enterotoxigénicos (TSEN et al., 1992).

Recentemente, uma nova técnica de fingerprinting de DNA, o ensaio
de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA}, tem sido amplamente
descrita (WELSH ez al.,1990 ; WILLIAMS et al.,1990) proporcionando uma
nova metodologia na caracteriza¢do de bactérias (STEPHAN er al.,1994). A
técnica utiliza pequenos primers unicos de sequéncia arbitrdria para
amplificaciio de DNA gendmico. Os perfis dos produtos da amplificagfo,
obtidos apds separagio eletroforética, podem ser usados como fingerprints
das linhagens de vérias espécies de microrganismios (MAZURIER er al.,
1992). O ensaio de RADP ¢ répido, tecnicamente simples e ndo requer
conhecimento anterior da sequéncia do DNA gendmico. Mudangas minimas
na sequéncia do primer podem produzir mudancas nos fingerprints tornando
possivel a discriminagio visual entre linhagens (YOUNG et al., 1994).

Diante das dificuldades (tempo, custo) encontradas através das téenicas
convencionals, optou-se neste trabalho pelo emprego da técnica molecular
RAPD e da técnica quimiotaxondmica SDS-PAGE para a avaliagdo das
linhagens enterotoxigénicas selvagens de Smphvlococcus aurens ¢
principalmente sua comparagdo com as linhagens de referéncia procedentes
do “Food Research Institute”, University of Wisconsin, Madison, USA.

Apesar da técnica de PCR ser recente, ela tem sido bastante difundida
no campo da Biologia Molecular. Neste trabalho, com a metodologia de
RAPD utilizando primers de 10 pares de bases de sequéncia randdmica,
foram obtidos perfis dos fragmentos do DNA de todas as linhagens.

Com 2 finalidade de averiguar a variabilidade entre as linhagens, e a
possibilidade de organizar esta variabilidade em sub-grupos,foram obtidos,
além dos perfis dos fragmentos de DNA gerados por RAPD, os perfis
eletroforéticos das proteinas celulares totais através da eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE).



Com a utilizacio dessas duas téenicas, procurou-se verificar a
existéncia de correlagio entre os produtos de RAPD e perfis eletroforéticos de
proteinas totais com a capacidade de produgfo de enterotoxinas.



2. REVISAQ DE LITERATURA

3. 1. Taxonomia de Staphylococcus aureus

O Bergey's Manual of Svstematic Bacteriology (SCHLEIFER, 1986},
apresenta a familia Micrococeaceae composta por 4 géneros : Micrococcus,
Stomatococcus, Planococeus e Staphylococcus. O género Staphviococcus
encontra-se subdividido em 19 espécies e sub-espécies reconhecidas. No
entanto, FRENEY et al. (1988) citaram que 23 espécies do  género
Staphylococeus ja foram identificadas.

A quantidade das bases nitrogenadas guanina -+ citosina (G + C) do
DNA, bem como a composicio da parede celular, e a capacidade de crescer €
fermentar glicose anaerobicamente constituem em importantes aspectos para
a diferenciagéo do género Staphylococcus dos demais (BERGDOLL, 1979).

As trés espécies de Staphylococcus (S.aureus, S. intermedius ¢ S.hyicus
sub. hyicus) apresentam a capacidade de coagular o plasma de coelho. A
produgdo da enzima desoxiribonuclease termoresistente ¢ caracteristica
conferida a S.aureus, S.intermedius, S.hyicus sub. hvicus, S.carnosus (a
reaghio & retardada para esta especie) e as espécies S.epidermidis, S.simulans ¢
S hyicus sub. chromogenes S0 negativas ou fracamente positivas

(GENIGEORGIS, 1989).

Qutras espécies do género Staphylococcus, nao sO S.aureus, tem sido
descritas como capazes de produzir enterotoxinas, como S.hvicus,

S.chromogenes, S.intermedius, S.saprophyticus, S.lentus, Swarneri e S.sciuri
{(VALLE et al., 1990).



2. 2. Caracteristicas fisiologicas ¢ bioguimicas do microrganismo

Staphylococcus  aureus sio cocos, (ram  positivos, anaerdbio-
facultativos, catalase fortemente positiva, nio moveis, nio fotossintéticos e
ndo formadores de esporos (MINOR e MARTH, 1972). Sao microrganismaos
mesofilos que possuem temperatura 6tima de crescimento a 37°C, crescendo
melhor sob condicBes aerdbias. Segundo PEREIRA e SALZBERG (1982)
algumas linhagens apresentam a capacidade de crescimento methor a 39-40
°C, enquanto outras conseguem se desenvolver a 10 °C conforme relatado por
MINOR e MARTH (1972). O pH dtimo para crescimento de S.aureus esta na
faixa de 6,0 a 7.0, podendo o microrganismo crescer num intervalo de 4,0 a
9.8 como demonstrado por TATINI (1973).

Sobre o efeito da atividade de dgua (aw) no crescimento de S.aureus,
TATINI (1973) demonstrou que a aw Otima para 0 MICrOrganismo crescer é
maior que 0,99, com uma variagao de 0,83 a > 0,99, e relatou que S.aureus €
capaz de se desenvolver até em concentracdo de 20% de cloreto de sadio.

Quanto a producio da enzima coagulase, na identificaciio de S aurens,
tem sido demonstrado que esta propriedade no € Unica desta espécie, mas
também de S.intermedius, S.chromogenes e Shyicus (GILMOUR e
HARVEY, 1990).

A produgiio da enzima desoxiribonuclease termoresistente (TNAse) ¢
muito comum em estafilococos coagulase positivos (PARK et al.,1980)
consistindo portanto num fator importante no que diz respeito a identificagdo
de S.aureus.

A determinaciio das enzimas coagulase e TNAse ¢ amplamente
utilizada para indicar a existéncia de estafilococos enterotoxigeénicos
(VARADARAI e RANGANATHAN, 1985).



2. 3. Staphylococci atipicos

Diversos trabalhos tém estudado a existéncia da correlaggo da produgio
das enzimas coagulase e TNAse (BENNETT et al.,1986). Ainda que muitos
estafilococos sejam enterotoxigénicos, a producdo destas enzimas nao implica
na sua enterotoxigenicidade (OLIVEIRA, 1995) uma vez que a producdo das
enterotoxinas por linhagens staphylococci coagulase positiva e negativa ja foi
relatada (EVANS  ef al., 1950). As linhagens coagulase negativa,
originalmente foram classificadas como estafilococos atipicos, pois nao
poderiam ser classificadas como S.aureus, S.epidermidis ou S.saprophyticus
(LOTTER e GENIGEORGIS, 1975).

Segundo SPERBER (1976) devido a existéneia destas linhagens
coagulase negativa serem capazes de produzir enterotoxinas, a produgio de
TNAse é reconhecida como principal criterio na identificacio de S.aureus, no
entanto experimentos realizados por DANIELSON e HELLBERG (1977,
1984) citam a produgdo das enterotoxinas A, B e C, por estafilococos
coagulase negativos sem que o teste de TNAse fosse realizado.

FUKUDA et al. (1984) reportaram que 24% de 210 linhagens de
S intermedius (coagulase negativas e desoxiribonuclease termoresistente
positivas) provenientes de animais domésticos produziram uma oOu mais
enterotoxinas A, B ou C,

CRASS e BERGDOLL (1986) também descreveram a produgio de
enterotoxina tipo A e C por Staphylococei € S epidermidis. Algumas
linhagens produziram concomitantemente enterotoxina A e toxina TSST-1.

NANU e NARAYAN (1992) pesquisando estafilococos em produtos
carneos € plantas de processamento na india, relataram também a capacidade
enterotoxigénica de seis culturas no produtoras de coagulase.

Contrariamente do que se reportava no passado, onde lentavam-se
relacionar caracteristicas fenotipicas de S.auwreus com a produgdo de
enterotoxina, GENIGEORGIS (1989) afirma a  ndo existéncia desta
correlaciio entre enterotoxigenicidade e positividade de testes auxiliares.



2. 4. Enterotoxinas estafilococicas

As enterotoxinas estafilococicas estiio classificadas, de acordo com
suas propriedades antigénicas, em 5 grupos e sdo assim denominadas : EEA,
EEB, EEC (grupo subdividide em EEC;, EEC,, EEC;), EED e EEE
(BERGDOLL, 1983}, Uma sexta toxina EEF, também foi descrita e tem sido
implicada como o agente causador da sindrome do choque toxico. Nio tem
sido denominada como enterotoxina e sim como a toxina-! da sindrome do
choque toxico (TSST-1) (BERGDOLL, 1981).

A recente descoberta de um novo gene responsavel pela produgfio de
enterotoxina, denominado seg+, através de estudos com DNA de linhagens de
S qureus e mutantes, utilizando a técnica de hibridizagiio de DNA, indicou
que uma nova toxina emética ¢ por ele codificada. Este gene fol sequenciado

, mas a proteina denominada EEG ainda nio se encontra identificada
(BETLEY eral., 1992},

Recentemente, uma nova enterotoxina, antigenicamente distinta das
demais, denominada EEH foi identificada, purificada ¢ parcialmente
caracterizada (SU e WONG, 1995).

De acordo com BERGDOLL (1989), ainda permaneacem desconhecidas
cerca de 5% de enterotoxinas que nio se agrupam as outras ate entdo
mencionadas, embora sejam reconhecidamente aptas para provocar emese e
macacos, conforme verificado em estudos com S.Ayicus isolados a partir de
animais (HOOVER et al., 1983). Este fato foi também recentemente abordado
por SU e WONG (1993) que trabalharam com uma linhagem produtora de
algum tipo de enterotoxina estafilocécica ainda ndo identificada.



2. 4. 1. Caracteristicas fisico - quimicas das enterotoxinas

As enterotoxinas estafilococicas sfo proteinas simples de peso
molecular situado entre 26.000 a 29.000 daltons e estruturadas em uma Unica
cadeia polipeptidica rica em lisina, tirosina e 4cidos aspartico e glutémico.
Possuem dois residuos de cisteina, na posicio 106 proxima ao centro da
molécula, que formam uma alca de cisteina através de pontes de dissulfeto.
{uando encontram-se em estado ative, as enterotoxinas se mostram
resistentes 2 acldo de enzimas proteoliticas como pepsina, tripsina,
quimiotripsina, papaina e renina (VARADARAJ e RANGANATHAN, 1989 ;
BERGDOLL, 1989, 1990 ; TRANTER, 1990). Apresentam também a
propriedade de termoresisténcia conforme relatado por BAIRD - PARKER
{1990).

De acordo com BERGDOLL e ROBBINS (1973), estruturalmente, o
sitio de toxicidade da molécula proteica parece estar relacionado com 08
diversos residuos e a sequéncia de aminodcidos que envolve a alga de
cisteina, na ponte de dissulfeto. O fato desta sequéncia ser distinta entre as
enterotoxinas, leva a supor que ao longo do processo evolutivo a cadeia
proteica tenha sofrido substituigdes nos residuos de aminodcidos o que
conferiu 2 moléeula caracteristicas imunologicas diferenciadas mas,
mantendo inalterado o sitio envalvido com a propriedade téxica,

A andlise da sequéncia de aminodcidos destas proteinas revelou uma
grande similaridade entre EEA e EEE, enquanto EEB ¢ EECs formam outro
grupo similar. Por outro lado, EED foi considerada como uma molécula
distinta, assemelhando-se mais ao grupo EEA e EEE (BAYLES e IANDOLQ,
1989).

As caracteristicas das enterotoxinas estafilocéeicas estdio indicadas na
Tabela 1.



TABELA 1 - Caracteristicas das enterotoxinas estafilocdcicas

TIPO PESO MOLECULAR PONTO ISOELETRICO
{daltons)
A 27.100 8,1;7,3
B 28.366 8,380
9,1;94
C, 27.496 8,8:92
C, 27.532 5,6;09
75,76
C, 27.438 8,2
D 26.360 8,4
E 26425 8,0
¥* H 28.500 5,7

* caleulado pela sequéncia nucleotidica (TRANTER, 1990)

*+* S & WONG (1995)
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2. 4. 2. Toxicidade e mecanismo de a¢fio das enterotoxinas

Staphylococcus aureus tem a capacidade de metabolizar mais de 34
proteinas extracelularmente e muitas dela parecem estar envolvidas no

processo de patogenicidade e viruléncia da bactéria (IANDOLO, 1989).

Os sintomas classicos observados na intoxicacho estafilocéceica sdo o
vomito e a diarréia, podendo também aparecer calafrios, dores abdominais e
nauseas. Muito raramente a febre € observada. O perfodo de incubagio pode

variar de 30 minutos a & horas, com wm tempo médio de 4 horas (BETLEY,
1994).

As intoxicagbes alimentares causadas pela ingestdo de enterotoxinas,
previamente elaboradas nos alimentos, apresentam durabilidade fugaz, com
carater ndo fatal, com restabelecimento observado em torno de 24 a 72 horas
(BERGDOLL, 1990), embora de duragfo curta, o surto de intoxicagdo pode
assumir propor¢des maiores dependendo da populagao afetada.

O alvo de aglio das enterotoxinas € o trato digestivo, embora alteracdes
na pressdo arterial e temperatura indicando a passagem das enterotoxinas do
estdmago e trato intestinal para o sistema circulatério, ainda que em niveis
muito baixos, ja tenham sido evidenciadas (RERGDOLL, 1983).

A reaglo de vOmito ¢ decorrente do estimule dos receptores eméticos,
localizados no estdmago e intestino, que ¢ transmitido via vago e nervos
simpaticos até o centro do vomito (TRANTER, 1990). Por sua vez, o estimulo
diarreico, considerado o segundo mals comum sintoma da intoxicacfo
alimentar, tem o seu mecanismo ainda nfo totalmente elucidado. Acredita-se
gue possa ser atribuido a inibigdo da sbsorgio da 4gua, de forma semelhante
ao mecanismo de ativacfio de adenil ciclase como ocorre em enterobactérias

com consequente aumento do fluxo de liquido transmucoso ao limem
intestinal (BERGDOLL, 1970).

Recentemente, as enterotoxinas tém sido estudadas quanto ao profundo
efeito que exercem sobre 0 sistema imune, visto que sfo potentes indutores da
produgio de mensageiros quimicos (interleucina-1, interleucina-2, fator
necrosante tumoral e interferon-y) apresentando a capacidade de aumentar ou
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reprimir a producio de anticorpos, e de induzir a proliferacio dos linfocitos T
(FAST et al., 1989). Com base nos efeitos que exercem sobre as células T, as

enterotoxinas t€m sido denominadas de “superantigencs” (MARRACK e
KAPPLER, 1990).

TRANTER(1990) sugeriu que estas observagbes podem contribuir para
um melhor entendimento da agfo das toxinas, como por exemplo, a
possibilidade da ativagio de células T, acompanhada pela secregiio de
linfocinas, responsaveis por alguns efeitos patologicos causados pelas toxinas
no homem, incluindo vémito, diarréia e choque.

Contrariamente, HARRIS er ol (1993) ao trabalharem com linhagens
enterotoxigénicas produtoras de enterotoxina A e B e linhagens mutantes,
afirmaram que ndo hd uma perfeita correlaglo estabelecida entre a
proliferagdo de células T provocada pelas enterotoxinas (atividade
mmunoldgica) e a atividade emética ( BETLEY e HARRIS, 1994)



2. 5. Genes toxigénicos de Staphylococcus aureus

Os determinantes genéticos envolvidos na sintese de enterotoxinas
permanecem ainda no totalmente elucidados (IANDOLQ, 1989),

A primeira evidéncia da localizagdo cromossomal do gene sea+,
responsavel pela produciio de EEA, foi relatada por SHAFER e IANDOLO
(1978) que nido associaram EEA a nenhum plasmidio detectavel. Técnicas
convencionais de wansformacio demonstraram que sea+ esti localizado no
Cromossomo entre os marcadores pur-110 e #v-129 em 24 de 29 linhagens de
S.aureus examinadas (PATTEE e GLATZ, 1980 ; MALLONEE et al., 1982).
O fato de que para 5 linhagens sea+ nio apresentou a mesma localizacio
entre os marcadores pur e ilv (purina ¢ isoleucina-valina) ou mesmo em
nenhuma outra regido, sugere que sea+ Ou UM gene NEcessario para sua
expressdo pode ser um elemento genético movel (MALLONEE et al., 1982).

Comparando-se o0s perfis obtidos por hibridizacio de DNA total de
linhagens Seat e Sea-, BETLEY et al. (1984) aventaram a possibilidade de
que sea+ esteja localizado num fragmento de 8 - 12 kilobases (kb). Com a
finalidade de se estabelecer a identificaciio deste elemento, estudos sobre
producdo de EEA estar associada a fagos, tiveram que ser reexaminados
(CASMAN, 1965 ; JARVIS e LAWRENCE, 1971).

Um fago isolado de Sauwreus PS42-D (denominado fago P8§42-D)
possui DNA que hibridiza com uma sonda derivada de sea+, 0 que vem a
demonstrar que um gene estrutural para EEA estd contido no fago, que por
sua vez contém uma molécula linear de DNA de 42 kb com extremidades
coesivas ¢ um sitio de ligacio (attP) localizado proximo ao meio da molécula
(BETLEY ¢ MEKALANOS, 1985). Baseado nos estudos genéticos, o gene
sea+ estd contido em fagos que apresentam um sitio preferido de integraciio
ao cromossomo na regifio pur - ilv (PATTEE e GLATZ, 1980 : MALLONEE
etal., 1982 ¢ BETLEY ¢ MEKALANOS, 1985).

Através de analises de hibridizacio de DNA e RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism), demonstrou-se que sea+ estd associado a
uma familia de fagos similares, porém nfo idénticos {BETLEY e
MEKALANOS, 1985), e também que a incapacidade de se detectar seq+
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fagicos em todas as linhagens Sea+ ¢ devido a presenca de fagos imperfeitos

ou fagos com sequéncia alterada ( CASMAN, 1965 : BETLEY e
MEKALANOS, 1985).

O gene see+ que codifica a enterotoxina E, identificado quando isolado
do banco gendmico de uma linhagem de S.aureus, fol expresso em F.coli e
codificou uma proteina extracelular de 26.425 Da, que apés reacio
imunolégica foi confirmada como sendo EEE (COUCH er o/, 1988). Estes
mesmos pesquisadores afirmaram que see+ € parte de um fago que estd
relacionado com a familia de fagos que contém sea+ e ainda, sugeriram que
este mesmo gene pode estar relacionado com fagos imperfeitos.

Pesquisas sobre os determinantes genéticos de EEB enfatizam a
instabilidade estrutural de gene seb+ (RANELLI er ar., 1983) e sugerem que
este gene possivelmente seja parte de um elemento genético mdvel como um
fago ou um transposon (BETLEY et @l., 1986). Entretanto, a possibilidade de
seb+ tratar-se de um transposon comum foi eliminada quando JOHNS e
KHANS (198R) determinaram seu tamanho (26.8 kb), e ainda levantaram a
possibilidade do elemento que contém seb+ tratar-se de um plasmidio
integrado.

Um trabatho, citado na literatura, examinando uma linhagem de
S.aureus de origem clinica, relata a existéncia de um plasmidio, denominado
pZAl0, de 56.2 kb, que aparentemente parecia conter seb+ e sect
(ALTBOUM et /., 1985). Varias linhagens Seb+ ndo tinham nenhum
plasmidio detectavel associado a expressdo de seh+ e assim sendo, este gene
foi considerado de localizacdo cromossémica nestas linhagens.

Dentre os genes responsaveis pela produgéo das enterotoxinas, o gene
sect+ € 0 menos caracterizado quanto & sua localizacdo. Como mencionado
anteriormente, o plasmidio pZA10 aparentemente contém sec+ (ALTBOUM
et al., 1985), entretanto, em todas as outras linhagens examinadas sec+ niio
fo1 associado a nenhum plasmidio detectavel (BOHACH e SCHLIEVERT,
1987 ; BETLEY et al., 1981) e, por esta razdo, assummiu-se que sec+ possui
localizacdo cromossomal.



Os estudos genéticos envolvendo a enterotoxina D, ndo tem sido até o
momento objeto de tantos estudos como das demais. Segundo BAYLES e
IANDOLO (1989) que tém trabalhado ativamente nesta 4rea, o gene sed+
seria de origem plasmidial e estaria contido num plasmidio de 27.6 kb
relacionado com resisténeia 4 penicilina ¢ ao cadmio. Pelo menos 21
linhagens Sed+ foram examinadas e todas apresentaram plasmidios contendo
sed+ com padrdes idénticos de restrigdo ( IANDOLQO, 1989 ; SOLTIS e ol.,
1990 ¢ BAYLES e IANDOLO, 1989).

Mais recentemente, BETLEY et al. (1992} examinaram o DNA de
linhagens de Sawrens que produziram enterotoxinas desconhecidas e
identificaram ¢ gene de uma nova enterotoxina, denominado de seg+. a
descoberta deste gene se deu através da hibridizagio do DNA da linhagem
S.aureus MIBEO1 contendo seg+ com uma sonda contendo sect. As analises
dos clones estafilocdcicos recombinantes indicaram uma toxina emética,
EEG, que ¢ codificada por seg+. A proteina EEG ainda nfo se encontra
purificada e o gene seg+ embora & tenha sido sequenciado (BETLEY et al.,
1992 . MUNSON e BETLEY, 1991) ainda n8o possui localizacdo
determinada no genoma.

Quanto a recente descoberta da nova enterotoxina estafilocdcica H por
SU e WONG (1995), embora exista um trabalho destes pesquisadores gquanto
a caracterizagdo de EEH, ndo ha ainda na literatura mengdo sobre o gene que
a codifica € nem sua localizagio.

O advento da Tecnologia do DNA Recombinante {TDR) tem permitido
a identificacdo, clonagem e sequenciamento de genes responsiveis pela
producdo de varias toxinas e fatores de viruléncia, entretanto muitas questoes

a respeito da regulacfio e expressio génica ainda precisam ser elucidadas
(IANDOLQO, 1989).



2. 6. Caracterizaciio molecular de linhagens bacterianas

Segundo BERGDOLL (1972) a identificaglio de Staphylococcus aureus
pode ser feita atraveés da analise morfoldgica das células e de uma bateria de
testes bioquimicos e fisiologicos. No entanto, apesar do nimero expressivo de
testes, nem sempre se chega a resultados conclusivos, que permitam afirmar
qual € a espécie em estudo, além de consumir muito tempo e material. A
realizacdo de uma série de testes bioquimicos de caracterizacio de uma
linhagem de Sraphylococcus pode representar apenas 1% do potencial
genético (PRIEST e AUSTIN, 1993}, que ¢ a fonte de toda informacio
taxondmica.

O genoma bacteriano € responsavel pela produciio de quase 2.000
proteinas, com fungdes enzimaticas ou estruturais. A eletroforese de proteinas
celulares totais em gel de poliacrilamida (PAGE), técnica amplamente
utilizada na taxonomia bacteriana, promove a separa¢iic parcial em bandas
individuals representando muitas das proteinas que compde a célula
bacteriana. Embora este padrfo reprodutivel seja complexo, representa o
fingerprint da linhagem e pode ser usado para efeitos comparativos (PRIEST
e AUSTIN,1993), aumentando o poder discriminatorio do método {COSTAS
et al., 1989).



2. 6. 1. Analise de Proteinas

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) de proteinas
hacterianas solubilizadas através de tratamento com dodecil sulfato de sodio
(SDS), ndo ¢ uma metodologia recente, mas ainda vem sendo amplamente
utilizada em estudos de taxonomia (CLINK e PENNINGTON, 1987).

As bandas proteicas reveladas no gel eram usualmente submetidas a
comparacdo visual com 0s padrdes, consistinde portanto numa andlise
subjetiva, até que KERSTERS e DE LEY (1975} introduziram a analise por
densitometria com auxilio de computador, promovendo assim analises
rapidas, ficeis e de muita utilizacBio na classificaglio e identificaglo das
bactérias.

A téenica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS
continua sendo usada com sucesso por alguns pesquisadores, como € 0 caso
de CLINK e PENNINGTON (1987) que estudaram 4 espécies de
Staphylococcus (S.aureus, S.epidermidis, S.saprophyticus e S.capitis) e
através da analise visual das bandas de proteinas obtidas, sugeriram que
embora SDS-PAGE possa ser utilizada na idemificagiio de espécies de
Staphylococcus, este tipo de andlise ndo se constitul uma base para sua
caracterizachio. Foram observadas diferencas entre linhagens de mesma
espécie, confirmando os estudos de KRIKLER et al.(1986) que demonstraram
pequenas variagdes nos perfis de linhagens de Saureus, ¢ também de acordo
com VAN BELKUM (1994) que defendia a utilizaco de analises fenotipicas
para se discriminar linhagens de diferentes especies.

De acordo com COSTAS et al.(1989), que analisaram 50 linhagens de
S.aureus, dentre elas 41 resistentes & meticilina (MRSA), a téenica de SDS-
PAGE de proteinas totais juntamente com andlise mumérica computacional

consiste num critério adicional ao estudo epidemiologico ¢ evolutivo de
MRSA.

Um exemple da aplicagdo deste método estd descrito no trabalho de
LEE e BURNIE (1988) que ao estudarem 133 isolados de S.qureus resistentes
3 meticilina (MRSA), através da técnica de immunoblotting, conseguiram
obter seus respectivos fingerprints, confirmando as linhagens epidémicas e
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agrupando as restantes em sete grupos distintos mediante resultados de
fagotipagem e antibiogramas.

Embora a analise de proteinas através da comparaglo dos perfis
eletroforéticos apresente uma série de vantagens (rapidez, facilidade,
reprodutibilidade), quando se trata de estudos de sistematica bacteriana, esta
téenica tem sido utilizada em conjunto com téenicas tradicionais de
taxonomia.

it



2.6.2. Analise de DNA

O sequenciamento do genoma intelro de uma bactéria é uma pratica
invidvel mesmo pelas modernas técnicas de andlise de DNA atualmente
disponiveis. O que normalmente se utiliza ¢ a comparacio dos genomas
bacterianos entre si, onde o DNA de uma bacteria desconhecida é disposta de
maneira que o DNA da bactéria de referncia possa ser pareado e a homologia
entre os DNAs calculada. Porém, os resujtados obtidos nem sempre permitem
afirmar a distingfo entre algumas espécies.

Segundo VAN BELKUM (1994), uma série de técnicas de biologia
molecular vém sendo descritas na literatura no sentido de melhor elucidar
investigacBes epidemiologicas. Essas técnicas moleculares conduzem a uma
maior rapidez e confiabilidade nos resultados, permitindo uma detecglio facil
e segura do microrganismo sob investigacao.

Muitas metodologias envolvendo S.aureus ja foram reportadas, entre
elas, PREVOST et al. (1992) estudaram 239 linhagens de S.aureus resistentes
4 meticilina (MRSA) provenientes de 142 pacientes e ao utilizarem a técnica
de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) obtiveram 26 fingerprinis
diferentes, contrariando os resultados obtidos com ribotipagem, que nfo
permitiram distingao entre linhagens, tevando os pesquisadores a sugerirem
que PFGE seria um método mais efetivo, no que diz respeito ao estudo
epidemiologico de linhagens MRSA.

MATTHEWS erf al. (1992) ao estudarem espécies de Staphylococcus de
origem bovina, realizaram a andlise do perfil plasmidial destas linhagens com
a finalidade de identificago, mas concluiram néo ftratar-se de um método
adequado para este fim.

NOTERMANS ef al. (1988) utilizaram 3 diferentes sondas sintéticas
para hibridizagio de DNA visando a detecclio de linhagens de S.aureus
enterotoxigénicas produtoras de EEB e EEC. Das 210 linhagens estudadas,

ambas as linhagens produtoras de EEB (21) e EEC (69) foram identificadas
com a utilizagdo de apenas uma das trés sondas.

No Brasil, BRANCHINI ef al. (1993) estudaram linhagens de MRSA
provenientes de dois hospitais de S3o Paulo e apds seus experimentos
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~ observaram que, com a aplicaglio de eletroforese de DNA em gel de campo
pulsado juntamente com a técnica de analise plasmidial com enzimas de
restricio (REAP) permitem a caracterizago destas linhagens.

O surgimento de uma nova técnica molecular, denominada Reacgio em
Cadela por Polimerase (PCR) tem revolucionado o estudo da genética dos
microrganismos, sendo considerada um marco para a biologia molecular
(COUTINHO et al., 1993). PCR consiste numa reaciio enzimética em cadeia
que durante varios ciclos, duplica fitas complementares da sequéncia alvo do
DNA. Bsta reacdo utiliza primers (oligonucleotideos sintéticos)
complementares & pequena sequéncia, em fitas opostas, que flanqueiam o
DNA farget (alvo). O ciclo padrdo de PCR consiste de : 1) aguecimento
proximo a temperatura de ebulico, para desnaturagio do DNA molde (94°C)
- 2) resfriamento para permitir o anelamento dos primers as sequéncias do
DNA molde (34 °C) ; 3) aquecimento moderado permitindo a extensdo dos
primers anelados pela aglo da uma enzima DNA polimerase termo-estavel
duplicando o DNA alve ( 72°C) ; e 4) desnaturagdo do duplexes recém-
formados, retornando entdo a primeira etapa do ciclo. A sequéncia de DNA
alve é duplicada desta forma a cada ciclo. A amplificagio prossegue
exponencialmente, chegando-se a 1 milhdo de vezes apos o vigésimo ciclo.
Cada ciclo tem duracio de 3 2 5 minutos e, ¢ repetido de 30 a 40 vezes. O
procedimento completo ¢ finalizado em 2 a 4 horas (BROCK & MADIGAN,
1991).

A obtencio de uma DNA polimerase termo-estavel (95 °C), extraida de
uma bactéria termofilica Thermus aguaticus, denominada de  Tagq
polimerase (SAIKI er al, 1988) e o desenvolvimento de equipamentos
automaticos de PCR tém facilitado 2 introdugdo desta ftécnica nos
laboratorios, bem como aumentado suas aplicagdes (VAN BELKUM, 1994),
niio sé pela rapidez, como pela facilidade de realizagdo.

Os produtos obtidos da amplificacdo sio separados por eletroforese em
géis de agarose (GIOVANNONI, 1991). Este processo fem como resultado
um padrio de bandas semelhantes 4 um codigo de barras. A esse codigo
damos © nome de fingerprints (impressoes digitais) da bactéria, que
possibilitam nfo s6 caracterizar como diferenciar espécies ou estirpes
diferentes, pelo namero e tamanho dos fragmentos amplificados
(COUTINHO et al., 1993 ; MATTHEWS e OLIVER, 1994).



dATP + dCTP + dGTP + dTTP
polimerase

DNA
seqiéncia alvo
ciclo 1
20-30 D ST desnaturagao do DNA ¢
PR NN .
ciclos pareamento de primers

alongamento da siniese do
DNA

DNA amplificado

Figura 1 - Representagdo simplificada da Reagdo em (Cadeia por Poizmerase
(PCR}. { ocmmmm ), primer ; (), DNA amplificado no minimo 10°
vezes ao original (KAJL, 1993).
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A reagio de PCR também oferece a possibilidade da rapida
identificacdo de bactérias, bem como sua detecgio em alimentos, como
reportado por FACH et al. (1993) em trabatho desenvolvido com linhagens de

Closiridium botulinum produtoras de toxina A, responsaveis pelo botulismo
humano.

NIEDERHAUSER er «l (1992) através da utilizagho do PCR
conseguiram detectar a presenca de Lisferia monocylogenes em alimentos
artificialmente contaminados com apenas 10 bactérias em cada 10g.

De acorde com WILSON er al (1991) ¢ possivel detectar
Staphylococcus aureus enterotoxigénicos em leite com a utilizaglo desta nova
téenica molecular, ¢ também amplificar ¢ detectar seus genes toxigénicos.
Outro trabalho, envolvendo este microrganismo, afirma a possibilidade de sua
deteccdo quando presente apenas em 10° - 10’ células / grama de alimento

nio havendo evidéncia de interferéncia da microflora contaminante natural
(TSEN e CHENG, 1992).

Estudos epidemioldgicos clinicos desenvolvidos sobre S.aureus
resistentes a rpeticiiina (MRSA) utilizaram PCR com sucesso (MURAKAMI
et al., 1991 ; UNAL et al., 1992).

A obtencdo de fingerprints de DNA de S.aureus de origem bovina
através do PCR foi objetivo atingido por MATTHEWS ez al. (1994). Em
concordincia, BELKUM ef «L(1993) nio s6 obtiveram fingerprints de DNA
de S.aureus (MRSA) com a mesma téenica molecular, como também
confirmaram seus resultados com a tradicional fagotipagem.

Recentemente, uma nova técnica de fingerprinting de DNA
denominada RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA, foi descrita
(WELSH e Mc CLELLAND, 1990 ; WILLIAMS et al., 1990) e tem sido
amplamente utilizada. A técnica, uma variante da metodologia tradicional de
PCR, utiliza pequenos primers nicos de sequéncia arbitraria para amplificar
DNA gendmico, sem requerer conhecimento prévio da sequéncia do DNA a
ser amplificado (WILLIAMS et al., 1990). Os perfis dos produtos obtidos na
amplificagiio, apds a separagfo eletroforética, podem ser usados como
fingerprints de linhagens de varios microrganismos tanto procariontes como
eucariontes {CANCILLA et al., 1992 ; MAZURIER ef al., 1992 ; MYERS et
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al., 1993), permitindo discniminac@o entre elas (LAWRENCE er g/., 1993).
Assim sendo, a técnica de RAPD vem proporcionando uma nova estratégia

para metodologia na caracterizacdo de microrganismos (STEPHAN er of.,
1994).

WILLIAMS ez al. (1990) mostraram que primers, compostos por 10
nucleotideos de sequéncia arbitraria, podem ser usados para a obtencio de
fingerprints através da Reaclo em Cadeia por Polimerase (PCR).

Qutra caracteristica importante do RAPD, além de sua rapidez e
simplicidade (SAULNIER ef a/., 1993), consiste no fato de que minimas
alteracBes na sequéncia dos primers ou nas condi¢des de amplificagio podem
resultar em dramaticas mudancas nos perfis a serem obtidos (PREVOST ef
al., 1992).

STEPHAN et al. (1994) caracterizou Bacillus licheniformis com o
emprego da técnica de RAPD utilizando 2 primers compostos de 10
nucleotideos. Bacillus thuringiensis também fol identificado e diferenciado de

Bacillus cereus através da utilizagfo desta nova técnica molecular em estudos
desenvolvidos por BROUSSEAU et al. (1993).

Fingerprints de isolados de Yersinea enterocolitica obtidos pelo ensaio
de RAPD permitiram RASMUSSEN et al. (1994) discriminarem linhagens
patogénicas das nédo - patogénicas.

LAWRENCE et al. (1993) empregaram um primer (10 nucleotideos)
no estudo de 91 linhagens de Listeria monocvtogenss e, através dos
fingerprints obtidos por RAPD, sugeriram um sorotipo que seria o mais
frequente em linhagens provenientes de alimentos.

Estudos com o género Staphviococcus, envolvendo esta nova teécnica de
biologia molecular, também foram reportados. Ao estudarem isolados de
Staphylococcus haemolyticus, provenientes de doentes apresentando guadro
clinico de peritonite, YOUNG ef al. (1994) conseguiram discriminar
linhagens anteriormente indistinguiveis. Ja SAULNIER er al. (1993)
obtiveram os fingerprints de 26 linhagens de S.qureus resistentes & meticilina
{MRSA) através de RAPD e cletroforese em gel de campo pulsado, ¢ ao
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compararem os resultados obtidos concluiram que este ultimo consiste no
methor método para a caracterizag¢@io de MRSA,

A utilizacio da metodologia de RAPD para gerar fingerprints de DNA

de origem bacteriana, viral, fingica, vegetal e animal (CAETANO-
ANOLLES et al., 1991) tem sido reportada.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens de S.qureus

Foram utilizadas 22 linhagens selvagens de S.awreus isoladas no
Laboratério de Microbiologia da FEA / UNICAMP provenientes de leite cru e
presunto.

Como linhagens-padrio produtoras de enterotoxina foram utilizadas as
linhagens: 772 (EEA), S$6 (EEB), 1230 (EEC) e 1151 (EED), fornecidas
pelo “Food Research Institute”™ FRI, University of Wisconsin, Madison,
USA.

As designagdes e procedéncias das linhagens de referéneia e das
linhagens selvagens utilizadas neste trabatho estdo indicadas na Tabela 2.

As linhagens foram mantidas em meio BHI (Brain Heart Infusion,
Difco) solido (1,5% égar) na geladeira.

As linhagens utilizadas neste trabalho provenientes de leite cru (17}
foram gentilmente cedidas pela doutoranda Ana Maria de Oliveira. As demais

linhagens (5), provenientes de presunto, foram fornecidas pelo Laboratorio de
Microbiclogia (FEA-UNICAMP).

Todas as linhagens utilizadas neste trabalho j& haviam sido
caracterizadas quanto a0 seu  comportamento morfolégico  (Gram),

bioguimico (catalase, coagulase e TNAse) e sorologico (foxinas).

A caracterizacio das linhagens selvagens utilizadas neste frabalho estdo
indicadas na Tabela 3.
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TABELA 2 - Procedéncia das linhagens de S.aureus.

n? linhagens designacio procedéncia - origem
neste trabatho

i S.aureus 772 (EEA - padriio} A FRI {Wisconsm, EUA)

2 S.aurcus 56 {(EEBR - padrio) B FRI {Wisconsin EUA)

3 S.aureus 1230 {EEC - padrio) C FRI {Wisconsin,EUA)

4 Saureus 1151 (EED - padrio) D FRI (Wisconsin EUA)

3 Saureus (EEA - selvagem) Al Lab. Microbiol, (UNICAMP}
6 S.aureus (EEA - selvagem) A2 Lab. Microbiol. (UNICAMP)
7 Sawreus {EEA - selvagem) Al 1.ab. Microbiol (UNICAMP)
8 S.aureus (ELA - selvagem) Ad Lab. Microbiol. (UINICAMP)
9 S.aureus (EEA - selvagem) AS Lab. Microbiol, {UNICAMP)
10 § Sawreus (EEA - selvagem) A6 Lab, Microbiol (UNICAMP)
11 1 S.gureus (EEB - selvagem) B1 Lah. Microbiol. (UNICAMP)
12 | S.aureus (EED - selvagem) B2 Lab. Microbiol. (UNICAMP)
13 | Saureus (EEB - selvagem) B3 Lab. Microbiol, (UNICAMP)
14 | Sawreus (EEB - selvagem) B4 Lab. Microbiol. (UNICAMBP)
15 | Saureus (EEC - selvagem) ¢l Lab. Microbiol. {UNICAMPY
16 1 S.gureus {EEC - selvagem) C2 Lab, Microbiol. (UNICAMP)
17 | Sauwreus {EEC - selvagem) C3 Lab. Micrebiol. (UNICAMP)
18 | Saqurens {EEC - selvagem) C4 Lab. Microbiol. (UUNICAMP)
19 | Sawrens (ERC - selvagem) C5 Lab. Microbiol. (UNICAMP)
20 | S.aureus {EEC - selvagem) Cé Lab, Micrabiol. (UNICAMP)
21 1 Saureus {EED - selvagem) 1 Lab, Microbiol (UNICAMP)
32t Saurens (EED - selvagem) D2 Lab, Microbiol. (UNICAMP)
23 1 Sawreus (EED - selvagem) D3 t.ab. Microbiol. (UNICAMP)
24 | S.awrews (EED - selvagem) D4 Lab. Microbiol. (UNICAMP)
25 | S.aweus {EED - selvagem) D3 Lab. Microbiol, (UNICAMP}
26 | Saureus {EED - selvagem) Dé Lab. Microbiol. (UNICAMP)

Observagio : Todas as linhagens selvagens foram provenientes de leite cru,
com excegdo das linhagens C2, C3, C4, C5 ¢ C6 provenientes de presunto,



TABELA 3 - Caracterizacdio das linhagens selvagens utilizadas.

Linhagens

™)

Gram

Testes

Catalase

Coagulase

TNAse
(*%)

Al
A2
A3
A4
A>
Ab
Bl
B2
B3
B4
Cl
C2
C3
C4
Cs
C6
Dl
D2
D3
D4
D5
D6

N T T T T S e N S A A N T

N T T T S S S S A A S S Y SR S A

**)

+ o+ o+ o+

R

+ o+

. Tk T T T T S S R R R A A A A A

* Toxinas detectadas pelo método de Quchteriony modificado.
ROBBINS (1974)

** BAER (1981)

*#% BENNETT (1971)
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3.2. Meios de cultura
- Meio de enriquecimento : Infusdo de cérebro e coragio (BHI, Difco).

- Meio diferencial e seletivo (Baird - Parker ,Difco), adicionado de telurito de
potassio (1%) e gema de ovo (5%).

3.3. Extraciio e Purificaciio do DNA cromossimico

O DNA cromossdémico foi extraido de acordo com a metodologia de
MATTHEWS er a/. (1994) com algumas modificacdes.

O crescimento da bactéria Staphviococcus aureus foi feito em tubos de
ensaio contendo 5 ml de meio BHI { Brain Heart Infusion). A incubago fo
feita a 37°C por 5-6 horas (D.O.= 0,7). As culturas foram transferidas para
fubos tipo Eppendorf e centrifugadas por 3 minutos a 12.000 rpm em uma
microcentrifuga, sendo o sobrenadante descartado.As células  foram
suspendidas em 500ul de solugho TE (Tris-HC] 10mM, pH 8,0 ¢ EDTA
1mM) e lisozima (2 mg/mi). A lise das c€lulas foi feita primeiramente a 37°C
por 45 minutos ¢ posteriormente com adiciio de 25 ul de Tris-HCI (100mM,
pH 8,0), 50ul de EDTA (0.5 M, pH 8,0), 15 ul de NaCl 5M, 10ul de SDS
(dodecil sulfato de sodio) 10% e 4,5 pl de proteinase K {20mg/ml) a 50°C até
o clareamento da suspensio acima (aproximadamente | hora}.

A purificagio do DNA foi feita atraves de duas extragoes
fenol:cloroformio (1:1) na suspensdo de células lisadas. A fase orgénica foi
descartada e & fase aquosa foi realizada nova extragdo com cloroférmio na
proporgio de 1:1. A solugdo foi armazenada a -20°C.

3.4. Dialise do DNA cromossomico

A solucio contendo DNA foi colocada cuidadosamente, com ponteiras
cortadas, em pequenas membranas de didlise e foram dialisadas contra
tampao TE (Tris-HCH 10mM, pH 8,0 ¢ EDTA ImM) por 36 horas. O tampéo
foi trocado a cada 24 horas. Em seguida, o material foi concentrado com
polietilenoglicol (PEG, 6.000).



O preparo das membranas de didlise foi realizado de acordo com
SAMBROOKX er al., 1989.

3.5, Quantificagio do DNA cromossémico

A quantificagdo do DNA foi feita por comparagdo com padrées de
DNA de concentragio conhecida do fago A

Uma aliquota de 5l de DNA dialisado foi cuidadosamente transferida
para um tubo de microcentrifuga tipo Eppendorf, onde adicionou-se 2ui de
soluciio corante (glicerol 25%, SDS 1%, azul de bromofenol 0,25%, xienoc
cianol 0,25% e EDTA 150mM, pH 8,0). Em seguida a aliquota foi aplicada
em gel de agarose 0,8%, solidificado em molde acrilico com 30 canaletas,
juntamente com um marcador-padrao de concentragdo conhecida de DNA do
fago . A solucdo tampdo utilizada para a eletroforese foi TAE ( TRIS -
acetato 4,0 mM, EDTA ImM, pH 8,0). A eletroforese foi feita a 100 V.
Posteriormente, 0 gel foi imerso em solugio tampdo TAE contendo brometo
de etidio (5 pg/ml) por 30 minutos, sendo o excesso removido por lavagem
do gel em dgua destilada. Em seguida, o DNA foi visualizado através de um
transiluminador (Iuz U.V.), e finalmente teve sua concentragao obtida atraveés
da comparacio com o DNA de concentragio conhecida.

3.6. RAPD por Reaciio em cadeia da polimerase (PCR)

A metodologia foi a descrita por MATTHEWS er al. (1994) com
algumas modificagdes.

A amplificaciio do DNA foi feita num volume total de 25l em tubo de
microcentrifuga tipo Eppendorf (500ul), contendo 30 ng de DNA template,
15pM de primer, 100 uM de cada nucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP),
1 unidade de enzima Tag polimerase {Pharmacia) , 2,5 pi (10% do volume
final) de Tampao (Tag), 4pM finais de MgCl, e o restante do volume de agua
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Milli Q (at¢ completar 25ul). A cada reacio adicionou-se uma gota de dleo
mineral e a amplificacdo correu 45 ciclos em um DNA Thermal Cycler
(Perkin Elmer). Um ciclo consistiu de 1 min a 94°C (desnaturagio), 1 min a
34°C (anelamento) e 2 min a 72°C (polimerizacio). A reaciio controle foi feita
com 0s mesmos reagentes acima, sem a adicio de DNA.

Apds o término de cada reaclio, os produtos da amplificacio foram
O r " .
armazenados a -20°C até que fosse realizada a eletroforese deste material.

Os primers utilizados nos experimentos de RAPD foram dos kits Q
(OP(s) e R (OPRs), da Operon Technologies,inc. Os codigos bem como as
composi¢cdes de bases dos primers estio indicados na Tabela 4.

3.7. Eletroforese do DNA amplificado

A metodologia foi a descrita por MATTHEWS ef al. (1994) com
algumas modificagdes.

Um volume de 12 pl da mistura obtida pela reagfio em cadeia da
polimerase (PCR) foi transferido para tubos de microcentrifuga tipo
Eppendorf conendo solugdio corante (glicerol 25%, SDS 1%, azul de
bromofenol 0.25%, xileno cianol 0,25% e EDTA 150mM, pH 80) e
aplicados em gel de agarose 1%, solidificado em molde acrilico com 30
canaletas, em tampdo TAE (Tris - acetato 4,0 mM, EDTA 1mM, pH 8,0). A
eletroforese foi feita em tampfio TAE durante aproximadamente uma hora a
100 V, o que significa dizer que houve migracio dos produtos de RAPD por
35mm no gel. Posteriormente, o gel foi imerso em tampdo TAE contendo
brometo de etidio (5 pg/ml) por 30 minutos, sendo o excesso removido por
lavagem do gel em agua destilada. Em seguida, o DNA fol visualizado
através de um wansiluminador { luz U.V. ) acoplado a uma maquina
fotografica Polaroid modelo MP4+, e fotografado com filme Polaroid tipo
667. Também foi aplicado no gel um marcador de peso molecular (Jadder de
1 kb, Gibeo, BRL).
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TABELA 4 - Primers utilizados nas reacoes de RAPD.

Codigo do primer

Composicido de bases

(5'-3)
OPQ1 GGGACGATGG
OPQ2 TCTGTCGGTC
OPQ3 GGTCACCTCA
OPQ4 AGTGCGCTGA
OPQ5 CCGCGTCTTG
OPQ6 GAGCGCCTTG
OPQ7 CCCCGATGGT
OPQ8 CTCCAGCGGA
OPQ9 GGCTAACCGA
OPQ10 TGTGCCCGAA
OPQ11 TCTCCGCAAC
OPQ12 AGTAGGGCAC
OPQ13 GGAGTGGACA
OPQ14 GGACGCTTCA
OPQ15 GGGTAACGTG
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TABELA 4 - Continuacio.

Codigo do primer

Compeosiciio de bases

(5" -3)

OPR1 TGCGGGTCCY
OPR2 CACAGCTGCC
OPR3 ACACAGAGGG
OPR4 CCCGTAGCAC
OPRS GACCTAGTGG
OPR6 GTCTACGGCA
OPR7 ACTGGCCTGA
OPRE CCCOGTTGCCT

Em negrito, primers utilizados para analise.



3.8. Analise dos perfis dos produtos de RAPD

Cada gel teve suas bandas analisadas visualmente, onde matrizes foram
construidas atribuindo-se 1 para presenca de banda em uma dada altura do gel

e 0 para auséncia. Uma matriz de leitura foi analisada para os géis de RAPD,
referente ao somatdrio de todas as bandas obtidas.

Posteriormente, as matrizes de leitura foram analisadas pelo software
NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System, versio
0.0), que gerou matrizes de similaridade utilizando o coeficiente de Jaccard
(PRIEST ef al, 1994). Em seguida, o dendrograma foi elaborado, a partir da
matriz de similaridade, utilizando o procedimento UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method with Arithmetic Mean).

3.9. Extraciio de proteinas totais de S.aureus

As proteinas totais foram extraidas de acordo com a metodologia
proposta por LAEMMLI (1970).

Apos cultivo das bactérias em meio Baird-Parker, por 48 horas, a massa
celular for raspada com o auxilio de uma alca, transferida para tubo de
microcentrifuga tipo Eppendorf e suspendida com solugio tampio de lise
{Tris-HCl1 62,5mM, pH 6,8, SDS 2%, 3-mercaptoetanol 5% e glicerol 20%) e
aquecida a 100°C por 15 minutos. A relagfio entre volume de tampdo e a
massa das bactérias foi de 90ul de tampio : 20mg de bactéria . Apéds o
resfriamento da suspensdo das c€lulas a temperatura ambiente, a mesma foi
centrifugada a 10.000 rpm em uma microcenirifuga por 15 minutos. O
sobrenadante foi recuperado e armazenado a -20 °C para posterior analise por
eletroforese. Foram aplicados no gel de 7 a 10ul de cada amostra, variando de

acordo com a concentracdo de cada uma apés visualizacio da intensidade de
bandas.



3.10. Preparo dos géis de poliacrilamida contendo SDS
(SDS-PAGE)

As solucdes e reagentes utilizados para o preparo do gel de
separagdo SDS-PAGE 10% e gel de empacotamento SDS-PAGE 4% de 1,5
mm de espessura e respectivos volumes estfo indicados na Tabela 5.

TABELA 5 - Volume das solu¢des estoques utilizados no preparo dos géis

solucio estoque gel de separacio gel de empacotamento
acrilamida 30% e
bis acrilamida 0,8% 5,0 ml 0,9 ml
TRIS - HC1
(1,5M pH 8,8} 59ml i -
TRIS - HCI
(0OSMpH6,8) |+ e 0,9 ml -
agua destilada 3,6 ml 4,8 mi
SDS 10% 150 ud 75 ul
persulfato de amonio 0,75 ml 0,35 ml

2,5%

TEMED 20 ul 20 ul

Volume calculado para o preparo de um gel de separagio ¢ um gel de empacotamento.
Todas as solugdes foram estocadas a 4°C, exceto persulfato de aménio, que era preparado
no momento do preparo dos géis ¢ SDS, mantido & temperatura ambiente. SDS, dedecil
sulfato de sodio ; TEMED, N, N, N’, N’ - tetrametiletilenodiamino; Tris - HCl, solugfio
de trizma base com pH ajustado com HCI.
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Primeiramente, foi preparado o gel de separagiio 10% com a adigdo das
solugBes na sequéncia indicada na Tabela 5. As solugdes de acrilamida / bis,
Tris-HCl pH 8,8 e 4gua foram colocadas em um béquer de 100ml e
homogeneizadas com lenta agitagiio. Posteriormente, foi acrescentado
solucdio SDS, o inictador (persulfato de amoénio) e o catalizador da reagéo
(TEMED) na mistura acima. Imediatamente esta foi transferida para o sistema
das placas de vidro, anteriormente montado com espacadores de feflon . Em
seguida, foi colocado delicadamente 2ml de agua destilada com a finalidade
de delinear o gel e evitar o contato com o oxigénio, inibidor da polimerizacio.
Apos a polimerizagio do gel, 2 agua foi retirada e o espago remanescente
javado com agua destilada e delicadamente seco com papel de filtro.

O gel de empacotamento foi preparado da mesma maneira descrita para
o outro gel. A mistura liquida do gel de empacotamento foi despeiada sobre 0
gel de separacdo e sobre esta uma barra de teflon com 10 canaletas para
formacdio de espagos vazios para subseqiente aplicaglo da amostra. A
polimerizacio do gel foi feita & temperatura ambiente por 30 minutos.
Decorrido este tempo, a barra de feflon foi retirada.

3.11. Eletroforese de proteinas totais em gel de poliacrilamida
contendo SDS

As placas de vidro contendo os géis foram transferidas para a cuba
acrilica de eletroforese. Esta foi preenchida com solugdo tampdo {Tris-HCI
0,025M pH 8,3 , glicina 0,192M e SDS 1%), nos reservatOrios superior
snferior. Com o auxilio de uma seringa pléstica foram retiradas bolhas de ar
gue por ventura se formavam entre as placas na parte inferior. As amostras
foram aplicadas nas canaletas formadas no gel de empacotamento ¢
submetidas a 70V até atingirem os géis de separagdo. A partir dai, a corrida
eletroforética foi realizada 2 temperatura ambiente a 140V. O padrdo de
proteinas de peso molecular relativo (Mr) conhecido foi adquirido da Sigma
Chemical Company contendo : albumina de plasma bovino (66.0 kDa),
albumina de ovo (45.0 kDa), desidrogenase gliceraldeido-3 fosfato de
misculo de coelho (36.0 kDa), anidrase carbonica (29.0 kDa), tripsinogénio

{24.0 kDa), inibidor de ripsina (20.1 kDa) e a-lactoalbumina de leite bovino
{14.2 kDa).
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3.12. Coleraco de proteinas por impregnacio por prata

A coloracdo das proteinas foi efetuada conforme a metodologia descrita
por BLUM et al. (1987) com algumas modifica¢des (Luiz Otavio Beriam -
Inst. Bioldgico , comunicacio pessoal).

Apds a corrida eletroforética, o gel foi transferido para uma cuba de
vidro onde fot fixado e revelado através de uma série de etapas em solugdes e
tempo cronometrados conforme ndicado na Tabela 6.

Em todas as etapas o tempo foi controlade exatamente para a
reprodutividade das bandas, com exceclio apenas na efapa da revelacdo na

gual o tempo foi dependente da visualizagic desejada das bandas
{aproximadamente 15 minutos).

A secagem do gel foi realizada entre dois papéis de celofane
previamente umedecidos com agua a temperatura ambiente. Em seguida, o
gel foi fotografado.

3.13. Analise dos géis SDS - PAGE

Qs perfis eletroforéticos das proteinas totais das células foram
analisados visualmente quanto a presenga ou auséncia de algumas bandas em
uma determinada altura e as linhagens similares agrupadas num mesmo gel.
Nessa analise, apenas algumas bandas foram consideradas. As bandas em
questio foram selecionadas subjetivamente devido &  nitidez, a
reprodutibilidade, a facilidade de visualizagdo. Posteriormente, a confirmagéo
destes agrupamentos se deu mediante a analise de cada gel pelo densitémetro
de varredura (Ultroscan XL ; Pharmacia - LKB Biotechnology, Sweden).

Em seguida, o gel contendo ¢ extrato das linhagens de referéncia (A, B,
C e D) e algumas linhagens selvagens (Figura 13) foi escaneado e examinado
pelo programa computacional Gel Manager for Windows (BioSystematica,

Prague), que permitiu a elaboraco do dendrograma correspondente a partir
da matriz de similaridade gerada.
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TABELA 6 - Sequéncia de tratamento do gel de poliacrilamida para a

coloraciio de proteinas com prata.

Solugdes

Tempo
de tratamento

Fixadora (e:tafiol 50%, ac.acetico 12% e
75ml/t de formaldeido 37%)

Etanol 50%

Solucho de pré-tratamento (tiossulfato de sodio
0,02%)

Agna destilada

Solucfo de impregnacao (nitrato de prata 0,2%
e
75ml/l de formaldeido
37%)

Agua destilada
Solucfo reveladora (carbonato de sodio 6%,
tiossulfato de sodio 0,04% ¢

50 mi/l de formaldeido 37%)

Agua destilada

Solucio de bloqueio (etanol 50%, ac. acético 12%
e
75ml/l de formaldeido 37%)

>1h
3 x 20 min

{ muin

3x20s

20 min

2x20s

ate o aparecimento
das bandas

2x20s8

10 min

O volume de cada solucdo preparada foi de 100mli.

Todas as etapas ocorreram sob agitacgo.




4. RESULTADOS

4. 1. Perfil de fragmentos de DNA gerados por RAPD.

Com a finalidade de verificar a similaridade entre as linhagens de
referéncia e as selvagens, foi realizada a anadlise de RAPD. Foram utilizados
23 primers para as reacOes. Deste total, 6 primers (OPQ2, OPQE, OPQ10,
OPQ14, OPQI15 ¢ OPR3) resultaram em auséncia total de produtos de
amplificaco e 12 primers (OPQ3, OPQ4, OPQS5, OPQ7, OPQY, OPQI11,
OPQ13, OPR2, OPR4, OPR6, OPR7 e OPRR) apresentaram apenas algumas
bandas para poucas linhagens, sendo portanto esses 18 primers excluidos da
analise. Os 5 primers escolhidos foram aqueles que apresentaram padriio de
bandas em quase todas as linhagens e compreendem : OPQ1, OPQ6, OPQ12,
OPR1 e OPRA.

As bandas analisadas variaram de 0,5 a 4,0 kb. Com o intuito de
conferir a reprodutibilidade dos perfis obtidos por RAPD, foram realizadas
duas reagdes para cada primer selecionado, utilizando DNA de mesma
extracdo. Na analise pelo método UPGMA, foram somadas as bandas dos 5
géis para a construcfo da matriz de similaridade, que acabou sendo composta
por 45 linhas e 26 colunas.

Os produtos de amplificagfio obtidos com os primers OPQL, OPQ6,
OPQ12, OPRI e OPRS encontram-se ilustrados nas Figuras 2, 3, 4, 5 ¢ 6,
respectivamente.

Todas as linhagens utilizadas apresentaram diferencgas no perfil dos
produtos de RAPD, indicando a existéncia de uma grande variabilidade entre
as linhagens.

O dendrograma gerado a partir da analise da matriz de similaridade,
mostrado na Figura 7, apresenta agrupamento de vérias linhagens. As barras

verticais a direita indicam os agrupamentos e a barra supenor indica a
porcentagem de similaridade entre as linhagens.
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Com uma similaridade de 70%, constatou-se a formacdo de 3
agrupamentos. O primeiro compreendeu as linhagens A, C1, A4, AS, B1, B4,
J4 o segundo e terceiro agrupamentos envolveram Al, C, A2 ¢ B, C4, C6,
B3, respectivamente. O quarto, reuniu as linhagens C2 e DI, e por fim o
quinto agrupamento associou D2 e D4,

Ao nivel de aproximadamente 50% verificou-se a formagio de 4
grupos. O maior deles incluiu as linhagens A, C1, A4, A5, Bl, B4, Al, C, A2,
e A3. O segundo agrupamento envolveu B, C4, €6, B3, C5 e D6. Ja o
terceiro grupo foi constituido pelas linhagens B2, C2, D1 e C3 e finalmente o
altimo agrupamento reuniu D2, D4 e D5, As linhagens A6, D e D3,
apresentaram baixa similaridade com as demais.

Dois grandes sub-grupos foram formados, a um nivel de 30% de
similaridade. OO maior envolveu as linhagens A, Cl, A4, A5, B1, B4, Al, C,
A2, A3, B, C4, C6, B3, C5 e D6, enquanto o segundo sub-grupo reuniu B2,
C2, D1, €3, D2, D4 e D5. A similaridade entre esses dois agrupamentos foi
de aproximadamente 20%. Trés isolados (A6, D e D3) nfo foram alocados
nesses sub-grupos.
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Figura 2 - Eletroforese de produtos de RAPD (OPQI) das linhagens de
Staphylococcus aureus. 1 (A), 2 (Al), 3 (A2), 4 (A3), 4 (A3), 5 (A4),6
(A5), 7 (A6), 8 (B), 9 (B1), 10 (B2), 11 (B3), 12 (B4), 13 (C), 14 (C1), 15
(C2); 16 (€3), 17 (C4), 18 (C5); 19 (C6);:20 (D), 21 (D1), 22 (D2); 23 (D3),
24 (D4), 25 (D5) e 26 (D6). As canaletas M correspondem ao marcador de
peso molecular (ladder de 1 kb, Gibco, BRL). A ultima canaleta (27) refere-
se ao controle da reacdo, sem DNA.
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OPQ6
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Figura 3 - Eletroforese de produtos de RAPD (OPQ6) das linhagens de
Staphylococcus aureus. 1 (A), 2 (Al), 3 (A2), 4 (A3), 4 (A3), 5 (A4), 6
(AS5), 7 (A6), 8 (B), 9 (B1), 10 (B2), 11 (B3), 12 (B4), 13 (C), 14 (Cl), 15
(C2), 16 (C3), 17 (C4), 18 (C5), 19 (C6), 20 (D), 21 (D1), 22 (D2), 23 (D3),
24 (D4), 25 (D5) e 26 (D6). As canaletas M correspondem ao marcador de
peso molecular (ladder de 1 kb, Gibco, BRL). A tltima canaleta (27) refere-
se ao controle da reagdo, sem DNA.
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0OPQ12

Figura 4 - Eletroforese de produtos de RAPD (OPQ12) das linhagens de
Staphylococcus aureus. 1 (A), 2 (Al), 3 (A2), 4 (A3), 4 (A3),5 (A4),6
(AS5), 7 (A6), 8 (B), 9 (B1), 10 (B2), 11 (B3), 12 (B4), 13 (C), 14 (C1), 15
(C2), 16 (C3), 17 (C4), 18 (C5), 19 (C6), 20 (D), 21 (D1), 22 (D2), 23 (D3),
24 (D4), 25 (D5) e 26 (D6). As canaletas M correspondem ao marcador de
peso molecular (ladder de 1 kb, Gibco, BRL). A ultima canaleta (27) refere-
se ao controle da reacdo, sem DNA.
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Figura 5 - Eletroforese de produtos de RAPD (OPR1) das linhagens de
Staphylococcus aureus. 1 (A), 2 (Al), 3 (A2), 4 (A3), 4 (A3), 5 (A4),6
(AS), 7 (A6), 8 (B), 9 (B1), 10 (B2), 11 (B3), 12 (B4), 13 (C), 14 (Cl), 15
(C2), 16 (C3), 17 (C4), 18 (C5), 19 (C6), 20 (D), 21 (D1), 22 (D2), 23 (D3),
24 (D4), 25 (D5) e 26 (D6). As canaletas M correspondem ao marcador de
peso molecular (ladder de 1 kb, Gibco, BRL). A tltima canaleta (27) refere-
se ao controle da reacdo, sem DNA.
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Figura 6 - Eletroforese de produtos de RAPD (OPRS) das linhagens de
Staphylococcus aureus. 1 (A), 2 (Al), 3 (A2), 4 (A3), 4 (A3),5 (A4) ,6
(AS), 7 (A6), 8 (B), 9 (Bl), 10 (B2), 11 (B3), 12 (B4), 13 (C), 14 (C1), 15
(C2), 16 (C3), 17 (C4), 18 (C5), 19 (C6), 20 (D), 21 (D1), 22 (D2), 23 (D3),
24 (D4), 25 (D5) e 26 (D6). As canaletas M correspondem ao marcador de
peso molecular (ladder de 1 kb, Gibco, BRL). A tltima canaleta (27) refere-
se ao controle da reag¢do, sem DNA.
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Figura 7 - Dendrograma das linhagens de Staphylococcus aureus indicando a
porcentagem de similaridade entre os produtos de RAPD e os grupos
formados, obtido por andlise através do método UPGMA.
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4. 2. Perfil eletroforético de proteinas totais,

Com o intuito de constatar diferencas emire as linhagens-padréio
produtoras de enterotoxinas com as linhagens selvagens, foi efetuada a

analise de proteinas celulares totais em gel de poliacrilamida contendo SDS
(SDS-PAGE).

Primeiramente foi realizado um experimento piloto incluindo todas as
linhagens a serem analisadas. De posse dos perfis eletroforéticos de todas as
linhagens selecionou-se, através de analise visual, as linhagens com mesmo
perfil de bandas.

As letras mimisculas, encontradas nas Figuras § a 12, assinalam bandas
comuns dessas linhagens.

Numa primeira analise, foi possivel agrupar as linhagens Al, A2, A4,
C1, C2, DI e D2, por apresentarem perfil eletroforétice similar. A Figura &
ilustra o perfil dessas linhagens, que apresentou um numero de 20 a 30
bandas, com peso molecular variando de 14.2 a 66.0 kDa. Para esta analise,
foram consideradas as bandas a, b, ¢ e d, de forte imensidade, comuns para
estas linhagens.

Embora tenham sido analisadas em outro gel, as linhagens A, C, C4,
5 ¢ €6 também apresentaram perfil eletroforético similar ao das linhagens
Al, A2, A4, CI, C2, DI e D2, com algumas pequenas diferen¢as que foram
desconsideradas. As bandas a, b, ¢ e d foram faciimente detectadas também
para essas linhagens, conforme mostra a Figura 9.

Um outro agrupamento envolveu as linhagens-padrdo B e D, que
apresentaram um perfil eletroforético idéntico. Nesta analise foram
consideradas as bandas e, f, g e h, capazes de diferencid-las das demais. A
Figura 10 ilustra as duas linhagens e suas bandas especificas.

As linhagens B1, B2, B3, B4, AS ¢ A6 foram analisadas num mesmo
gel e foram consideradas muito similares. O perfil das protefnas totais
apresentou bandas caracteristicas para essas linhagens, indicadas pelas letras
i, j, 1 e m. Na Figura 11 encontra-se mais este agrupamento.
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FEmbora ilustradas em outra figura, as linhagens C3, D3, D4 ¢ D6
quando comparadas com Bl, B2, B3, B4, A5 ¢ A6, também apresentaram
perfil eletroforético contendo as mesmas proteinas especificas, sendo portanto
consideradas do mesmo agrupamento. O perfil proteico das linhagens C3, D3,
D4 e D6 com as bandas especificas assinaladas encontram-se na Figura 12.

Na Figura 13, comprovamos a similaridade entre as linhagens A, C, C2
e 5, entre as padrées B e D, e também entre B4 e D3. As linhagens A3 e D5
por possuirem perfil eletroforético distinto ndo foram associadas as demais,
Com as bandas representadas pelas letras minusculas (Figuras 8 a 12), pode-
se observar ndo s6 a similaridade comeo a diferenciagfo entre linhagens.

Com a finalidade de comprovar a relagdo entre o perfil eletroforético
das linhagens, o gel da Figura 12 foi submetido 4 andlise por densitometria.
Os tracos densitométricos obtidos revelaram a evidente semelhanga entre A,
C, C2 e CS, entre Be D, entre B4 ¢ D3, e as distintas A3 ¢ D5, como
ilustrado na Figura 14,

O dendrograma, elaborado a partir da matriz de similaridade, encontra-
se na Figura 15. Nele, fol possivel observar a formaco de dois grandes sub-
grupos, com 90% de similaridade. No primeiro foi verificado o agrupamento
das linhagens A, Al, A2, A4, C, C1, C2, C4, Cs5, €6, D1 e D2. J4 o segundo,
reuniu as linhagens B, D, A5, A6, Bl, B2, B3, B4, C3, D3, D4 ¢ D6. Ao
nivel de 70%, o primeiro sub-grupo se associa ao segundo, enquanto a
linhagem A3 se associa 2 D3. Todas as {inhagens se assemelham ao nivel de
50%.
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Figura 8 - Eletroforese de proteinas totais das linhagens de S.aureus: Al, A2,
A4, C1, C2, D1 e D2. A canaleta M refere-se ao padrdo de peso molecular
contendo : albumina de plasma bovino (66.0 kDa), albumina de ovo (45.0
kDa), desidrogenase gliceraldeido-3 fosfato de musculo de coelho (36.0 kDa),

anidrase carbonica (29.0 kDa), tripsinogénio (24.0 kDa), inibidor de tripsina
(20.1 kDa) e a-lactoalbumina de leite bovino (14.2 kDa).
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Figura 9 - Eletroforese de proteinas totais das linhagens de S.aureus: A, C,
C4, C5 e C6. A canaleta M refere-se ao padrio de peso molecular contendo:
albumina de plasma bovino (66.0 kDa), albumina de ovo (45.0 kDa),
desidrogenase gliceraldeido-3 fosfato de musculo de coelho (36.0 kDa),
anidrase carbonica (29.0 kDa), tripsinogénio (24.0 kDa), inibidor de tripsina
(20.1 kDa) e a-lactoalbumina de leite bovino (14.2 kDa).
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Figura 10 - Eletroforese de proteinas totais das linhagens de S.aureus: B e D.
A canaleta M refere-se ao padrdo de peso molecular contendo : albumina de
plasma bovino (66.0 kDa), albumina de ovo (45.0 kDa), desidrogenase
gliceraldeido-3 fosfato de musculo de coelho (36.0 kDa), anidrase carbdnica
(29.0 kDa), tripsinogénio (24.0 kDa), inibidor de tripsina (20.1 kDa) e o-
lactoalbumina de leite bovino (14.2 kDa).
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M Bl B2 B3 B4 A5 A6 M

Figura 11 - Eletroforese de proteinas totais das linhagens de S.aureus: Bl,
B2, B3, B4, A5 e A6. A canaleta M refere-se ao padrdo de peso molecular
contendo : albumina de plasma bovino (66.0 kDa), albumina de ovo (45.0
kDa), desidrogenase gliceraldeido-3 fosfato de musculo de coelho (36.0 kDa),
anidrase carbonica (29.0 kDa), tripsinogénio (24.0 kDa), inibidor de tripsina
(20.1 kDa) e a-lactoalbumina de leite bovino (14.2 kDa).
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Figura 12 - Eletroforese de proteinas totais das linhagens de S.aureus: C3,
D3, D4 e D6. A canaleta M refere-se ao padrido de peso molecular contendo:
albumina de plasma bovino (66.0 kDa), albumina de ovo (45.0 kDa),
desidrogenase gliceraldeido-3 fosfato de musculo de coelho (36.0 kDa),

anidrase carbonica (29.0 kDa), tripsinogénio (24.0 kDa), inibidor de tripsina
(20.1 kDa) e a-lactoalbumina de leite bovino (14.2 kDa).
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Figura 13 - Eletroforese de proteinas totais das linhagens de S.aureus: A, B,
C, D, €2,C5, D3, B4, A3 e D3,
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Figura 14 - Tracos densitométricos das linhagens de S.aureus, obtidos a
partir da eletroforese de proteinas totais apresentada na Figural3.
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Figara 15 - Dendrograma indicando a porcentagem de similaridade das
bandas eletroforéticas de proteinas totais (SDS-PAGE) entre linhagens de
S.aureus, obtido pelo programa Gel Manager for Windows.
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5. DISCUSSAO

Foram analisadas 26 linhagens enterotoxigénicas de Staphviococcus
aurens, das quais 22 eram linhagens selvagens isoladas de leite e presunto ¢
as outras 4, consideradas de referéncia, foram as linhagens 772 (EEA), 56
(EEB), 1230 (EEC) e 1151 (EED) fornecidas pelo “Food Research Institute”-
FRI da Universidade de Wisconsin, Madison, USA. Todas as linhagens foram
denominadas de acordo com a enterotoxina por elas produzida. Sendo assim,
as linhagens padrdes foram denominadas A, B, C e D, e as linhagens
selvagens, Al, A2, A3, A4, A5, A6, BI, B2, B3, B4, CI1, C2, C3, C4, C5, C6,
D1, D2, D3, D4, D35 e D6,

No presente trabalho, um dos objetivos propostos foi verificar a
correlacio entre a producdo de toxina e outras caracteristicas, que aqui foram
observadas através das téenicas de RAPD ¢ SDS-PAGE. Também pretendeu-
se determinar a variabilidade entre as linhagens ¢ a possibilidade de se
verificar a organizagéo dessa variabilidade em sub-grupos.

Nos experimentos de RAPD, pdde-se observar que nenhum isolado se
mostrou idéntico a outro, o que revelou uma variabilidade muito grande entre
as linhagens. Algumas poucas linhagens apresentaram perfil de fragmentos
igual quando um determinado primer foi utilizado, entretanto, com a
utilizacdc de um novo primer as linhagens foram facilmente diferenciadas.
Um exemplo disto sfo as linhagens C (canaleta 13) e C1 (canaleta 14} que
apresentaram perfil semethante com o primer OPQ1 (Figura 2), mas muite
diferentes quando se utilizou OPQ6 (Figura 3). Os isolados Al (canaleta 2} e
A2 (canaleta 3) também representam outro exemplo, ao apresentarem perfil
de fragmentos muito semethante em OPQI (Figura 2), OPQ6 (Figura 3) e
OPO12 (Figura 4), mas diferenciados quando em OPRI (Figura 5), onde o
isolado A2 revelou apenas uma banda ¢ Al ndo sofreu amplificagio.

A analise do dendrograma dos produtos de RAPD (Figura 7)
possibilitou, a um nivel de 30% de similaridade, a formacdo de 2 sub-grupos
envolvendo 16 isolados no primeiro e 8 no segundo. A similaridade entre
esses grupos foi constatada a um nivel de aproximadamente 20%. As 3
linhagens restantes (A6, D e D3) ndo foram alocadas nesses sub-grupos e nem



tampouco foram agrupadas em um unico grupo, por nfo apresentarem
semelhancas entre os perfis de fragmentos obtidos.

Um fato a ser mencionado seria o de nfo ter ocorrido o agrupamento
apenas de linhagens produtoras do mesmo tipo de enterotoxina, mas também
de enterotoxinas diferentes, o que permite afirmar ndo haver correlacio entre
os perfis obtidos e a producfio de toxinas.

A grande variabilidade constatada pode estar relacionada com o
isolamento das linhagens. Sabe-se que nem todas as linhagens foram
provenientes de leite cru, mas também de presunto. Além disso, o leite néo foi
oriundo de um Unico laticinio, mas de varios do estado de S#o Paulo, o

mesmo ocorrendo com o presunto que foi adquiride de diferentes padarias da
cidade de Campinas (SP).

MATTHEWS er al. (1994), ao contrario do que obtido aqui, reportaram
com sucesso o agrupamento de linhagens de S.aureus, causadores de mastite
bovina, provenientes de mesma localizacdo geografica, utilizando a
metodologia de fingerprinting com PCR.

Quanto as linhagens coagulase negativa (CN), contrariamente a
MATTHEWS e OLIVER (1994 que diferenciaram espécies de
Staphylococecus, incluindo linhagens CN, através da reagfio em cadeia por
polimerase (PCR), os resultados obtidos por RAPD deste trabalho néo
permitiram o agrupamento das linhagens CN num tnico sub-grupo.

Qutro ponto importante a ser ressaltado seria o uso desta técnica para a
produgdo de padrdes Gnicos ou fingerprints, que poderiam ser Uteis na
investigagdo de surtos de intoxicacfo alimentar provocados por S.aureus.

WELSH e MC CLELLAND (1990) mostraram que linhagens de 5
espécies diferentes de Staphylococcus poderiam ser diferenciadas através da
comparacio de seus fingerprints gerados por RAPD através da reacio em
cadeia por pelimerase (PCR), utilizando 16 primers de sequéncia arbitraria.

Para os experimentos de SDS-PAGE, os perfis eletroforéticos
produzidos pelas linhagens foram comparados visualmente (STEPHENSON
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et al., 1986), onde bandas caracteristicas foram usadas na diferenciacdo e
agrupamento das linhagens.

Nio houve separacdo de certas bandas de proteinas, resuitando em um
empacotamento que pode ter influenciado na analise dos perfis eletroforéticos
das linhagens. Como esta técnica baseia-se na comparagdo de perfis
eletroforéticos foi imprescindivel a padronizagio do meio de cultura e das
condiches de cultivo das linhagens, como por exemplo, temperatura e tempo.
As proteinas padrdes de peso molecular conhecido foram aplicadas em cada
gel para posterior ajuste das diferencas de corrida da eletroforese entre os géis
caso fosse necessario.

A analise dos géis de eletroforese de proteinas totais possibilitou a
constatacdo de uma série de linhagens com 100% de similaridade, dentro dos
critérios de visualizacio utilizados. Um exemplo disto fot o agrupamento das
linhagens A, Al, A2, A4, C, C1, C2, C4, C5, C6, DI e D2, consideradas
idénticas por apresentarem perfis eletroforéticos similares, com as bandas
caracteristicas a, b, ¢ ¢ d (Figuras 8 e 9) ausentes nas outras linhagens. E
preciso ressaltar que apesar dessas linhagens terem sido consideradas
idénticas, podem ser detectadas algumas bandas diferenciais numa analise
mais detalhada.

Um fato interessante observado foi o aparecimento de bandas de
proteinas na regido de 24 a 29 kDa em todas as linhagens estudadas,
permitindo supor que estas bandas correspondam as enterotoxinas produzidas,
que por sua vez possuem peso molecular nesta faixa (TRANTER, 1990).

A partir do dendrograma de similaridade obtido, foi possivel constatar
a formacio de 2 sub-grupos. O primeiro envolveu 12 linhagens consideradas
idénticas e o segundo também fol composto por 12 linhagens, das quais 10
foram consideradas idénticas. Esses dois sub-grupos formados mostraram-se
similares entre si a um nivel de aproximadamente 80%. As linhagens A3 e D5
ndo foram alocadas em nenhum dos sub-grupos por nfo apresentarem perfil
eletroforético semelhante ao dessas linhagens, mas se mostraram similares
entre si a um nivel de 70%.
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Confirmando os resultados obtidos por RAPD, o dendrograma de SDS-
PAGE também ndo revelou correlaciio com a produgéio de toxinas, agrupando
linhagens produtoras de diferentes enterotoxinas num mesmo sub-grupo.

Quanto as linhagens coagulase negativa (CN}, como em RAPD, nfo
foram agrupadas em um Unico grupo, possibilitando afirmar que esta técnica,
SDS-PAGE, ndo permite a diferenciagfio entre linhagens CN das coagulase
positiva.

A partir dos tragos densitométricos das linhagens foi possivel confirmar
a similaridade, os agrupamentos e a diferenciacfo entre elas. Com sucesso
também, COSTAS ef al. (1989) agruparam 50 linhagens de S.aureus
resistentes a meticilina (MRSA) a partir da andlise por densitometria e
glaboraram dendrograma correspondente.

De posse dos dendogramas obtidos por RAPD e SDS-PAGE, ao
comparar-se o 1Y sub-grupo de RAPD com o 1° sub-grupo de SDS-PAGE
verificou-se entre eles uma concordéncia de 56%, isto é, 9 linhagens (A, Al,
A2, A4, C, Cl, C4, C5 e C6 ) de um total de 16, estavam presentes nos dois
1% sub-grupos das diferentes técnicas. J4 a comparagic entre o 2° sub-grupo
formado por RAPD com o 2! sub-grupo formade por SDS-PAGE, a
concorddncia constatada fol de 43%, ou seja, apenas 3 linhagens (B2, C3 ¢
D4) de um total de 7 foram comuns aos 2 sub-grupos formados. Quanto as
linhagens que ndo foram alocadas em sub-grupos no dendograma de RAPD
(A6, D e D3), o mesmo nio for observado na andlize por PAGE, onde tais
linhagens se mostraram semelihantes ao ponto de permitir seu agrupamento as
demais do 22 sub-grupo. Por sua vez, as linhagens nio alocadas em PAGE
{A3 e D5), foram agrupadas em RAPD (A3 no 1? sub-grupo e D5 no 2° sub-
grupo).

Um fato interessante que deve ser mencionado consiste na divergéncia
dos resuitados quanto a nfo confirmacfo por RAPD, das linhagens
consideradas idénticas por SDS-PAGE. Um exemplo disto reside nas
linhagens B4 e D3, consideradas idénticas por eletroforese de proteinas, mas
apenas 10% similares quando submetidas 4 analise por RAPD.

Concluindo, as duas técnicas (RAPD e SDS-PAGE) utilizadas no
presente trabalho forneceram caracteristicas fenotipicas e por sua vez nio
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revelaram o grau de homologia existente entre as linhagens. Uma divisdo em
sub-grupos seria possivel utilizando-se um mimero maior de caracteristicas. E
o caso das espeécies de Lactobacillus que sfio identificadas através da
utilizag8o de uma série de métodos, como por exemplo, a amplificacdo do
DNA por PCR, seguida de hibridizacdo com sondas conhecidas, métodos
convencionais  (catalase,  fermentagdo  de  acgcares),  métodos
quimjotaxondmicos ( PAGE), e homologia de DNA (LOGAN, 1994).
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6. CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos neste estudo, ¢ de acordo com 0s
comentarios feitos nas secgbes anteriores, pode-se concluir que :

(1) Foi constatada uma variabilidade muito grande entre as linhagens de
Staphylococcus aurens com a utilizagdo da téenica de RAPD, onde ©

dendrograma construido revelou a formacdo de 2 sub-grupos a um nivel
de 30% de similaridade.

(2) Através dos perfls eletroforéticos de proteinas totais, obtidos por SDS-
PAGE, verificou-se a formagdo de 2 sub-grupos a um nivel de
similaridade na faixa de 90% entre as linhagens estudadas.

(3) As linhagens de Staphylococcus aureus revelaram alta variabilidade entre
si através dos perfis eletroforéticos de DNA, enquanto que os perfls
eletroforéticos de proteinas indicaram uma alta quantidade de linhagens
idénticas, Isto mostra a nfio concordéncia entre os resultados obtidos pelas
duas técnicas aqui empregadas,

(4) Nio foi evidenciada correlagio entre as caracteristicas observadas com as
duas técnicas e a capacidade de produgdo de enterotoxinas.

(5) Quanto as linhagens coagulase negativa (CN) utilizadas neste trabalho, ©
perfil eletroforético de proteinas totais demonstrou que Al e Ad
apresentaram similaridades, assim como A6, Bl, B2, B3 e B4. Entretanto,
A3 e D4 apresentaram-se diferentes das demais. Em vista disto, a
eletroforese de proteinas totais ndo pode ser utilizada como método
definitivo para a identificagiio dessas linhagens. O mesmo vindo a
acontecer com a metodologia de RAPD gue ndo revelou grande

porcentagem de similaridade entre as linhagens, com a utilizag@io desses
primers.
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(6)

(7)

(8)

Quanto as linhagens provenientes de presunto, todas foram consideradas
idénticas quando submetidas a SDS-PAGE, com excecfio da linhagem C2
que apresentou 75% de similaridade com as demais. Isto confirma a
proximidade destas linhagens com as demais. Ja quando analisadas por
RAPD), essas linhagens apresentaram-se similares ao nivel de 50%.

Neste trabalho, a metodologia de RAPD ndo conseguiu relacionar as
linhagens de acordo com as enterotoxinas produzidas, o que nfo quer
dizer que esta relaciio seja imexistente. Talvez empregando-se outros

primers 1sto venha a se tornar possivel, visto que a regifio amplificada no

genoma foi muito pequena e ndo significativa para este fim.

Outras metodologias podem ser sugeridas com o intuito de se verificar a
existéneia da  correlacdo entre as linhagens enterotoxigénicas de
Staphvlococcus aureus e a capacidade de producdio das enterotoxinas,
como por exemplo, a hibridizagdo de DNA com sondas contendo genes
para a produgdo de toxinas e a ribotipagem.
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