Ciéncia Rural, Santa Maria, v.40, n.5, p.1134-1140, mai, 2010

ISSN 0103-8478

Deteccao de genes do cluster egc em Staphylococcus aureus isolados de alimentos de
origem animal

Detection of genes of egc cluster in Staphylococcus aureus isolated from foods of animal origin

Fernando Zocche' Caroline Peixoto Bastos" Wladimir Padilha da Silva"

RESUMO

Os objetivos deste estudo foram detectar, por PCR,
genes codificadores de enterotoxinas estafilococicas,
pertencentes ao cluster egc (genes seg, sei, selm, seln e selo) em
Staphylococcus aureus isolados em diferentes alimentos de
origem animal, e relacionar sua presenga com a fonte de
isolamento. Quarenta e uma cepas de S. aureus de diferentes
origens (carne de frango, leite cru, embutidos carneos e queijo)
foram avaliadas por PCR, por meio da amplificacdo de um
fragmento de 3375pb (denominado egc parcial), que foi
utilizado como marcador da presenga do cluster, e fragmentos
de cada um dos genes pertencentes ao cluster egc. Ha presenca
de genes do cluster egc em isolados de S. aureus isoladas em
alimentos de origem animal; entretanto, diferentes genétipos
puderam ser observados em fungdo da fonte de isolamento. A
ocorréncia de S. aureus isolados em carne de frango que
possuiam todos os genes do cluster foi elevada; no entanto,
nos isolados oriundos dos demais alimentos, essa ocorréncia
foi reduzida.

Palavras-chave: cluster de genes, enterotoxinas estafilocécicas,
contaminagéao, produtos de origem animal,
PCR.

ABSTRACT

The aim of this study was to detect, through PCR
usage, the genes which encodes staphylococcal enterotoxins
and which belongs to egc cluster (seg, sei, selm, seln and selo)
in S. aureus isolated from different foods of animal origin and
correlate their presence with the strain origin. Forty-one strains
of S. aureus from different sources (chicken meat, raw milk,
sausage meat and cheese) were evaluated through PCR by
amplifying a fragment of 3375bp (called partial egc), which
was used as a marker for the presence of cluster, and fragments

of individual genes belonging to egc cluster. There is presence
of the egc cluster in strains of S. aureus isolated from foods of
animal origin, however, different genotypes could be observed
depending on the isolation source. The occurrence of strains
isolated from chicken meat that had all the genes of the cluster
was high; however, in the strains isolated from the other foods,
such occurrence has been reduced.

Key words: egc cluster, staphylococcal enterotoxins,
contamination, foods of animal origin, PCR.

INTRODUCAO

O género Staphylococcus é formado por 41
espécies e 24 subespécies (EUZEBY, 2009). Entre as
bactérias desse género, S. aureus ¢ a mais relacionada
a casos e a surtos de intoxica¢do alimentar em razao da
sua capacidade de produzir enterotoxinas (EE) (CENCI-
GOGA etal.,2003). Vinte e duas EE ja foram descritas e
10 foram envolvidas com intoxicagdo alimentar (EEA,
EEB, EEC , EEC,, EEC,, EED, EEE, EEG, EEH ¢ EEI)
(CENCI-GOGA etal.,2003). Embora a maioria dos casos
e surtos de intoxicagdo alimentar estafilocdcica seja
atribuida as EE classicas (EEA a EEE) (CHEN et al.,
2004), o recente avango dos métodos de diagndstico
permitiu a identificacdo de casos de intoxicagdo
alimentar envolvendo EEG, EEH e EEI, indicando que a
importancia das “novas” EE pode estar sendo
subestimada (CHEN et al., 2004; CENCI-GOGA etal.,
2003).
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Em S. aureus, diversos genes codificadores
de fatores de viruléncia estdo presentes em elementos
genéticos moveis, tais como ilhas de patogenicidade
(SaPI), profagos e plasmideos (JARRAUD et al., 2001).
Dentre as quatro ilhas de patogenicidade descritas em
S. aureus, SaPI3 tem grande importancia por reunir
genes de EE em um cluster denominado enterotoxin
gene cluster ou cluster egc, o qual agrupa os genes
codificadores de EEG (seg), EEI (sei), EEIM (selm), EEIN
(seln) e EEIO (selo), além de dois pseudogenes (@entl
e @ent2), ainda sem fun¢do bioldgica determinada
(JARRAUD et al., 2001; van BELKUM et al., 20006).
Esse cluster ¢ descrito por alguns autores (JARRAUD
etal.,2001; THOMAS et al., 2006) como “bergo” das
EE, em que, a partir de eventos de recombinagdo
genética, poderia ser formado um novo gene
codificador de um superantigeno estafilocdcico capaz
de causar intoxica¢do alimentar. Além disso, a
possibilidade de ocorrer transferéncia horizontal de
genes de EE do cluster egc entre distintas cepas de S.
aureus também pode favorecer a evolugao da bactéria
e determinar o sucesso desse patégeno (JARRAUD et
al.,2001; THOMAS et al., 2006).

Alimentos preparados com produtos de
origem animal sdo os mais envolvidos em casos e/ou
surtos de intoxicagao alimentar estafilocdcica (CENCI-
GOGA et al., 2003); portanto, a pesquisa de S. aureus
nesses alimentos e a avaliagdo de seu potencial em
produzir enterotoxinas sdo fatores extremamente
importantes na investigacdo epidemioldgica e em
analises de risco para essa doenga (LANCETTE e
BENNETT, 2001). Assim sendo, os objetivos deste
estudo foram detectar, por PCR, genes pertencentes
ao cluster egc em S. aureus isolados em diferentes
alimentos de origem animal, e relacionar sua presenga
com a fonte de isolamento.

MATERIAL E METODOS

O isolamento e a identifica¢do dos isolados
de S. aureus nos alimentos (carne de frango, embutidos
carneos, leite cru, queijos) foram realizados de acordo
com LANCETTE e BENNETT (2001), entre os anos de
2004 e 2008, na cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul
(RS). Dos 41 isolados, 14 foram oriundos de carne de
frango, 14 de leite cru, oito de embutidos carneos e
cinco de queijo. As cepas de referéncia utilizadas foram
S. aureus FRI361 e S. aureus FRI472, as quais sdo
portadoras dos genes-alvo deste estudo.

A extragdo de DNA gendmico de S. aureus
foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
MATTHEWS et al. (1997), com modificagdes.
Inicialmente, transferiu-se uma al¢ada de uma cultura

de S. aureus em agar Triptona Soja (TSA - Acumedia®)
incubada a 37°C, por 24 horas, para 100uL de tampao
Tris-EDTA (10mM Tris base e SmM EDTA, pH 7,8) até
turbidez 1,0 da escala de MacFarland. A lise do
peptideoglicano celular ocorreu pela adigdo de 100uL
de lisostafina (100pg mL", Sigma®) e incubagéo a 37°C,
em banho-maria, por 45 minutos. Para completar a lise
celular, foram adicionados 20uL de tampao Tris-EDTA
(50mM Tris base e 20mM de EDTA, pH 7,8) contendo
20% de dodecil sulfato de s6dio (SDS) (Pharmacia®) e
3uL de proteinase K (20mg mL, Invitrogen®) e
incubados em banho-maria, a 37°C, por uma hora. Em
seguida, foram adicionados 200uL de solugdo NaCl SM
e agitados manualmente, por 15 segundos. Separou-se
o material intracelular por meio de centrifugacdo a
10.000x g, por 15 minutos, a 4°C, e transferiu-se o
sobrenadante para um novo microtubo. Adicionou-se
fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) para a
liberacdo e separacdo de proteinas e, em seguida,
centrifugou-se a 10.000x g, por 15 minutos, transferindo-
se o sobrenadante para um novo microtubo. A
precipitagao do DNA foi realizada com 800uL de alcool
etilico absoluto gelado, e a manutengdo em -20°C por,
no minimo, duas horas. Em seguida, foi realizada nova
centrifugagdo a 10.000x g, por 15 minutos, a 4°C,
ressuspendendo-se o pellet com 30pL de dgua ultrapura
estéril. A qualidade e a quantidade de DNA extraido
foram estimadas por eletroforese em gel de agarose
1%, comparando-se com o padrdo de massa molecular
DNAMHindIII (Invitrogen®).

Os oligonucleotideos utilizados para
amplificagdo dos fragmentos dos genes seg, sei, selm,
seln e selo e para amplificagdo de um fragmento de
3375pb do cluster egc (denominado egc parcial) estdo
descritos na tabela 1. Os oligonucleotideos sei 1 e seg
2 (Tabela 1) foram desenhados para amplificar um
fragmento de 3375pb, o qual inclui as sequéncias
nucleotidicas completas dos genes sei, gentl, gent2,
seln, além de 610 nucleotideos do gene seg e 47
nucleotideos do gene selm, utilizando-se uma PCR
proposta por BLAIOTTA et al. (2004), com adaptagdes.
As condigdes de reagdo foram: 12pmol de cada um dos
oligonucleotideos, 0,18mM de dNTP mix, 0,125mM de
cloreto de magnésio, solugdo tampao para PCR
contendo 2,5mM de KCl e 1,0mM de Tris-HCI (pH 8,4),
2,5U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®) e agua ultra
pura esterilizada, totalizando 50uL por tubo.
Quantidades entre 10 e 100ng de DNA foram utilizadas
como molde para a PCR. A amplificacao foi realizada em
termociclador PTC — 100 (MJ Research - Peltier
Thermal Cycler), com desnaturagéo do DNA a 95°C,
por trés minutos, seguida de 30 ciclos (95°C/10
segundos, 72°C por 3,5 minutos) ¢ de extensao final a
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Tabela 1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados na detecgdo de genes do cluster egc e de um fragmento de 3375pb (egc parcial) em S.

aureus isolados de alimentos de origem animal.

Oligonucleotideo/

Fragmentos

gene alvo Sequéncia 5°>3’ Posigdo no cluster* estimados (pb') Referéncia
seg 1/seg TGCTATCGACACACTACAACC 4758-4778 204
seg 2**/seq CCAGATTCAAATGCAGAACC 5461-5442 McLAUCHLIN et al.
sei 1*%/sei GACAACAAAACTGTCGAAACTG 2087-2108 630 (2000)
sei 2/sei CCATATTCTTTGCCTTTACCAG 2716-2695
selm 1/selm CCAATTGAAGACCACCAAAG 1544-1563 519
selm 2/selm CTTGTCCTGTTCCAGTATCA 2060-2042
seln 1/seln ATTGTTCTACATAGCTGCAA 3818-3837 - BLAIOTTA et al. (2004)
seln 2/seln TTGAAAAAACTCTGCTCCCA 4499-4480 .
selo 1/selo AGTCAAGTGTAGACCCTATT 494-513
sclo 2/selo TATGCTCCGAATGAGAATGA 1027-1008 >34

*original accession number — AF285760 (Genbank); **sei 1 e seg 2: oligonucleotideos utilizados para amplificagdo parcial de egc,

correspondente a 3375pb; 'pb = pares de base.

72°C, por sete minutos. Os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
contendo brometo de etideo e visualizados sob
iluminac@o ultravioleta. O marcador de massa molecular
utilizado foi o DNAA/HIndIII (Invitrogen®).

Para amplificacdo dos genes seg, sei, selm,
seln e selo, utilizou-se PCR uniplex conforme protocolo
previamente descrito por BLAIOTTA et al. (2004), com
modificagdes. As condigdes de reagdo foram: 10pmol
de cada um dos oligonucleotideos (Tabela 1), 0,025mM
de dANTP mix, 0,0625mM de cloreto de magnésio,
solugdo tampao para PCR contendo 1,25mM de KCl e
0,5mM de Tris-HCI (pH 8,4), 1U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen®) e 4gua ultra pura esterilizada, com volume
final de 25uL por tubo. Quantidades entre 10 ¢ 100ng
de DNA foram utilizadas como molde para a PCR. As
amplificagdes foram realizadas em termociclador PTC —
100 (MJ Research, Peltier Thermal Cycler),
desnaturando-se 0 DNA a 95°C, por trés minutos,
seguido de 30 ciclos (95°C/10 segundos, 55°C/75
segundos) e de extensdo final a 72°C, por sete minutos.
Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1,2% contendo brometo de etideo e
visualizados sob iluminagdo ultravioleta. O marcador
de massa molecular utilizado foi o 100pb DNA Ladder
(Invitrogen®).

Os produtos de PCR obtidos com os
oligonucleotideos sei 1 e seg 2 a partir do DNA de S.
aureus FRI361 e S. aureus FRI472 foram purificados
por GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(Amersham Biosciences®) e digeridos individualmente
com HindIII (Invitrogen®) e EcoRI (Invitrogen®).
Inicialmente, digeriu-se o fragmento egc parcial com

HindIII, sendo utilizados 25uL. de DNA purificado, 1pL
de HindIII (20 unidades de enzima), 3uL do tampao
recomendado pelo fabricante e especifico para a
enzima, agua ultra pura esterilizada (q.s.p.) num volume
final de 30uL e incubados a 37°C, por duas horas. Em
seguida, o produto foi novamente purificado por
GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit e
digerido com EcoRI, sendo utilizados 25uL. de DNA
purificado, 1uL de ECORI (20 unidades de enzima), 3uL
do tampao recomendado pelo fabricante e especifico
para a enzima, dgua ultra pura esterilizada (q.s.p.) num
volume final de 30uL e incubados a 37°C, por duas
horas. Apos a digestdo com as duas enzimas, os
fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% e comparados com o marcador de massa
molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder plus
(Fermentas®).

Os resultados foram analisados por meio de
analise de variancia (ANOVA), ¢ as possiveis diferengas
(P>0,05) foram analisadas pelo teste de Tukey,
utilizando-se o Programa Statistics 8.0 (STATSOFT,
2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A relagdo entre a presenca do cluster egc e
patogenicidade tem sido descrita em cepas de S. aureus
isoladas de fontes clinicas (van BELKUM et al., 2006)
entretanto, com cepas isoladas em alimentos, 0 nimero
de trabalhos ¢ bastante reduzido (BANIA et al., 2006;
HWANG etal., 2007, LAWRYNOWICZ-PACIOREK et
al., 2007). Dessa forma, os objetivos foram avaliar a
presenga desse cluster em S. aureus isolados em
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alimentos de origem animal e verificar se ha correlagdo
com a fonte de isolamento.

Os oligonucleotideos iniciadores sei 1 e seg
2 foram especificos para o fragmento de 3375pb (egc
parcial), o que pode ser comprovado por meio da
digestdo dos produtos de PCR com as enzimas ECORI
e HindIII, sendo obtidos fragmentos de 1654pb, 1085pb
e 636pb, conforme descrito por JARRAUD etal. (2001)
e BLAIOTTA etal. (2004). Os fragmentos gerados com
a PCR e apo6s a digestdo podem ser observados na
figura 1.

O egc parcial mostrou-se um bom marcador
da presencga do cluster egc. Em 10 das 41 cepas
avaliadas, houve amplificagido do fragmento egc parcial
e amplificagdo individual de cada um dos genes
componentes do cluster. Além disso, nas outras cepas
(31), ndo houve amplificag@o do fragmento egc parcial
quando um ou mais genes estavam ausentes, como foi
observado em trés cepas que carreavam os genes Seg,
selm, seln e selo, em duas que possuiam o gene seln, e
nas demais que ndo carreavam genes desse cluster. Os
oligonucleotideos iniciadores utilizados para
amplificagdo de fragmentos dos genes seg, sei, selm,
seln e selo foram especificos para os respectivos genes,
conforme pode ser observado pelos produtos de PCR
obtidos e mostrados na figura 1.

Na tabela 2, sdo apresentados os diferentes
gendtipos de S. aureus quanto ao cluster egc em cepas

isoladas em alimentos de origem animal, em Pelotas,
RS. Verifica-se que houve diferenga estatistica
significativa quanto a presenga do cluster egc entre as
cepas isoladas de carne de frango e aquelas isoladas
de outras fontes. Dez cepas portavam o cluster egc
completo (genes seg, sei, selm, seln e selo); entretanto,
apenas uma (10%) foi isolada em embutidos carneos,
indice semelhante ao relatado por BANIA etal. (2006),
os quais, analisando 50 cepas de S. aureus isoladas
desses alimentos, encontraram 6% com essa
caracteristica. As outras nove cepas (90%) de S. aureus
que portavam o cluster egc completo foram isoladas
de carne de frango, porcentagem semelhante a relatada
por SMYTH etal. (2005), que avaliaram 15 cepas de S.
aureus oriundas de frango e encontraram 86,7% das
cepas carreando esses genes. Por outro lado, HWANG
etal. (2007) caracterizaram molecularmente 87 cepas de
S. aureus isoladas desse mesmo alimento e observaram
que 36,9% possuiam egc completo. E interessante
ressaltar que nesses trés estudos todas as cepas
provenientes de frangos possuiam o cluster completo,
ndo havendo variantes genéticas quanto a essa
caracteristica, o que pode denotar a necessidade da
presenca simultinea dos cinco genes do cluster para
um adequado estabelecimento de S. aureus naquele
hospedeiro e, consequentemente, para o provavel
desenvolvimento de patogenias. Outra hipétese que
pode ser levantada é que, em frangos, hd uma
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Figura 1 - Caracterizagdo de genes do cluster egc em S. aureus padrdo e em isolados em alimentos de origem
animal na cidade de Pelotas, RS: eletroforese em gel de agarose 1% — Coluna 1: fragmento do cluster
egc (3375pb) obtido a partir de DNA de S. aureus FRI361 com oligonucleotideos iniciadores sei 1 e
seg 2; Coluna 2: fragmento do cluster egc (3375pb) obtido a partir de DNA de S. aureus FRI472;
Coluna 3: Fragmento do cluster egc obtido a partir de DNA de S. aureus FRI361, digerido com EcoRI
e HindIIl; Coluna 4: Fragmento do cluster egc obtido a partir de DNA de S. aureus FRI472, digerido
com EcoRI e HindIIl; Coluna 5: Marcador de massa molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder plus
(Fermentas®); Colunas 6 e 12: Marcador de massa molecular Ladder 100pb (Invitrogen®); Coluna 7:
fragmento de seg (704pb); Coluna 8: fragmento de sei (630pb); Coluna 9: fragmento de selm
(517pb); Coluna 10: fragmento de seln (682pb); Coluna 11: fragmento de selo (534pb).
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Tabela 2 - Distribuigéo e porcentagem dos diferentes gendtipos do cluster egc em S. aureus isolados em alimentos de origem animal na

cidade de Pelotas, RS.

Carne de frango

Fonte de isolamento e numero de cepas

Embutidos carneos

» G . . _
Genotipos (n=14%) (n=8%) Queijo (n=5%) Leite cru (n=14%) Total (n=41)
n % n % n % N % n %
egc™ 5° 35,8 4° 50 3b 60 14° 100 26 63,4
egc™™ 9 64,2 1° 12,5 > - S - 10 24.4
seg, selm, seln, selo L - 1% 12,5 28 40 L - 3 73
seln S - 2° 25 S - S - 2 4,9

* Numeros amostrais seguidos pelas mesmas letras nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, com 5% de probabilidade.

** ndo portadores de gene pertencente ao cluster egc.

*** portadores de todos os genes do cluster egc: seg, sei, selm, seln, selo.

distribuigdo clonal de S. aureus que carreiam o cluster
egc completo.

Cinco cepas albergavam um ou mais genes
do cluster, mas ndo o egc completo. Uma cepa
proveniente de embutidos carneos e duas de queijos
carreavam os genes Seg, selm, seln e selo. Duas cepas,
isoladas em embutidos, possuiam apenas o gene seln.
Uma hipdtese para a presenga de cepas de S. aureus
com cluster egc incompleto é o alto nivel de
polimorfismo genético que esse cluster pode apresentar
(BLAIOTTA et al., 2004; THOMAS et al., 2006). Um
resultado interessante foi que trés cepas (uma isolada
em embutidos e duas em queijos) ndo carreavam o gene
sei, embora o gene seg tenha sido detectado, haja vista
que ha controvérsias na literatura em relagdo a
necessidade da coexisténcia desses genes em uma
mesma cepa. JARRAUD etal., (2001) e NITZSCHE et
al. (2007), por exemplo, descrevem que cepas que
possuem um desses genes, necessariamente, carrearao
ooutro. CHEN et al. (2004) relatam que uma cepade S.
aureus pode carrear o gene Seg sem necessariamente
possuir o gene Sei, semelhantemente ao encontrado
neste estudo. THOMAS et al. (2006) avaliaram 666
cepas clinicas de S. aureus, encontrando apenas uma
que ndo apresentava o gene Sei e descrevem que nessa
cepa havia dois tipos de sequéncia de insergdo
posicionados na regido cromossdmica onde deveria
estar localizado esse gene. Esses autores sugerem que
esse fendmeno ocorre quando parte do cluster egc ¢é
exportado ou inserido no cromossomo de cepas que
estdo passando por um processo de evolugdo génica,
e que, durante a transposi¢do do material genético,
pode ocorrer a integracdo total ou parcial de um gene
ndo alvo. Embora essa hipotese ndo tenha sido testada
neste estudo, ha possibilidade de as cepas que ndo

possuiam o gene Sei serem cepas que estejam sofrendo
ou ja sofreram eventos de transposi¢do de DNA.

E interessante salientar que, nas cepas
isoladas em leite cru, ndo houve presenca de genes do
cluster egc. Outro estudo (ZOCCHE et al., 2009)
conduzido no Rio Grande do Sul ja havia demonstrado
abaixa ocorréncia de S. aureus enterotoxigénicos nesse
alimento, ao contrario do evidenciado em outras regides
brasileiras, como, por exemplo, em Pernambuco, onde
STAMFORD et al. (2006) encontraram 77% de S. aureus
enterotoxigénicos em leite in natura. Esses resultados
vém ao encontro de diversos estudos (CENCI-GOGA
etal.,2003; NITZSCHE et al., 2007) que demonstraram
alta variabilidade genética entre cepas de S. aureus e
que atribuem essa distinta enterotoxigenicidade a uma
necessidade de adaptacdo do microrganismo ao
ambiente e/ou hospedeiro. Por outro lado, duas cepas
isoladas em queijo apresentaram cluster egc
incompleto, o que faz supor que essas cepas tenham
tido outra origem que ndo o leite. Uma provavel fonte
de contaminagdo pode ter sido os manipuladores de
alimentos, uma vez que esses produtos sofrem alta
manipulagdo apos a pasteurizagdo do leite, hipotese
que pode ser corroborada pelo estudo de
LAWRYNOWICZ-PACIOREK etal. (2007), os quais
encontraram o cluster egc em S. aureus isolados de
fossas nasais de manipuladores de alimentos.

Observa-se, pelos diferentes genotipos
encontrados, que o perfil enterotoxigénico das cepas
de S. aureus variou de acordo com o alimento de onde
o microrganismo foi isolado, e houve relagéo entre a
presenca de determinados genes de EE e a procedéncia
da bactéria (P>0,05), conforme pode ser observado pela
tabela 2. A heterogeneidade genética observada pode
ser explicada pela necessidade de a bactéria portar
determinados genes, os quais favoreceriam seu
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estabelecimento em um hospedeiro e/ou alimento.
Diversos trabalhos corroboram essa hipotese ¢
descrevem um perfil toxigénico distinto e bastante
amplo em S. aureus encontrados em alimentos de
origem animal, como derivados lacteos (BLAIOTTA et
al., 2004), embutidos carneos (BANIA et al., 2006) e
derivados de pescado (SIMON e SANJEEYV, 2007), e
em diversos animais, como bovinos, caprinos, ovinos,
aves, coelhos (SMYTH etal., 2005; VIMERCATI et al.,
2006) e suinos (NITZSCHE etal., 2007, HWANG et al.,
2007).

CONCLUSAO

Ha presenga de genes do cluster egc em S.
aureus isolados em alimentos de origem animal, na
cidade de Pelotas, RS. Entretanto, diferentes genotipos
podem ser observados de acordo com a sua fonte de
isolamento (P>0,05). Em S. aureus isolados de frangos,
a presenga do cluster egc completo ¢ elevada.
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