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RESUMO

0 trabaiho viseu o estudo do comportamenio de
gquatre ltinhagens de S. aureus baixe produtoras de
enterotoxinag D e uma linhagem padrdo em meio de laboratério
e em alimentos, creme de confeitaria e presunto cozida. As
técnicas empregasdas pars cultive das células e produgio de
tgxina foram a d& crescimente em frasces sienmeyer ¢ a ge
sacp de gialise, ambas utilizando come meis de cultivo caldo
de triptona 3% & extrato de itevedura 1% ajustada a pH 7.0.
A3 culturas forem incubadas & 370 G ¢ 0 ¢crescimenta e
produgdo de enterotoxina forem analisados no periodo de B a
48 horas de incubagio, utllizando-se o métode padrao de
contagem em placas para a determinacdo da concentracan
calular € oS métodos de dupla difusBo em gel e 0 ensalo
imunopenzimética (ELISAD para as determinag¢ies semi-
guantitativas e gquantitativas respectivamente da

anterotoxina produzida.

Os alimentos utilizados como substrato para as
cylturas foram : creme de confeitaria @ presuntoe cozido.
Cadas um destes produtos foram separados  am dgois lotes, ugm
estéril e gutro nan eaterilizado, inocuiados com
concentraches de 13 8 ig microrganismos/ég produto, das cinca

{inhegens em estudoe e incubados a 25, 3% e 376 C por um

periodo de 48 haras. A3 amostras foram coletadas apds 294 ¢
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%

48 horas para a determinacio do namero de microvganismos
mezdafilos e de B. aureus £ para a analise de enteroctoxina
0. fOs resultados obtidos revelaram gue o métodoe de saco d#
didlise apresentou um rendimento nove VeZes superior ao
encontrado em frascos, para todas as  linhagens. A taxa de
miwima producHe de toxinas para as  linhasens baixo
produtoras ocorres entre 16 ¢ 20 horas con valores medias de
4.5 nasmi/h pelo método de cultura em frascos e 38,9 ng/ml/b
pela técnica de sacn de didlise. A andlise de toxina por
difusio em gel permitiu determinacg8es de toxina a partir de
2,¢ wugsmb. O vesultados encontrados em Cyrepe néo
esterilizado mostraram gque a 830 C & 48 horas de incubagdo
pecarreu a produgio de toxina com uma das linhagens baino
produtoras na concentraglo de 1.2 ng/g, sendo que ag £4
hovras registyou-se @& presenga de toxina em niveis de 1.5
ng/g somente nas amostras incubadas a 370 C. A comparagdo
entre as contagens de amostras de creme easterilizado & nido
esterilizado, mostraram =2 ocorrincia de campetigdo entre a
microflaora natural e as culturas de §. AUYEUS, Uma VBZ QUue
as cremes esterilizados sempre apresentaram contagens de 5.
BUresus e concentragdoc de taxina superior ans nio
esterilizados. 0 comportamento das linhagens em presunte foi

aimilar ao encontrado em creme.
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SUMMARY

The goal of this investigation was 1o determing
whether staphylococcai strains producing enterntoxlné at
panogram leveis per miiiiiiter, not detectabie Dby 'gei
diffusion methods, couid produce sufficiaent enterotoxin in
foods to result In food poisoning. Four (0w enterotoxin D
producing strains were selected for this ressarch bescause
enterotoxin D is produced in smatier amounts than are the
cther enterotoxing, in the controt experiments, the
staphyiococcal strains were tncubated In 3% triptone broth
ptus 1% vyeast extract, pH 7.0, In shake-fiaska and by the
sac cultuyre metnod at 370 G. 6Growth ‘and enterotoxin
production were monitored after 8, 12, 18, 20, 24, and 48
tours lneubatien wusing the standard plate count method for
celt count and the methods of gef dgif¥fusion and enzyme-
linked iﬁﬁunusnrlient assay (ELISAY for gqualitative and
guantitative enterotoxin determination, respectively. The
foods used as substrate for the cullures wers cream ple and
copked ham. These foods were divided Inte 1twe portions,
sterife ang non-steriie. Each were inoculated with Known
cancentrations of the staphylococcsal strains upder study and
incubated for 48 hours at 25, 3B, and 370 G. Samples.wera
taken after 24 and 48 hourg for masephilic and
staphylgepccal cell counts and For enterotoxin analysis,
Mine times as muych enterotoxin was produced by all strains

by the sac culture method than was produced by the shake-
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figsk method. The maximum toxin proguction by the low-
enterotoxin producing strains was between 18 and £9 hoursg
with vatues of 4.5 ng/mi/h by the shake-figsk method and
38.0 ng/mi/h by the s9¢ culiture method., Enterptoxin
production was not detectabie by getl diffusion. Enterontoxin
was detsctable in both sterilized and unsterilized cream and
ham after 24 hours incubation at 370 § and in the sterilized
foods after incubation for 24 hours at 30 C witlh an
inocutum of 163! q. Some strains produced detectabie amounts
of enterotoxin in the unsterilized foods after incubation
for 24 ‘hours at 30¢ € and some produced detaectable amounis
of enterotoxin in the sterliiized fdods after incubation for
24 hours at 250 G with Inocula of 1qu g. Additional amounts
gf enterotoxin were produced by incubation for 48 hours, it
can be conciuded that staphylococcal strains producing
enterotoxin &t ng/mt  tevels in Jlaboratory medlum, net

detectable by gel diffusion, can produce sufficlient

enterptoxin {ng/gy in foods to result in food poisoning.
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I. INTRODUCAO

D estudo das enterotoxinas estafiiocbcicas & de
extrema importdncia para ume efetive avaliag¢do das condigbes
higiédnicas de alimentos susceptivels ao desenvolviments de
Staphulococecus enteroctoxigénices, bam  como dos processos
a gue foram submetidos desde o8 ectagios de matéria—prima
ats distribuicde e consumo. Assim, & medida que 2 indistria
de alimentos se desenvolve, o controie direto das

enterotexinas se torna indiapensavel.

A analise microbiglibgica dé atimentos, mesmo
revelando a augéncias de céiulas de DH. auwreus, nao & uma
medida suficiente para declard—los apropriados ag consumo,
como padé ser obsarvado fTacilmente através de surtes cujo
veiculg tenha sido feite previaments pasteurizado, produtos

de tactici{nio, ou até mesmo embutidos carnegs (32,38,45).

Com relagio a analises ﬁe.enterataxinas, gnhtre 0%
métodos mais sensiveis disponiveis stuaimente, 0 que vem Se
taornando mais viavel e encontrando uma receptividade cada
vez malor entre varios Jaboratdriocs & o "Enzyme linked
immuncsorbent -antibody technique ~ ELISA". Com este método &
péss{vei se detectar concentracoes .ﬁinimas de toxina, da
prdem de 1 ng/mi (38,427, E@ contraposigidc 30 método de

imunomicrodifusdo em J1&mipa que além d8 permitir & angliss
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de enterotoxinas a niveis de 100 ng/miL (B4), depende de um
tempo iopgo de analise, de 3 a 5 dias, e requer técnicos
experientes e treinados (38)., 0 método de radicimuncensaio,
apresenta uma sensibilidade alta, semalhanté ag método de
ELISA, porém necessita de Infraestrutura adequada peic fato
de utilizar substincias radicativas e apresenta um custo

muito elevado & maieris dos iaboratérios de controle e até

mesmo ao0s de pesquisa (1127,

A Gnica analise definitivamente conclusiva a que
se podes submeter extratos 1ilvres de céiulas de culturas de
§. aureus suspeites, de enterotoxigenicidade & o ensaio
hloiggico wutilizando—se macacos Rhesus, ia que san
conslderadas enterotoxinas gquaisguer substancias que quando
agministradas intragsstricamente provoquen reagdo emética
nos animals, mesmg gque nE0 apresentem reagoes positivas em

nenhum dos métodos soroidégicos existentes (B84},

Cepas de8 estafiiocheos produteras de enterotoxing
D s3c & causs de numercsos surtes de intoxicagdo alimentar.
A gquantidade de enterotaxina D produzida pela majoria d4as
inhagens especificas & de aproximadamente 1/8 quando
comparada & produzida pelas linhagens tipicamenie produteréa
de enterotoxing A, fate weste que contribul para sumentar &
dlficuldadé nes identificacBo de cepas produtoras de pequenas

guyantidades de entarotoxina D {38).

14



Assim, estas cepas, 8a8p de indiscutivel interesss,
uma ver nque diminutas concentragbes, ac redor de 100 & 200
ng de toxina, sSo suficientes pars intoxicar individuos
sgdios, especiaimente jovens e idosos {38), Este fatp &
slignificativo porgue frequentemente cepas ispladas de
atimentos apﬁs\mostrarem—se incapazes de produzir atguma daa

enterotoxinas conhegcidas, usualmente s8&n descartadas @

consideragas nio enterotoxinogénicas.

Neste trabalheo, utilizamos algumas desses cepas
congideradas inicialmentse ' como nao produtorsas de
enterctoxinas, Inoculadas em cremes do tipe utilizade em
produtos deg pasteiaria ¢ em presunto cazido, g submetidas a

incubagdo durante 48 horas, sands a sequir anatlisadas peto

ensaio de ELISA.

Também foram estudados alguns aspectes referentes
4 reiacio entre concentraglo cejular e produgio de toxinas
guando as culturas foram submetlidas a crescimento em melas

dge hidrolisados proteicos s50b diferentes técnicas de

cultiveo.
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II. REVISAC BIBLIOGRAFICA

IXI.54 Histdrico

Grande nuimeroc d& trabathos t8m sidoe publicados com
relagso 3 classificagdo taxcndmica de Sltaphulococcocus
aunreus (51, 685) desde que em 1871 Von fecklinhausen
descrevay pela primeira vez 8 presenga de microrganismos em
forma de cocos Gram positivos, isolados a partir de exudatos
purutentos de origem humana. Este fato também fol observado
alguns anos mais tarde, em 1878, por Koch (203, & j& &m 1880
tuyiz Pasteur conseguiuy cultivar estes micrﬂrganésmna em meio
ifgquide sendo 08 mesmos testados posteriormente por Ogston

na Escéeia em cobaias e camondongns, quando se confirmou sua

patogenicidade em animais,

Além da importancia em processes infecciosss o
5. aureus apresenta um papel de destaque »na drea da
higieng e alimentos. A intoxicagdo por enterctoxinas,
raramente fatal, apressota um guadre glinico onde predominam
os vemitos incosrciveis B mal estar generalizado, apbs um
parfodo de incubagko entre 1 a 68 horas. Este quadro pode sar
agravado, Qquando individuos muito jovens, fdoses Bu
fisintogicamente debglitados s&o expostos & agdo destas
toxinas, sendo nestes Cas0s necessaria a hospltatizagao dos
pacientes para recuyperagio e reposigio de volume 8

eletrélitos. Mestas clircunstlncias pode poorrer presenga de

16



sangue no vémito, cdlicas abdominais intensas, acompanhadas
de espasmns musculares, diarréia e cefaléia, ocasionando
também prasﬁrabﬁn general izada do individuo, acompanhada de
hipotensdo artsrial e hipotarmia. No entanto estes sintomas

desaparecem rapidamente durante as préximas &4 horas (10,

s ©asos gnds @& intoxicagio sestafilocbeica,
reaimente assume Triscos graves, em geral estdo restritos a
poss{veis acidentes gue venham a ocorrer em taboratbérios gue
trabalham com purificagdo e produgdo de antissoros, onde

fragquentemente $30 manipuladas concentragdes gatremamente

siayadas de enteratoxinas (¥).

{%x) Bergdoll, M.5. informagio pessoal.
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I1.2 Revisio taxondmica da espécie HS. aureus

A sagdn Xii da ta. vd do Manual de Sistematica
Bacteriana de Bergey {185)-cansista de 15 diferentes géneros
gue sBo poligenética 8 fenotipicamente diferantss. Estaes
apresentam poucas caracteristicas morfo-fisiolbgicas em
comum {cocos Gram positives, guemorganotréficos, meshfilos e
nédo esporulados). As principais caracteristicas utiiizadas
para diferenciar esses géneros sao: tipo de arranjeo cetular,
necessidade de oxigénio, e cataiase. Assim & presenga ou
auséntcla de catalase & cltﬁcramns. separa as cocos Gram

positivos em apehas gdais grupos., A famifia

Microcococaceas, Deinococcaceae € membros do  género

Stomatococcus possuem catalase ou cltscromos ou ambos,

gpguanto que Bm togos 0s putros géneros gstas
caracteristicas astan ausentes, podandn virtuaimaente
apresentar fraca atividade para a degradagdn de agus

oxigenada, caracteristica de raacio de pssudocatalase.

A familia Micrococoncear & composta de quatre

géneros, Micrococcus, Staphulococcus, Stomatococcus €

Planocoaccus. O gendro Staphulovoccus estd subdividido

em dezenove espécies reconhecidas e existem ainda outras
gspécies sob investiga¢do. O genéro pode ser dividido em
peio menos gquatro espécies - grupoe conforme a8 relagao de
homologia de DNA e caracteristicas fenotipicas, @ san elas

S e gpidesrnidis, Ba. sapraphut icus, ., singlans
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S. mciuri. Ji as espécies S. aureus, 5. awicularis,
Se intermedius, 5. huicus ¢ 8. caseoluyticus ndo
podem ser alocadas em quaiguer das espécies—grupo acima
mencionadas € ap mesmp tempo sd0 muitoc pouco relacionadas

entre si patra se constituirsem em u4m novoe grupo,.
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11.3 Propriedades fisiolédgicas & bioquimicas do

género Staphulococcus aureus

is gstafilococos sauo microrganismos Gram~
positivos, anserdblios facultatives, catalase fortemente
positiva, nho méveis, ndo Tfotossintéticos e nip formadores
de wsporos. Muitas linhagens produzem pigmentos amarelos ou
alaranjades, particularmente em meiss contende cloreto de
sbdio. A maioria das tinhagens forma ascetoina de glucose e
aménia de arginina, reduzem nitratos a nitritos e fermentam
uma variedade de carbhoidratos produzindo &cido e nao ghas:
nie formam indol e podem acidificar o Litmus Mitk (75). Os
ensaios da cbagyiase @ termonucicsse SED usuaimente
utitizados para identificagho de cepas deg S. aurgus,
dangs reagbes positivas em poucas horas de incubagao, bem

comg & presenga de hempiisinas (327,

Us estafiiococos s&o mesdfilos, que crescem melhor
em condigles aerbdbias. A temperatura Htima de crescimento &
de 370 G, podendo algumas linhagens apresentarem valores ge
348,490 C {BB} ¢ & tempesratura minima onde alpda foi possivel
sg detectar cresciﬁento 4 de 10p ¢ (75). Em melos ds
composigdo definida, o0s membros deste género necessitam de
amino&acidos como fonte de nitrogénio e algumas vitaminas
eomo cofatores de crescimento (297, Estes organismos crescenm
myito bem em meios compliexos como @& infusig de cérebro &

coragac ¢(BHI 8 variogs gutros, além de hidrolisadeos
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proteicos. A maiorie das linhagens crescem € se desenvoivem
na presenga de sais, até 1H5% de Nacl (5E8). De mansira geral
as iinhageng patééﬁnicaa apresentam malor toler8ncia aos
saig, comg O clu}etc de if{tin, telurite de potéssio,
cianetos e azida sbédica, assim coms aos antibioticos, como
polimixina ¢ penicitina (111). Um dos meios de ispiaments
mais amplamente utilizade & o de Baird-Parker (2, 111).
Consiste de um meio bidsico de Sgar acrescide de gema de ovo

e agentes inihidores & seletivos.
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I1.4 Caracterizagdo de enterctoxigenicidade

Huitas caracteristicas bivquimicss de culturas de
estafilococos, s5&0 tidas comp indicativas ds s4a
enterotoxigenicidade, mas panhuma garacteristica GRS
combinagdoc de caracter{sticas é suficiente para a
confirmagao dssta propriedade. A gcaracteristica mais
ampiamente utiliizada & a reagdo de coagulase (2). Este
ensaio indica & presengs oy ausdncia de uma enzima capaz de
coagular piasma ¢itratade ou oxalatade de coelho, suing ou
humano. Estudos reaiizades mostraram uma atta correjagio
entre a8 presenga de entsrotoxina 8 da enzima coagulase,

porém exlistem atgumas tinhagens toxigénicas cpagulase

nagativa (17, 84).

dlguns pesquisadoras sugeriram a presenca de
ﬁesaxirribonuclaasa termo—sstavel € omo indicativo de
enteropatogenicidade (BH). Outra caracter{stica.que tem sido
gconsideradsa comoe indicativa de enteropatogenicidade €& &
produciec de proteina A, uma vezr que 88% des linhagens de

estafilococos coaguliase positivos, produzem esta proteing

(4032,

Até pouco tempo, linhagens enterotoxigénicas e gque
apresentavam resultados negativos ap teste de coagulase sram
consldaradas como varientes o4 mutantes de 5. mureus, uUma

vez que 8 capacidade de prcduzi? entarotozring era usada come
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um critério taxondmico na ciassificagdo de S. aureus (B1).
Entretante esta forma de classificagdo & discutivel, pois
néo estabelece 4@ identideds das espécies desses organismos

através de )inhagens referéncia & homoiogia de DNA (1),

Postertorments atguns pasquisadores {33)
gstabelegaram umz nova espéeie denominada 8. hyicus
contendo duas subespécie, hyicus ¢ chromogenes Que podem
apresentar coaguiase variavel e termonuciease positiva para
s subespécie huyicus, enguanto QUa para a segunda tanto a
coaguiase quanto a termonuclease 550 susentes. Estudos
recentes onde cingco linhagens de S. hyicus foram testadas
sorologicamente para sua capacidade de produzir atgum tipo
de enterotoxinag 8 submetidas' 2 ensajos biclbgicos o©om
macacos, reveiaram gque nenhuma delas produziuy atgum tipo de
enterotoxina: entretanto todas as cinco cepas provocaram
emese em peio menos 2 de 6 snimais utitizados, fato este até

p presente sem elucidagdo concliusiva {12,

A atividade protealitica e lipeslitica, produgBo de
fosfatase, redugdo de nittlrato, fermentagBo de carboidratos e
sensipitidade a antibiéticos nédo tem aparentemente relagdo

com a produgdc de coagulase, termonucliease & snterotoxinag

(75).
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I1.5 Incidénecia de Staphylocaccus aureuns entero—

toxigéEnico no homem € em al imentos

A real incidéncia de intoxicagBo evstafilochbecica em
vérias partes do mundo nao esta bem estabelecida, ums vez
gue s8sta enfermidade ni&o & relatsda aos servigos médicos @
sanitérios em muitos pafses. No entanto em alguns deies comp
pcorred na Hungria no ang de 1874, do total dos surtes de
intoxicagip alimentar, 4D% (10) foram atribuidos & ingestde
de atimentos contendo entsrotoxinas sstafilocdeicas: este
dado no¢ entants # relativamente alte qﬁanda comparado com

valores de 20-P5% dos casos registrados no Japdo e 25-30%

nos EUA (8, 77, 10)2.

Segundo ¢dados do Genter for Disease Gontrol {(GDCY,

08 Staphulococcus representam o segundo agente etioclbgice
mais freguente gm surtes de toxinfecedes alimentares,

precedidos apenas por Salmonella (25, 34, 36, 37).

4 razic fundamental gue impede a confirmagdo dos
surtos, &€ a falta de infra-estrutura para uma determinagén

répida e efetiva da presenga deg toxinas nos alimentos

suspeitos.
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i incidéncia de 8. aureus enterotoxigdnics e
syas enterstoxinas em diversos slimentos no Brasii, tem sido
constatada por alguns pesquisaderes, porém a ocorrénciz de
surtos apresanta-se mal- documentada, acarretando
dificuldades para uma anélise estatistica mais acurada em

retagdo & Incidénecta de toxinfecgfes alimentares (44).

Estudos realizades por iaria e coiaboradores (87)
realizados em manipuladores de alimentos em hospitais da
cidade de S&o0 Paule, evidenciaram gue 35,3% dos individuos
examinadas eram portadores de S. aureus nass fossas nasails

‘s destes 16,7% revelaram—se portaderses de cepas produtoras
de enterptoxina G, nbsarwandn?se uma alta incidéngia na
populagde. Outro travatho realizade com glimentas, peio
mesmo grupo, utilizando doces cremesos de canfaifaria na
cidade de S5c Pautlo ¢(5B), mostra gque 8 incidéncia de
§. aureus foi de 38% e que destes 18,4% eram capazes de

produzir enterotoxinas, predominande a do tipo G, seguida

dos tipos B e D.

Esta situagsdo nae ocorre somente na Brasil mas

também nus demais paises Latine Americanes (85, 48).

E bem conhecida a participagdp de portadores de
Sa TP eus na cadeia epldemioliéyica da intoxicaghe

alimentar sstafilocbeica. A caolgnizagcde nasal por S.

auFes em  humanos &  descrita freguentemente e uma grande
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proporgao de pessoas sadiss mantem este microrganismo em
8488 fossas nasats, congtituindo—se em seu maior
reservatario (aproximadamente 30 & ©50% dos adultes s&o
pertadores) (88). Este pode ser um fator agravante gquando
houver contats difeto com alimentos atraves ge
maniputadores, com¢ no caso de indGstrias de carne. Fol
demonstrado que 492% de um tetal de B empregados de
frigorificnos e indiéstrias d¢e carne na Suécia, considerados
ciinicamente sadios, Eram partadores de CEPES

enterctoxigénicas (28, 25J.

Um ltevantamento reallzade em uma popuiagan
hospitalar por Henning revelou- uma porcantagem aoc redor de
32 e 30% de S. aureus enterotoxigénico em fossas nasals e
garganta respectivamente (47, 48, 88). Existem também dados
na iiteratura gue indicam taxas mais eievadas como 82% para
pessoas com algum  tipo de  infecglo resplratéria,
prevalecendo 8 presenca de enterotoxinas tipo A, B au ambas,
com predomindncia de enterotoxina B (88%) (9). Per outro
iado Reail e colaboradores analisando alimentes e individuos
revelaram que 38% de pessgsoas sadias & 4b% de pessgas com
lesbes cutaneas apressntavam cepas produtoras de
enterotoxing A, e 49¢,8% de cepas toxigénicas encontradas em

PESKCES Com infecgso apresentavam predomindncia de

enteroctoxina © (B3).
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Nos primeiros fevantamentos realizados por Casman
{(23) & por Simkovicova 8 colaboradores (103) nos Estades
Unidos ¥fcop constatada uma incidénecia de BB,.2% de cepas
enterotoxigénicas em relagdo as demais. Estudos mais
" recentes d& Payne e colaboradores (B87) indicaram gque &62,5%
dos microrganismos isglados de atimentos produziram algum
tipo de enterctoxina 8 no cassn especifico da snterotoxina a
incidénecia constatads por esses pesquisadores fol de 47,T0%.
fm trabalhos realizados com produtos carneos no HBrasll, por
Hircoka este valor fol de 42,7% (48). Estudos realizados em
alimentos prontos para consumo por Adesiydn (1) mostraram
que 38.,1% das flinhagens pesquisadas aram tToxigénicas

apressntantec uma frequéncia de 44,3% para @ enterotogina 0.

EFm um <trahalha realizads na regiso de Campinas em
1876, foi possivel! analisar 128 amostras de magarrdo, seando
que 69,5% revelaram a presenga de S. _aur&us g destas B3%
foram confirmadas ocomo enterotoxigénicas com predominGncia

da enterotoxinag A em niveis de 31% (31).

Atguns dados levantados com carne enlatada para
exportacdo, do Brasil, mostraram gue em um fonte, pelo menos
8§ tatas estavam contaminadas e em pels menos 4 deltas fToi

pessivel 88 isotar arganismos capares ge produzir

enterntexing estafilocbeica tipa A (710,
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Algums ocutros alimenios nas guais Fol possivel

isolar S. aureus enterntoxigénicos foram:

al)

B)

camartes, onde se obteve contagens slevadas ao redor da

7
1 UFC/g, sendo a enterotoxina A produzida por 48% e B

por 35% {(4), valores estes enconirados na Holanda:

feite © queijos no México, onde a partir de 180 amostras

foram isotadas 400 cepas de S. aureus sando 92%

snterotoxigénicas @ dentre estas 45% produziram

enterotoxina A e 33% enterotoxina D (85, 4B).
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IT.46 Enterotoxinas estafilocdécicas

II.&6.% Estrutura malecular

As enterotoxinas estafilocéecicas sd3c protefnas
formadas por uma simpies cadela polipeptidica 8 que
apresentam um pese moiecular de 268.000 a 30.000 0. Sete
enterotoxinas distintags foram itdentificadas e diferenciadas
em suas reacdes imunolégicas: enterotoxina A(1H), BU1B), CF
g G212}, ¢3{(83), D(23}, EC13). A identificagdo das
genterotoxinas @ feita por suas reagbes oom anticorpos
gspecificos (24): no caso das enterotoxinas do grupo G, slas
reagem com o mesmp anticerpe principal mas cada uma ‘tem
anticorpos especificos, que permitem assim a idantificagia e
isplamento (6B), indicande gque as sstruturas Individuals das

enterotoxinas € s8c diferentes.

0 principio do método bioldgico de identificagho
das enterctoxinas bhasela—-se no fato de provocarsem emesse am
macacos, quands o sobrenadante de umé cultura apds o
cresciments de uma cepa de estafilococes & introduzido
int}agastricamente nestes animais, Emese & o principal
sintama ghservadeo em uma intoxlcagao atimentar
sstafilocdoica e, desta forma, gualquer metabolito produzidoe
pelo microrganismo que seja capaz de produzir este sintonea &
cunsiderado como  enterotoxina; assim, certamente multas

saterotoxinas desconhecidas devam existir.
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A anadlise de cepas implicadas em intoxicagao
alimentar indica que gerca de 5% dos surtes & resultado de
agion ueétaa subst8ncias. Qutro fatoc a considerar Sap as
pequenas quantidades de toxinas produzidas por diversas

iinhagens dificultando assim sua purificacho e andlise.

Das entarotoxinas a unica cujo peso molscular &
conhecidp com precisac € a deo tipe B uma vez que toda 3

sequéncia de amino&cidos & conhecida & seu valor & de 2B.368

4. (52,53).

Existem diferengas entre os pontos ispelétricos
das diferentes enterotoxinas detectados pelos meéetodos de
focalizagBo iscelétrica onde mais do que uma ¥fragio &
obtida, com difarengas de aproxiﬁadamente 3,9 unidades de pH
entre eies. ﬁs. enterotoxinas cantém guantidades
relativamente grandes de lisina, &cido aspértico, giutdmico
e tirpsina e apresentam apenas dois residuos de mela
cistina. Ha diferen¢as nas guantidades de varios residuns am
suas estruturas, porém sem que hala qualguer significineia,
a nioc ser uma provave! relagdoe com o estabsliecimento dos
sitios antigénicos (16>, 0O gstudo da sequéncia de
amino&cidas em enterotoxina B revelou a presenga de 38
“residups, apenas dois resfduocs de cisteina estlo presentes @
sg loecaiizam aproximadgamente no centre da cadeia, 0nas

posiphes 32 e 112 (533 como ndoc ha grupoes SH livres na
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enterotoxina B, as duas meis cistina estdo unidas em um

resfdun de cistefna (8.

Gparentemente @ @alga de clstina & uma estrutura
comum 48 enterctoxines uma vez que todas s#iss contém apenas
dois residuos de meia cistina. A sequéncia de aminodcidos da
atgs de cistina pode ser diferente para cada enterotoxinsg,
como & © caso da enterptoxina A & B, Alguns pesguisadores
atribuem a esta regifo .da molécuia o sitio de toxicidade,

uma ve? Qque a alga de cistina sempre estd presente nas

enterotoxinas (84).
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I1.6.2 AT3c ¢ dose emgtica das enterotoxinas

0 gquadro clinico apresentado por individuos que
tanham - ingerido anterntoxfﬂas estafiiocheoicas coms  jé
anteriormente mencionado, & caracteristico, j& 4que a
gnfermidade é aguda e aute~limitada com compieto

restabetfecimento entre 24 a 72 horas (8).

A sintomatoiogia das inftoxicaegies estafilocheicas
& conhecida, porém sau modo de agdc no homem nac esta
perfaitamente escliaregidy, vieto gue esta enfermidade nunca

] fatai, impossibititando assim a COmMProvacgsaon

anatomopatolfdgica de seus efeitos (10).

O alvo de agio das enterotodinags & o tratse
digestivo, mags outras alteragtes na pressac arteriail e
temperatura indicam a passagém das enterotoxinas do estimago
¢ trato intestinal para o sistema circutatérin ginda gque em
niveis muito baixes (27). Coem p sdvento de métodos mais
sensiveis como radioimugnoensalo e ensalo imuncenzimdtico
{153, foi possivel a detecgdo de enterstoxinas em amosiras
gde sangus,. Qutra evidéncia da passagem da toxina para 2
gcoprrente circulatbéria estd baseads no fato de que sa pode
nhgservar ¢ desenvolvimento de resisténeia em macacoes as

enterctoxinas guanto estes as recebem por via intragastrica

7).
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A absorgas da enterotsxina se d&8 na mucosa
gastrintestinal intacta € em aproximadaments 15 minutos &
paossivel ﬂetscté*la am tecido renat ligada a imunoperoxidase
gm neutréfilos e macréfagos glomerulares e de guodenc. A
el iminagso occorre também rapidamente, uma vez gqus 180
minutoé aphs a8 exposi¢doc do animal nao & possivel se
determinar gqualgquer componente antigénico nas amogstras de

sangque (18).

Através de estudos em animais de laboratodrio,
macaco rhesus, conciuiu-se que 0 vémite & provocado por
estimulagdo de receptores eméticos iocalizados np  trato
gastrintestinal e transmitido ao centro do vimite via vago e
nerves simpéatices (B8), Este fatoc pode ser observadn aphs
apnsaios em animais vagotomizados que respondiam parcialmente
-] agao das entarotoxinas quando administradas

intragastricamente. J& @ simpatectomia abdominal dos apimais

conferiu uma protegde completa (113,

Eastudas com veluntarios, mostram gue @8 @ 25 ug de
enterntoxina B pura, ou seja, 0,4 ug/kg de peso corporal,
padem provocar quadros ¢linices tipicos de intoxicagao
alimentar. D estudo de um surtoc de intoxicagio alimentar
acorrido em Madison, Wis, USA, envoivendo uma popuiagio de
sstudantes de segunde grau, revelou fue o alimento vefcuin
foi laite achocolatado, distribuidao &em embastagens

indiwiduais acartonadas de aproximadaments 2bl mi. E anglise
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de enterotoxinas no leites, reveiouy indices médios de B4 &
1B49 ng de enterotoxina A por embaiagem e a razao de ataque
ftoi de 31,5% para o¢ jovens que consumiram apenas um pacote
de leite, 38,2 para os gue consumiram dois e 4b5% para
agueies gue consumiram deo dois a trés pacotss. Assim fToi
possivel conctuir que 200 ng oy menos de anterotoxina A pcde

provacar intoexicagao am ingividuos senafveis (3R,
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I1.6.3 Reatividade imunoldgica

As enterotoxinas apresentam reacbes imunoldgicas
cruzadas entre si, indicande oque podem ser divididas em
grupos segundo a possibilidade de raggfes cruzadas dentro de
um mesmo grupc, mas nSoc entre grupos distintes (10)., As
enterotoxinas estruturaimente mals semelihantes 6&0 as do
grupo £, assim G1, e 02 possuem determlnéntas antigénicoes
comuns & outros especificos (B8), Sabe-se atualmente que @
enteratoxinag €3 reage com o anticorpo principal para
enterotoxina 1 e €2 mas & reagas indica .que s sitios
antigénicos na enterotoxina G3 responsavels por esta reac¢an
naoc sao idﬁnt}cosléquelea gdas outras enterotoxinas do grupe
'C. A evigéncia para a reatividade imunoidgica cruzada entre
as snterotoxinas & 0 fate de gque alguns antissoros
preparados contra. 8 contém anticorpos capazes de reagir
também com as epterotoxinas Gs, assim asticorpos obtidos por
cromatografia de afinidade reagem com enterotoxinag B, 1, e
G2 comp soe fossem uma oanlca Toxina. Atuaimente existem
preparagdes de anticerpos especificos para enteroioxina B,
anticorpos gue reagem com ambas al toxinas G1 e 42 de furma

igéntics e anticorpos especiflicos para cada uma delas (g2,

N casg da enterotoxina E, 83c observadas reagaes
ceom enterptexina A, tendn cada toxing seuy principal
anticorpo € um outre secundario comum Sempre presente [0S

respectivos antissoros (13, 7). A entercotoxina D ndo reags
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de forma cruzada com os anticorpos comuns a enterptoxing A e
E, mas existem evidéncias de que aigunhs antissorps devam

gonter anticorpos que ragjam cam tedas as trés

enterotoxinas.

Atguns autores (108) obtiveram fortes reagles de
enterotoxinas 8 e C com anticorpss heterbiogos wmas a
guantidade de soro necessaria fol quatirg uezes_maiur do gue
a utilizada gara as saries homéiogas. Fpl proposto que gm
dos trés pfinclpais geterminantes antigénices dessas
snterotoxinas possul uma significante similaridade, mas
provaveimente sua estrutura ndo sejs idéntica. Paer outro
tado foi impossivel se determinar gqualgquer tipo de reagaEo
cruzada entre enterctoxina A e B, Dutras gstudos acerca gda
reatividade cruzada entre fragmentos de enterctoxina 8 ¢ C1,
obtidos por processos de tripsinizagdo, mestraram que OB
fragmentos majiores das duas enterptoxinas, um de 17.000
daltons para enterotoxina B e 19.000 e 22.080 dalton para
anterotoxina G1, reagiram com anticorpos homdlogos para caga
mnlééuta {ntegra da respectiva enterotoxina ainda gque de

forma menos eflcients do que para @& toxina n&g digerida

(1467>.
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II.6.4 Estabil idade das enterotoxinas

As enterctoxinas no estado ativo sdo resistentes 2
agaos de entimas protepifticas - como & tripsina,
guimiotripsina, renina e papaina (8), apresentando assim uma
resisténeia & acdo de proteases muito superior & maioria das
proteinas., Estudos indicam gue @& entsrotoxina B ativa &
inativada por pepsina a pH 2,0 (8, 1160, sends que em
valores mais slevados de pH ndo hé alteragio na atividade.
Besultados semeglhantes S50 obtides com a enterotoxina G3. O
fata de serem as enterotoxinas resistentes & ac¢do de enzimas
protepiiticas expiica gua ag¢ao térica maesmo gyando

submetidas as condigtes do trato dlgastivu.'

As enterotoxinas 5&0 consideradas termo
resistentes, uma vez gue nao gas completamente inativadas
apads fervyra de extratos hrutos poar 30 minutos ]
administradas em macacos (3D0), observando-se uma redugdo na
atividade da ordem de 50% guando a enterotoxina B & aguecida

a 1006 ¢ por 5 minutos.

_ 6 valor 2 para a enterotoxinag B (52 =~ BE8o FJ &
maior gue para a enterotoxina A (48 - Blo F), indicando que
g primeira apresenta uma resisténcla relativa malor que para
enterotaxing A {805, Trabalhos realizados Com as
enterotoxinas B e ©, mostram gue fratamentos térmicus a 1009

G inatiuam a ambas num perfode de¢ 3 horas £ que a taxa de
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inativagio era mais eficiente @& BOo C do gque @& 100¢c G

gurante o perfodn inicial de 10 @ 30 minetos (43).

Com retagdo & valores de pH, estudos mestram que
ndo ha correlacio homog8nea entre as diversas enterotoxinas,
assim entergtoxina £ apresentou-se mals estavel a pH

menores, da ordem de 5,5 snquanto que para @ enterotoxina b

a2 inativagdo ocorria a pH de 6,58 (1082,

Com relagdn a lnativ;cén dag enterctoxinas por
radiacbes, atguns dades indicam dque doses de 5 Hrad} B&O
necessarins  para a rédu¢§o de B0% na concentrag¢do de
gntarotoxina B em tampdo varonal (8%1), necessitando—se ds
yma dose quatro vezes superior para o mesmo efeite em ifeite,

ohtendo~se o valor O em tampio e laite de 2,7 WMrad e

8,7 Mrad respectivaments.
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I.6.5 Produg3o das enterotoxinas

Varios asutores (60, &3, 84, 883 sugeriram
diferentes métodos e meios de cultura para a produgaoc de

anterotaxinas-aétafilncﬁcicas.

A utitizaglo de meios derivados de hidrolisados
protefcos s3c os recomendados (60, 84). Entre estes, citam~
s8a ¢ migic PHP {(Frotein Hydrolysate Powdsr) 8 o meija N-Z
Amine NAK, isolados ou combinados em diversas concentiragdes
e suplementados com tiamina e niacina ¢B3, 118). Na
pealidade, os dlgeridos pancreaticos da gaseing, tem sido
utitizados para produgieo em Jarga escala de antarotoxinas,
por serem compostas ds peptideos e oputres fateres dea
cresclimente de baixo peso motecutar faciimente el iminados
nas stapas de purificag3o de snterctexinas {8, 108). Até ha
alguns anos atras haosse taberatﬁria utilizava o meio N-Z-
Amine NAK (um digerido pancreatico de case;na) {88), no
entantp este meio deixou de ser produzido e passamas &
wtilizar putro contendo 4% de tripticase e 1% de extrato de

levadura (73) tanto para fins de identificagdoe de cepas

guanto para purificagho de gnterotoxinas.

Investigagies & respeito da cinética de formagio
dea enternotoxina B revelaram que & toxina ngog foi detectada
em meio ds cultura antes do término da fase esxponencial de

cresgiments €72, 82). A méxima produgso ocorreu durante a
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fase transiente entre crescimento - exponencial g fTase

astacionaria (B2}).

& enterotoxinzg 8 comega "a ser detesctada apenas
‘apbs 5 horas de incubagdo a 370 § com @ produgbo aumentando
gqradativamente até as 20 horas de incubag ko, enguanto que a
cuftura entra em fass estacionédria de crescimento apés 7 a 8
horas de incuba¢io. Com diminuigdoc da temperatura de
incubagdo, haé uym decréscimo na qguantidade de toxing

sintetizada, sBMm jue o crescimaento seja afetado

significativamente (72},

4 adigl3n de uma fonte de energia' rapldaments
metabolizédvel caomo glucose QU _piruvata éu meio de caseina
nidrolizada, causa seyvera repressac ha sintese ge
enterotoxinag B. A anélise dos produtes finais do metabol ismo
da glicnse @ piruvafa mostraram que, condigies favoravels a
descarboxilagio oxidativa do piruvato favorecsm 2 repressio
ds sintese de toxina (78). Estudes feites por muilos
pasquisadores, (7%, 88, 81, BZ) levam a crer gque a repressao
da sintese de enpterotexina msediada pela glucose gsteja sob
controle catabéliice (104), fato este que se apresenta em
contradigdo cam outres laboratérios revelando gue 3 agin da
glycose nao esta ligada 2 mecanismos de repressac
gcatahbiica, através de exparimentos' gtitizando anélogos da
glicose. Assim, a3 agdo de um metil glucesideo apraesentou um

efeitn estimulador enguanto gque O 2~degniglucoss inibiu
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severamente a produgio de enterotoxina. As célylas neste
estudo eram permeaveis 8 3°6° Adenosina Monofosfato (CAMP),
porém a adl¢ho deste composto ni0 reverteu @ repressio da
giucose ou do o-deoxiglucose na sintese de enterotoxina B
{104}, Através destes estudos, o3 pesqgulsadores concluiram
que a regulacic da enterotoxina ndc estava sob controle
catabalica, uma vez que em E. coli a adigho de CAMP

reverte a repressio da glucose na sintese de galactrosidase.

A presenge de glicose no meio resulta também em um
abaixamento de pH, devide aos produtos deg metabolismo da
glucose, FEstudos realijizadas com giucose incorporada apo melo
de cultura, mostraram gue teores menores de enterotoxina SR0
nroduzidos na presenga de giucose, em parte devido a0
decrescimo de pH, uma vez gque niveis mals elevados eram

conseguidos em meios tamponados Com pH syperior a 5,8 (144} .

g valor de pH 6timo para produgan das
enterotoxinas A, B e C ocerre na faixa entre 6,5 e 7,3 (B1).
para @& }inhagem S. =mureus 5-8 produtors de enterctoxinas A
e B o0 valor fimite encontrado em nosso laboratérigo para a
progugio dg  toxinas fai de 4,% mesmo parae cuituras de 7
horas em melie NAX & 370 C, sendo que com vaigres de bH 5,0

apés 24 horas fol possivel se detectar 2,5 ug/mL (B8).
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Com vrelagdoc &s temperaturas de incubagdo, as
minimas € maximas indicadas para a produgso de enterotoxina
g foram 13 p 450 G, sendo gque em aiguns trabalhos reallzados
com presunte curado, apbés £ semanas de incubagsio & 100 C em
condigGes de anasrobiose e pH acima de 5,8 fol constatada 2

presenga de enterctoxina 8 (453,

A adigho de sais como clerets de sédio, afeta
grandemante a produgdc das entsrotoxinazs guer pelo efaito
inibidor de seus fons, quer pela diminuig¢do da atividade da
4guas (aw) no meio de cuitura. O abaixamento de aw de 0,88 a
0,98 ou 0,97 resulta em niveis muito baixos de produgao de

toxina, apesar de ndoc comprometer de maneira apreciével o

crescimento (114, 1153,

Aiguns estudes noes mostram gue concentragies de
10% de Magl tem pouca infludneia no crescimento ge
S. mureus, porém a nfveis pougo supericres a 3%, o

decréscimo na produgsoe de toxinas & evidente {787%.

A agBo conjunts de Nacl, pH e temperatura &
amplamente utilizada em estudas do inibigdo da sintese de
enterotoxinas. Estes trabalhos revelaram ser 0 S. ‘ureus
capaz de crescer em caldos cunteﬁda 12% de Racl a
temperaturas sntre 20 & 3Be . Nestas congicdes a producgsdn
de enterotoxina B & inibida, ¢113) todavia pode continuar se

a concentragdo de Nac! for inferior a 4% (115).
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Dados obtidos em nossc iaboratérie utilizando a
linhagem §-8, mastraram gue @& reducioc na produgio de
enterotoxina B, em concentragfes de 4% de Nacl e pH 6,0 apbs
43 horas de incubsgdo, foil de B885,5% sende gue naE0 68

nhserveu produghn de snterotoxina A scb essas condigdes

{BRB).

A adigi&pn de ions potassie (53,60 umoles/mL) e fons
filupr (57,14 umoles/mL} reprimiram completamente a sintese
de snterotaxinas. Entretanto 3 reversio 0a inibigado por
adigao de {fons magnésio, sugers uma dependéncia do sistems
enzimatice contrslador da sintese de gnterotoxinas (417,
Duando fons magnésioc na concantragis de 0,9 @ 1.5 mM,
fosfatos de 1,94 a8 2,87 mM e potassia de 1,5 a 30 mM, sio
introduzidos am meios de cultura previamente
desminerailizados, observa-se um aumento de guase 100% na
- produgso  de snterotoxina B, A adigio de outres ions
metalicos nio afeta de manegirsa significativa a sintese desta

genterotoning (118).
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IT.6.86 PurificacSo de enterotoxinas

Em 1865 alguns pesquisadores do Food Research
institute, FEUA, descreveram um procedimentc baseads em
técnlcas ds extragdo em colunas cromatograticas, por melo
das quals as enterotoxinas puderam ser purificadas (6,74).
fis etapas oprincipals do processo de purificagdo podem sar
descritas resumigamente comp adsorc3c da toxina em resing de
troca iénica Amberlite GG-50 & recromatografia em resina de
carbox! metii cetuiose (3100) seguidas de permeagas em gel de
Sephadex §-75 oy Sephacryl 5-200 {118, 2613, Mals
recentemente muitos. faboratérics vem empregando técnicas de
focalizagho cromatografica com a Tinalidade de se abter um
rendiments maior & em um espace de tempo meRor. Apds a
filtragio em gel s3c comuns as préaticas de eletroforese em
celutose, oy em gel de poliacrilamida com dundecit suifate

de sb6dio {118) para a determinacﬁn_ gda pureza das

enterotuxings.
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11.6.7 Andlise das enterotoxinas

0 melhor métoedo pars diagnéstica de anterntoxinags
sem dovida & o ensaio biolégico utifizando macaco rhesus
{(Macaca mualatta)., Ests teste & reallizado administrando—se
solugbes de aproximadamente 50 miL de extrates livres de
células da cuitura sod investiga¢dn por via intragsstrica.
Fstas solugdbes podem gorresponder a extratos gconcentrados de
até 20 veazes O volume inicial da cultura. Segundo
recomendagies oo Food Research institute & necessaria &

utilizagBo de trés grupos de seis animais cada (117,

ks gnterctoxinas  estafilochcicas quando
ministradas & animais de taborataric, em geral, induzem a
uma resposta imuhe pofl parte do oGrganismo receptor, Com
copsegquents formagao de anticorpos gespaci{ficos. Peia
primeira vez, por voita de 19838, alguns pesquisadores
recopheceram & antigenlcigade das anterotoxinas (78},
Pésteriarmenta iai 0bservad$ma reacio de precipitagho dea
antfgeno e anticorpo em meio da agar, jdentificando uma
série de antigenos na preparagio de snterotoxinas. A partir
dissn, comegaram @ SET stilizados métodos snroibdgicns para
svidenciar enterotoxinas estafitlocheicas e somente per valta
de 1885 & que tais métodos faram inseridos & -rotina

iaboratorial de analise de enterotoxinas {211},

45



0 custe e manutengio 003 animais, somado ao fato
de gue estes adquirem resistancia as enterotoxinas sho as
malores d}ficuidadaa enpcontradas pelios giferentes
jaboratérios gque atuaimente vem trabaihando na area de.

enterotoxinas estaflilochcicas.

Entre as varias técnicas dembnstrativas das
reaﬁaes de pricipitagac especifics, as mais empregadas S80:
difusio em gel de &gar oy agarose 53, 1§, B5), ou seja a
imuncdifusdo dupla (5, 85), Imunodifusdo simples (86, 101) ¢

a imunomicrodifusao em |amina (22).

Estes métodos tém sido utilizados para
caracterizar e guantificar as enterotoxinas estafilocdcicas,

a partir de sxtratus lilyres de chiujas de cepas suspeltas.

Degstes métodos, apenas o de€ mlcroimunodifussdo em
ISmina tem sido utitizade para evidenciar a presenga de
toxinas, diretamente a partir ds extratos, parcialments

purificados @ concentrados, de alimentes sob  investigagho

{(823}.

0 timite de sensibilidade para 0 método de dupia
difusho em gel situa—se &0 redor de 0,5 ug/mi guando ©e
gtiliza o métodp modificade de fiuchteriony pars "olacas de
4tima sensibilidade™ (0SP) dasenveoivido por pesguisadores do0

FRI (88). Para o micro metoedo em tamina, estes [imites
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extendem-se até 0,1 ug/mL (22). A técnica de difusas
unidimensionatl foi, € ainda &, o método utiiizado para
andlises quantitativas a partir de sobrenadantes e culturas,
slém de sar imprescindivel para a gquantificagao de
enteraotoxinas nas diferentes fases dge purificagdo, =®
determinagio 4o titule de soros imunes, ~apressntands

sansibifidade de 3 a 2 ug/mbi de enterotuxina;

Um dos pringipais problemas encontrados na
determinacio de gnterotoxinas e de cepas taxigénicas
responsavels por;i}ntnxicagﬁu atimaentar, estéd Jjustamente
relaclonado & éensihiiidada dns métndos propostos, uma vez
gque porcentagens significativas de CERat toxigénicas
produzem concentragtes ao redor de 1 ng/mi ou m8ROS, estando
partanteo, abaixo dos niveis detectaveis pelos métodos supra
citados (84), e ainda assim s8c capazes de Pprovocar
intoxicagao alimentar {38). H& portanto, a néceaaidade da
ytitizagio de técnicas mais sensiveis, rapidas, & que possam

sar aplicadas diretamente @ extratos de alimentos (422.

Entre 0s métodos disponfveis atualmente, 589
citadas as téﬁnlcas de hemag!utinégan passiva reversa,
utilizando a adsorgdo ds anticorpos gspeciflicos a hembceas
tratadas com &cidg ta@nico, seguida de aglutinagdo de célutas
sgnsipitizadas com enterotoxinas, ’apresentando uma
sensiblligade ao redor de 0,1t wg/100 g de alimento. Um fateor

gug deve Sgr consideradoe nesta metodoiogia é 0 surgimento de
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reacbes Iinespscificas de aglutinagio (102). Em substituican
45 hemécias, sutres métodgos  propBem a utillzagdo de
particulas de fatex e tem apresentadn resultados bastante
precisos, da urdem de 0,1 ngfmL, <quande utijizados para
guantificagdo da toxina responsavel peia sindrome do chogue

taxico (TSST-1) proveocada por linhagens de S. aureus {58).

Um método rapido, eficiente e amplamente utllizads
tantoc em analises de afimentos guasntp em pesquisas de

gnterotoxinas & o radioimuncsnsain, (5, 112).

D principio fundamenta! deste metods basela-se na
185

competigiéo entre enterotoxing marcada com | & nao
marcada, peio sitio de ligagho de anticorpaos gue foram
adsarvidos na parede interna de tybos de poliestireno. A
censibilidade deste método varia entre 1,0 a 5,0 ng/mi (82}.
0 inconveniente do método & a necessidade de se ﬁanipularem
substincias radiativas, portanto acarretande riscos de
contaminagio aos técnicos e poluigas ambiental, altém de ser
imprescindgivet infraestrutura e equipamentos sofisticados

comog os clintitagrafos que sip de elsvado custe técnico e

pperacional.

Com o intuito de se eliminar as desvantagens gn
radioimuncensaio, foi “propnsta a téenica dea gnsaig

imuncenzimbdtico (ELISAY que utitiza uma fase shiida pnde &

adsorvida a imunogiohutina G (1gBl), a seguir 8o adicionados
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gxtratoes de amostras supostamente contaminadas par
enterctoxinas, e posteriormente @apés lavagem prévia do
suparte é adgicionada a 1g6 iigada & wuma enzima (de
preferncia que produza compostos coloridos na reagdc com
seu substrato) conhecida como conjugado. Decorrido um tempo
predeterminado de incubagdo, a solugho de conjugada &
removida. Apbs esta etapa & adicienada umd solugéa de
substrato, guande entdo ocorrerd a reagaho colorida que
poderéd ssar observada @a olho nG, no caso de simples
diagnaéstico da presenga de tokina, ou madida
espectrofotometricamente no caso de anaiises quantitativas,
necessitando-se neste cCaso dge uma curva padrdo construida

com valores conhecidos de enterotoxina (88, 42).

Alguns trabalhos realizados rgysliaram peioc menpos

quatro versdes possiveis para a técﬁica ge ELISA:

a) método competitive de ELISA com esferas de poligstireno:
1) métods de “"sandwich™ com anticorpes marcados;

c)} teste de inibigdo com anticorpos marcados e

4y teste deé inibigio com anticorpos ndo-marcados.

Dentre estes o que apresentoy mslhores indices de

reprodutibiiidade foil o método de "sandwich®” utilizando
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gsaferas dg poliestirenc previamante adsorvidas d8 14G.
Atraves dagse méatodo foli pasaivel 88 determinar

cnncentracﬁgs ds ordem de 0,1 ng de enterotoxina/mi {383.

As enzimas utilizadas nop prepars do c¢onjugads
podem ser, peroxidase (42, 1122, fosfatase (38) & B amiiase
(78), sendo que atualmente h& uma tandéncia em vArios
taporatérios de se utilizar a fusfatase comp & escolhide,
uma ver que-égpesenta cysto menor € ndc requer 8 gytilizagéo

de suhstancids t6xica5 no preparo do conjugadso.
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I11. MATERIAIS E METODOS

ITI¥.1. HﬁTERIﬁIS

ITY.i.4. Organismos
Staphylacoccus aureuﬁ.478ﬂ)(Fﬁl)
Staphylococcus aureus D9E {FR1)
Staphylococcus aureus 386 (FR1)
Sfaphglacaacus BUreus 487 {FR1)

Straphylococcus aureus 484 {FRI?}

IIT.4.2. Meios de Cultura

- Meio diferencial 8 sejetivp: Baird-Parker {Difco),

adicionado de teluriteo de potassic ¢ gema de 0vO (BP).

- Meio para contagem de células viadveis: "Plate Count Agar™,

{Difcor (PGA}.

- Megig para produgao de enterotaxinas: Triptons 3% € gxirato

de levadura 1%, (Difco), {TEL).
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-~ Meilu de enriquecimento: Brain Heart infusion {(Difco),

(8H1).

II1.1.3. Reagentes para testes bicgquimicos
- Reativos para colora¢iao de Gram.

~ Piasma liofitizado de coeglhe (Difcol.

ITII.i.4. Reagentes para andl ise de enterotaoxinas

'~ Enterotoxina estafitochdcica tipe D {FEDY, fornecida peto

or., Mertin S. Bergdeit (Food fesearch institute, FRI,

Wisconsin, EUAY.

~ Soro anti—enterotoxina tip D, farnécidﬁ pelo Dr. Mertiin S,

fergdoll (FRID.
- Agar Nopble (Difcor.

- Motde acrilico para 0.5.P. modeln FRI, para dupta difusdo

em gel.

- pnlietitene Giltcol E.0B00 (Sigma Chem. Gal.
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~ Conjunte de reagentes para ensaio imungsanzimatice de
enterotoxinas estafiiocbcicas <(Staphylococcae-Enterotoxin-

ELISA-KIT). Labor Dr. W. Bommeli, Berna, Suigal.

a) Frasco com 40 esferas de poliestireno revestidas de (4G

anti—texina D.

) Frasco com 40 esferas de poliestirenc revestiidas com faqb

tivre de anticorpos para enterotoxing sstafilochcica.

t) Frasco com 40 mL de conjugado enterotoxina D-enzima

fosfatase.
d) Frasco com 40 mL de soro normai de coelho.

) Frasco com 100 mbL de solucdo de lavagem Naci 0,14 M,

Tween "207 0,1%.

$) Frasco com 1D pastithas de 20 mg de p-Nitrofenilfesfate

(pNPP).

g} Frasco com 100 mL de tampéo dituente Tris 0,031 M: Nacel

0,5 M: Tween "20° 0,1%, pH 7.5 e Azide sadica 0,1% (THT .

hy Tampio Fosfate Salino, 0,02 M, Nacl 1,85%,

pH 7,%.
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TI¥.4.5. Equipamentos especificos

- fneubadorses “Shakér“ com controle de temperatura Modein G-

25 & G-24, New Brunswick, gsecientific ind. OCo. inc. New

Jdersey, USA.

- Espectrofotémetro U.V. Micronal Medelo B-382

- Pgntencidmetras de pH, Gorning pigital 130 de escsia

expandida em rescluygdo de 0,01,
- Banhos termostaticos de temparatura coatrolada Fanem.

- Centrifugs refrigerada, Modetno TEGC B~2DA. international

Equipment, USA.

~ tiafilizador de bandela, modeio LK~4 Edwards go Brasll.

-~ Camaras de intubagde modeloc BOD Fanam,

TI1.4.&. Caracterizagio das culturas

Fstas culturas recebidas fnraﬁ ativadas em caido

ge OH a 37¢ ©C por <48 horas. A partir do calde obtido,
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inocylou—se por esgotamentp placas com meip de Balrd Parker

(111).

Caifnias tipicas iscladas, pretas, brilhantes com

halp de transparéncia e preciptagan, faoram garacterizadas
pela raacﬁn' de Gram e peios testas bioguimicos de produgio

de coagull@se (2) s produgao da enzima desoxirribonuciease

termo-resistente (B).
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IIT.2. METODOS

Foram utilizadas cinco linhagens cedidas peio Dr.
Meriin §. dHergdol! do FRI (Wisconsin, USA) denominadas por
nomeros como 8 Seguir : S. auwreus 542 isolada de queijo do
tipg eheddar, __?- aureus 388 .isotada de salada de pelxe
Cru, S aureus 427 isclada de presunto cozido, S. aureus
484 igplada de fossa nasal de humano & S. mureus 472 0,
tinhagem reconhecida internacionaimente Lomo tipica

produtors de enterotoxina tipe D.

Estas iinhagens, com excegso o da jinhagem
S._aureu5.4?a, nio apresentavam reaghes positivas aos
ensaics sorolégicos para disgnéstice de enterotoxina D,
porém guando sSubmetidas a ensaios bioldgices em macacos,

apresentavam resultados pesitivos ooDm & adminlstrac¢sao
{ﬁtfagéstrica de aproximadamente 100 mi de sobrenadante de
cultura. Estes dados, cedidos pelgo {aboratorio de
enterotoxinas estafiipcécicas do FRI, caracterizaram estas

jinhagens como sendp baixo produtoras de EED.
I¥¥.2.5. Estudo do campnrtamanta das 1 inhagens
TITu2 4.8 Preparc e padronizagBo do indculo

Frascos Erlenmever, previamente ldentificados com

s nameros das diferentes ifinhagens e, conptendns 50 mbL de
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meio composto de triptona 3% & extratp de {evedura 1%,
{TEL), foram inocuylados com ags respectivas culturas
grovenientegs de meio BHI agar. Os frascos foram incubados

sob agitagho & 250 rpm, a 370 C durante 18 a &0 horas,

)

Apphs @ incubagioc a densidade adptica das culturas
foi acertaga, utllizando-se volumes conhecidos de meio TEL,
para um valor entre 0,9 ¢ 0,5 em comprimento de onda de

#00nm. A partir desta suspensac efetuaram-se gilui¢goes e

reglstros das respectivas 0.0,

0 namero de microrganiamos das diferentes
suspenshes fol! determinado peig método de diluigbes e
plagueamento. GCemo dlluente fol utitizade o praprio meio TEL

g o plagueamento em meio PCA.

Com os valpres obtidos, para as diferentes
linhagens, construiram—sSe CUTrVas padr30 correlacionandos D.O.
e naimero de microganismos. Estas curvas foram utilizadas

durante o decorrer dgs experimentos subsgquentes.
I11.2.4.b. Culturas em frascos sob-agitagio

Nesta etapa foram utilizages seis frascos de 1000
mL para cada tinhagem, contendo 200 mb Gé mein TEL
ingculados com 1t mbL de cultura convenientemente diluida de

B
forma a se obter um indculo de 2,0 » 10 microrganismos., Os
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trascos forasm incubados sob agitagzo a Z2B0 rpm, @& 370 €

durante 48 horas.

Foram retiradas amostras de B0 mL apés B, 12, 18,
20, 24 e 48 horas de incubagdoc, nas guais fol determinado o

nimere de microganismos & @ concentragdn dge toxing

proguzida.

ITI.2. 1i.b.4. Preparo das amosiras para =a anal ise de

enterotoxina

0 cresciments das cu!turas foi medido atraves de
ieituras de D.0. apés dituigBes adeguadas e Com O auxitio
das respectivas curvas padrdo (Figura 12. Para a aniitase de

enterotoxinas foi utlliizado o método imupoenzimatico.

Ao fim de cada periodo estabelecido, as amostras

fsram centrifugadas a BO00 rpm durante 10 minutes a 46 €.

0 sobrenadante foi diglisado contira dgua destitada

a 99 C por 24 horas, com trocas de agus a intervalos de 1

hore nas primeiras & horas.

0s dialisados foram a ssguir canhcentrados  com

potietiteno glicol 6000 até redugiao de H0% do  volume

original. O concentrade fol transferido para fraseos te 50

mL e tigftitzade em (joafiiizador de hangeja. Para & analise
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de enterotoxina, o liofitizado foi ressuspendido ao volums

de 1 mL em tamp30 TNT, correspondendn & uma concentragio de

50 vezes.

IIT.2.4.b0.2. fAainidlise quantitativa de enterctoxina D
Metodo do ensaio imuncenzimatico

CELISA)Y (37D

_ Para a realizagdoc dos ensaios, foi utitizado um
conjuntae de reagentes para andllise de enterotoxinas
{Staphylococcal Enterotoxin Set~E1A, Toxin Technology, usa>,
cedido por Dr. M.S. Bergdoi!l (FR1)., Este cenjunto utiliza o

método de T“sandwich®, sendo © conjusgado preparado com @

enzima fosfatase.
1T1Y.2.i.b.2.8. Confecglo da curva padrio

Enterotoxing i parcialimente purificada e
lipfitizada foli dituida na 'concantracén de 50 wug/mi
utiiizando—-se taempio TNT € 0,1% de azida shdica, de acordo

com as especificactes dos fornecedorss (Toxin Technology) &

armazenada a ~20o0 (.

Para a construcio da curva padrio, a S01u¢hO
estogue foi difuida no mesmo tampao ohtendo—gse concaentragdes

de 1,0. 2,0:; 3,0; 4,0; 5,0, 8,0 ¢ 10,0 ng/mL.
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tUma aliquota de 1,0 miL de cada diluiucdo fai
tratada com 50 ulL de sore normal de coetho, {(com &
finaiidaﬁe_de se svitar interferéncias da proteinag A de
gstatiliococos que paée se tigar d8 forma Inespecifica a
imunogiobulina G), durante 30 minutos. As amostras tratadas
foram colocadas em triplicata em tubos de ensaio (18 x 180
mm), procedendo—se &0 ensaip emuncenzimatico seguindo as

recomendacaes ‘do fornecedor como se GEGQUE:

1o. Adicionou—-se uma esfera de poliestireno revestida de
imuncgiobulina G especifica para enterotoxina D a cada tubo,
Estes foram mantidos em incubader sob agitagdo de 50 rpm,

por 12 horas & temperatura ambisnte.

2o. A solugao fol a saguir_removida por sucgdo ¢ as esferas
favadas duas vezes com B0l ULRD ge tavagem sendgo

posteriormente transferidad para tubos de ps!iestriénn.

 =o. Aos tubos contendo as esferas, foi adicionade 0.5 mi ¢a

solucSo conjugade EED - fosfatase e incubados por B horas

sem agitagao.

40. As esferas feram lavadas trés vezZzes, complietando-se 0
volume.dos tubos com soluglo de Nacl 0,14 M e Tween 20 0,1%

e removendo~se o ligquido com o auxilio de vacug.
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Bo. Ne etapa seguinte Foi adiclionade 1 mL da solugdo de p-
nltrofenilfosfato (substrate) na concentragdc de 1,5 mg/mi
ass tubos que foram ingcubados por BO minutos & tamperatﬁré
ambiente. Findo este tempo, 8 reaghc foi blpgueada pela

adigdo de 100 ¢l de sojugho NaOH, 2N a cada tubo.

A apbsorbéncia das splugdes foi 1ida em
sspectrofotimetro 8 um comprimento de onda dse 405 nm. As
teituras foram sempre reallzadas contra um controle "branca”
que correspondia a uma eolugdo proveniente da reagdo entre
gqualquer diluigio de EED e uma esfera revestida com § a6

obtida de soro sanguineo de coelho nags imunizado, ouU S0T0

normai.,

Desta forma construju-se uma curva padrio
utiiizada nas leituras das diferentes sojucdes & serem

analisadas. A cada nove Jote de reagentes procedau-se &

construcidon de nova curva.
II1.2.4.b.2.b. &nalise das amostras

Na anialise das amostras, foram substituidas as
aplugBes antigeno de concentragdo conhecida por igual voiume
a ser testado, seguindo—s$& O procedimento anterlormente

mencionado.
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Apos @& ieitura das BD.0. a concentragdce de
enterotoxina foi obtida diretamente, entrando-se com estes

vatores ne curva padrao (Figura 3).

ITYu2ui.c. Culturas obtidas pelo meétodo de

crescimento utilizando-se sacos de

dialise (94}

Um volume de 70 mbL de mejo TEL foi acondicionado
em tubo de membrana de didlise previamente fechado em uma
das extremidades. Apés a adigio do meis, o tube foi fechado
e introduzido em Erlenmeyer de 300 mi, contendo 18,0 mb de
cads

tampac PBS5. 0s conjuntos, ng total gde =eis parsa

tinhagem, foram fechados com tampio de algodio e levados 8

esteritlzagioc em autoclave de forma canvencignai.

Apbs a esteritizagda, 0o meio fol resfriado &
temperatura ambiente ¢ inocuiadns com 1,80 ml de cuiturs
4

padronizada, de forma & se obter um lIndculo de 2 X 10

micrarganismos, 0s frascos foram incubados sob aglitagan 2

250 rpm, a 370 C durante 48 horas.

ITf.P.i.c.i. Preparoc das amopstras para a analise

de entercotoaxinas

Foram tomadas amostiras de aproximadamente 10 mb

spes 8, 18, 18, @20, 24 e 48 horas de incubagda para @
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anadlise de enteratoxine pelos métodos de duplia difussdo em

gel €& ensain imunocenzimdtico.

As amostras foram centrifugades & BOOOQ rpm durante
10 minutos & 40 C. O ensaio Imunoenzimético foi reatfzadn
diretamente do sobrenandante em um volume de 1,0 mL de
acordo com g item 11i{.2.1.b.2.b. Para & analise por
imunodifusio, as amostras foram preparacdas como descrito ne
ttem 111.2.1.0.1. O voiume de tampis TNT utiltizado Tol de

1.0 mb, correspondendoc a uma concentracdo de 10 vezes o

votume originatl.

TITn2.toc.2. Andlise semi—guantitativa ~ Método de
“placas de Sénsibilidade St i ma

(0.8.P.2 — Modificagio do metodo de

Ouchterliony {(85,94&)

0 método de dupla difusio em gel, fol utilizado

para determina¢io. semi—quantitativae das enterotoxinas, Este

procedimente utiliza placas de "petri” de 50 mm de di@metro,
recobertas com 4,0 miL de agar Neble 1,2%, preparado com

tampSo PBS e filtrado a quente através de papel Whaltman no.

2, com auxilio de vacuo.

Apbs & solidificacdo o agar foi perfurado

gtilizando—se um molde acrilico padronizado.
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Ao orificio central foi adicionado antissoero D na
diteicaes 1:10, nos orificios taterails menores, fol
sdicionado antigeno padrio, EED ne coacentracdo de 4 ug/mL e
nos orificios iaterais maiores foram adicionados os extratos

ohtidos nas linhagens a serem testadas.

As places assim preparadas foram incubadas em
camara 4mida a 370 C por @49 horas. A camara damida fol
ohtida, recobrindo-se uma placa de Petri de <50 x &b mm com

atgoddo ou papel de filtro umidiflicade com &gua destiiida.

Apds o periodo de inauhacéo as placas foram
'qbseruadas sobre um fupdo opaco com !&z indireta e difusa,
podendo-se utilizar uma {uﬁa pa?a facllitar & visualizagdo
dgas linhas de preciptagio. Também foi utiiizada solu¢do de
4cido fosférice 0,1 M para recobrir a pilsca quando 2

visuallzagso das linhas ndo era nhitica.

I¥Y.2.2. Estudo do comportamento das linhagens em

al imentos

Foram utilizados, creme de composigdo idéntica
jgquefa utiiizada em recheios de doces de confeitaria,
preparado no laboratério, e presunte cozido adquiride em
sﬁpermercados dga regiﬁu: Estes alimentos furam_ escothidos

per estarem freguentemente relacionados & surtos de
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intoxicagao atimentar estafiloghecics e amplamente

consumidos.

IIi.2.2.8. Estudo do comportamento das 1inhagens

em creme de confeitaria

III.Q.R.a.i..Preparu do creme

6 creme foi preparado utilizando—-se o mesmo método
g ingredientes empregados em estahei;cimentos comercias, nas
sequintes quantidades: 400 g de agécar refinado, 100 g de
amido de milhe (maizena), B8 mlL de solucio de corante amareio
para atimentos (Tintanii) 1%, uma gema de ovo € dois litros

ge feite tipo G.

0s ingredientss foram homogeneizados e asquecidos
s0b agitaglc até a obtencao de um.creme com consisténcia
adequada as uso de confeitaria. Este creme foi dividido em
dois totes iguais e cada um dgistribuido em ¥rascos Becker de
100 mL em porgbes de BO g. O0s frascos foram fechados com
foiha duplia de papel de aluminic. Um dos totes foi levade a

esterilizacdo em autoclave a 1dlio G por 1% miputns e O outro

utilizade diretamente.

65



I11.2.2.a.2. Inoculagio do crems

Para cada linhagem em_estudu foram utllizados 18
¥rascos contendo creme, sendo metade inoculada com cultura

3
padranizada: dge forma a sSe obter yma concentracio de 10

. 4
microrganismps/g € a outra metage com conceatragdo de 10
microrganismos/g. Dois frascos sontendo creme, um
previamente esterilizado e outro ndo, foram utitizados como

controie & mantidos a uma temperatura de 370 0.

ODs frascos incculados foram homogeneizados & incu-

bados as temperaturas de 25, 30°e 370 C.

I11.2.2.a-3. Contagem da flors meadfila & Staphuylo—

corcus aureus nas amostras de creme(2?

Fé?am retiradas amostras de 10 g de creme apbds 29
g 48 horas nas diferentes temperaturas. A contagem deo ndmero
de microrganismos messfiios foi felta pelo matodoe padrac em
niacas com meio PCA e os estafliiococos peld método de

superficie utitizando—se o meion selativa 8 diferencial de

Bailrd-Paker.

Para a8 amostras dos oremegs previamente

eeterilizados todas a8 contagens foram realizadas em mefo

PCA.
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IIT.2.2.a2.4, Determinacio de enterctoxina estafilio—

cocica tipo D em creme

Amostras de 50 g d¢ creme foram homogenelzados com
igual volume de tampdo TNT & pH 7,8 em liquidificador por e
minutos. Esta mistura foi centrifugada a 10.000 rpm por 20

minutos & 40 .

Para a andiise de enterotoxina pelo método ELISA,
fol necegsiria & construgan de uma curva:paanﬁo.idﬁntica 8
i4 anteriormente descrita no ittem 111.2.1.b.2.3., sendo que
o tamp3o diluente foi substituldo pelo sabrenadanfé

proveniente de um creme nac conteminado utilizado come

controiea.

1ITI.2.2.5. Estuda do comportamenta das 1inhagens €m

presunto cozido

II1.2.2.80.5. Preparo do presunto

D presunto cozido adquirido em pegas intelras em
supermercado da regiac foi fatiado e distribuldo em
guantidades de S0 g em 12 placag de Petlrl caﬁ didmetro de
150 mm. As placas foram divididas\'em dois totes, um deles

fo} esteritizado em autociave a 12tg € por 15 minutos e 0

gutre utilizado diretamente.
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IIT.2.2.0.2. Inoculaclo do presunto

As placaes contendo o presynty foram inocuiadas de

forma Ldﬁntica 4 utifizada em creme como descrito no item

i11.2.2.2.28.

IX1.2.2.b.3. Contagem da flora meaﬁfila e de
Staphylococcus aureus nas anostras

de presunto(2)

A determipacd0 do namero de célulgs em presunto

foi realizads cbnfarme descrito para creme, de Rcordo com o

item iit.2.2.2.3.

IIT . 2.2%.b.4. Determinacio de enterotoxina estafilo—

cécica em presunto

0 procedimento utiliizado nas amostras de B0 g de
presunts fol o mesmo desh?itu so  item (ii1.2.2.a.%., sendo
também neate cCcasb necessarico a construgdc de uma curva
padrao utilizando como dlluente das saglugbes conhecidas de
antigeno, O sobrenandante proveniente  de amostras . de

prasunto ndo contaminade, utilizado como controte.
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IV. RESULTADOS
IV.i. Ceracterizacio das culturas de H. aureus

0s ‘testes bioquimicos realizades conforme
descrites na. S8C¢ao anterior, confirmaram a pureze 6 as

taracteristicas das culturas em estudo,

IV.2. Culturas em frascos sob agitacio

Os resuitados obtides na Tabela 02, referentes a
analise pelo método Iimunaenzimética dos sobrenadantes
concentrados de .tndas a8 culturas, com exce¢do da iinhagem
q47¢, nos mastram que as B huras de incubagio, apenas 8s
inhagens 472, 386 ¢ 427 naviam produzido enterotoxina nos

valores de 29,3: 7,0 & 10,0 ng/mL, respectivamente.

0 crescimento microbiano apresentou contagens da
ordem ds 12 células/mL para todas as culturas no periodo
acima mencionado conforme @ Tabela.n%. Apds 12 horas de
incubagao, a %lnhagem.484 atinglu 4,3&%; microrganismos/mb
¢ 5 teor de toxina detectado fol de 6.0 ng/mL (Tavela Oz,
Figura 04). Scomente apds 18 horas de incubagso a linhagem
542 produziu  enterotoxins na concentragio de 5,8 ng/mi,
quands & poOPUIAGRD atingtu as redgor de .1n8

micrerganismos/mL.
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s cutturas a partir gas 16 horas de incubagdo
estavam praticamente ne Tinai da fase Qe crescimento
exponencial, com variagoes de no méxim@ 1.5 cicio
Iagaritmlﬁa ne némero de celulas nas 3 nora; ayhseguentes,

como pode ser observado na Tahbela 01 = Figuraéﬁa.

B taxa de produgdo de toxina, %si maxima para
togas a8 Jinhagens no periocde entre 1B aé 20 horas de
incubagdo, como mostra a Tabeta 03, uarianﬁé entre 02,07 ¢
1,82 ng/mL/h para as linhagens 472 e 5482 réspactivémente,
PDurante todo o experimentn' 8 linhagem p%drao produziu
aproximadamente 4 yezes mais toxins do éue as outras

linhagens,

IV.3. Culturas obtidas pelo método deécrescimento

utilizando-se saco de didlise

As amaatraé de sobrenandante aasécuituras foram
snalisadas petn método imunoenzimatico e de aﬁpla glfusao em
geti. Dés dadns obtigdos da Tabela 05, padem@s npbservar gue
apenhas @ llnhageﬁ padrao apressntou resuitad@s positives ao
teste de preciptac§a em gel, apos 8B norasé de incubacds

ytiitzando-se diretamente o sobrensndante da {:ultura (Tabels

073,

0s extratos concentrados, referentes a5 cultuyras

das linhagens 38 e 427, produziram pandas deéprecipacéﬂ nas
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piacas de 0.S5.P. apbs 20 horas de incubagdo., Estas bandas,
embora ténues e difusas, aumentaram de intensidade nas
amostragens subseguentes, porém com nitidez inferior aqueila
apresentada com as solugdes de antigenp padrao, mostrando
que a concentragio de torina produzida por ambas foi

inferior a2 2 ug/mL.

Pela técnica mencionada, ndo fol possivel se
detectar & presen¢s de toxina nas amostiras das culturas 464
e 542. Apenas com o aobrenadante gda cultura da iinhagem 472
se visualizou uma ltinha . definida, siméetrica e de
continuidade cam aguela apresehtada pela solugieo padran de
antigeno nas placas de 0.5.P. Apés 4B horas de incubagdo da
cultura, a banda de precipitagdo aumentoy de intensidade e
se aproximou das bordas do orificio centrail da placa, onde
se encontrava o respective antissnéﬁ,_ mostrande que @
‘concentraglic de toxina difundida fol maior que a contina no

orificlio do padrio.

Quando se utilizow o métoedo imunoenzimédtico para a
an&dlise quantitativa de enterotoxina ({(Tabelas 04 e 05,
Figura 05, observamos na primeira amostragem que as
{inhagens 978, 427 e 386 produziram 210,0: 82,5 ¢ 67,8 ng/mi
de toxina réspectivamente & ap6s 12 horas de incubagao 0s

sahrenadantes das cuylturas 427 e 464 apresentaram concentra-

ches de 153.8 @ 64,2 ng/mL de toxina.
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Ao término deste experimento, a guantidade de
toxing produyzida pela {inhagem padrdo foi superlor as demais
{inhagens variando entre 5 e 33 vezes aqueias produzidas

pelas demats linhagens.

A taxa de progugiao de toxina apresentou o valer
maximp no intervailo entre 16 & éu horas d¢e lncubagaoc como se
observa na Tabels DB, variando de 5,37 a 282,85 ng/mi/h para
as |inhagens 3542 e 472 respectivamente e um minimo de

aproximadamente 1,5 ng/mbL/h para todas as cyltturas,

IV.4. Producio de enterctoxina estafilocdcica D

em cremes de confeitaria

Conforme detalhado na sec¢do anterior realizou-se
um  estudo comparativo entre creme esteriiizado e nao
esterilizade inoculadn com suspensies canhecidas gdas

finhagens em estudo sob temperaturas de 25, 30 e 370 G aphs

29 ¢ 48 horas.

Mg Tabela {8 encontram—se 05 valores pbtidos cam

3
creme inpculado & concentragao de 10 mttrcrganismasig de
prodguts. As amostras nao esterilizadas apresentavam &s Z4

noras de incubagiRo contagens madias do namero de

7
microrganismos meséfilos da prdem de 4,0 x 10 para
8
as temperaturas 25 e 300 C ¢ de 1,0x10 para 370 L. Em creme
B 7 g8
esterilizado, observam—-se grandezas de 10 , 168 e 10 parsa
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as c¢ontagens de estafiigcpcos a e5h, 30 e 370 B

respectivamente.

NGo se detectouy a presengs de enterotoxina em
nephuma amostra de creme incubade a 2%o C, com excesdo ao
creme esterilizade inoculade com a tinhagem <972, onde se
detectou 3,5 ng de toxina por grama de creme. A 300 €
observou-se a produ¢io de toxina nos cremes inoculados com
as linhagens 386, 542 e 472 com valores ds 1,5:1,68 e b,
ng/g respectivaments, Em creme esteritizado todas as
amostras apresentaram quantidades médias de toxina ao redor
de 3,0 ng/fg para as linﬁagens haixo produtoras e 10,8 ng/g
para a linhagem padr3no. Nos cremes incubados a 370 O todas
as itinhagens produziram toexina, em concentragdes de 15 ng/g

para & linhagem 472 e em média 2 ng/g para as demais.

Conforme pﬁﬁé*se “ahbservar pos Qainres da Tabela
D8, apds 48 horas de incubagdo, as contagens tando do namero
de microrganismos mesdfilos como de S. awureuws apresentaram
um aumente aproximado de 1 ciclo iogaritmico para o creme
néo esterilizado e de 2 cicios para ¢ nﬁmefo de

eastafiiocpcos nas amastras previamente esterilizadas. Este

mesmp comportamento ocorreu a 30 & 370 G,

A producdo de enterotoxina oecoarreu nas ampostras
incubadas a 250 C com as tinhagens 472 e 398, apresentando

vatores de S,2 e 1,2 ng/g vrespectivamente em creme nag
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esteritizadoe. Na amostra esterilizada tTodas as linhagens
foram capazes de produzir enterotoxina nas concentragdes de
3,0 ng/g para as linhagens 398 e 427, 2,5 ng/g para 464 e
542 & 7,6 ng/g para a linhagem padr3o. A& 300 € em creme nio
estertiizado apenas a linhagem 427 ndo apresentou niveis
detectaveis para enterotoxina, as demais baixo produtoras,
apresentaram nivsis médios de 2,5 ng/g & a iinhagem padrao
12,4 ng/g. Em creme esteriiizado ohservou-se um aumento na
producso de toxina com valor de 18,2 nafg para a liphadem

472 e ao redor de 5 ng/g para as ocutras iinhagens.

A produgio de toxina a 370 ¢, seguiu © mesmo
comportamento observado no experimento a 300 C, atingindo
valores de .18,5 e 30 ng/g para o linhagem padrdo nos cremes
nioc esterillzado g esterilizade respectivaments, sendp 0sS
mencres valaores observados com & iinhagem 464, que produziuy
2, e 5,2 ng/g em cremes nao esteriliizado & esterillizado,
geguido das {inbagens 47 e B4z que finatizaram o

axperimento com 7,0 ng/g no creme esteriiizado e 5,5 ng/yg no

creme nio esterifizado,

A Tabela 09 apresenta os valores obtidos em cremes
ingculados com suspensobes das linhagens de S. aureus
dge forma a se obter uma concentragio inicial de 13
céiulas/g. Como se pode observar, o padrioc de comportamento

tol similar a0 anteriormente descrito, tanto no que diz

respeito 3 concentragdo cetular de microrganismos por grama
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de creme, guanto & toncentragio de toxina. O0s valores finais
apresentaram-s¢ Jligeiramente acima gagqueles previamente

gescrituos,

IV.5. Producio de enterotoxina estafilocdécica D

em presunte cozido

De modo geral o comportamento das linhagens nap
giferiy significativamente dagquele shkservado nos
giaperimentos com creﬁe; 0s valores encontrades na Tabela 10,
referentes a prgsunte inpcylado com concentragoes de 1D3

células de S. aureus/g, mostram que as gcontagens de

microrganismos messflios apbs as primeiras £49 horas de

8 3
incubacsoc foram de: 5,0x10 microrganismos/g & 280 C, 1,0x70
: g

s 300 6 e 4,3x140 a 370 L. Em presunto previamente

esteriiizade os valores para contagens de 5. aureus foram de
5 B 8
{,2x10 céiutas/g a 250 G, 1,0x10 & 300 € e 3,0x10 =@ 370 .

Em presunto nio esteritizado e mantido a 250 G ndo
fp) possivel se detectar enterotoxina, apenas nas amosiras
esterilizadas foram determinacdas 1,8 ng/g de tToxina com 2
tinhagem 427 e 8,1 ng/q com & linhagem pedride. A 30c O
apenas as linhagens 388 e 472 produziram 1,8 na/fg e B,3 ng/g
respectivamente em presunto ndo esteriiizado. Em presunto
esteriiizado todas as linhagens produziram toxina com valer

médio de 94,3 ngfg para as tinhagens balxo produtoras e 17,8
ngfg para linhagem 472.
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Em presunto mantido a 370 0§ fol possivel se
detectar 20,2 ng/g de toxina para & linhagem padrioc & 28

gemais situaram—se ao redor de 3,8 ng/g.

Conforme se observa na Tabela 10, apds 4B horas de
incubagao, as contagens tanto do ndGmeroc de cétulas de
. aureus como de mesdfilos em geral apresenptaram um
auymento inferior a 1 e¢iclio logaritmico em presunto nao
tratado termicamente e d¢e aproximadamente & ciciss en
presunto esteritizade. Comportamento similar foi encontrago
tanto nas amostras mantidas a 300 € quante a 370 G pars 08

dois tipos de presunto.

Apbs 48 horas de incubagie, a produgao de
enterotoxina em presunte ndo esterilizade € nas amostras
mantidas & 250 C, ocorreu apenas com as linhagens 427 e 472
em quantidades de 2,4 e; 6,5 ngfg respebtivamente, Nasg
amostras esterillizadasg, as linhagens 484 @ 8542 ndo
produziram enterotoxina eiﬁs vaiores determinados para as
putras foram: &,8 ng/g para a linhagem 386: 3,2 ngfg para a
427 ¢ 10,1 ng/g para a iinhagem_padr&n. A 30¢ C em presunto
nio esteritizado, apenas @a Ilnhagem 642 ndc apresentou
niveis detectaveis de enterotoxina, as outras apresentaram
niveis médios ao redor de 3 ng/g e a iinhagem padrso 12,5
ng/g. Em presunto esterlt;zadu ohservoy—se um aumenios na

produgio de toxina com vatores de 26,5 ng/yg para @ linhagem

76



472, as redor de 8,0 ngfg para a 388 e €BS & de

aproximadamente S ng/g para as demais.

,4 370 c, todas as finhagens produzircam
enterotoxina nos dois tipos de presunto, atingindo valores
de 32,6 e 46,0 ng/g para a cultura padr8c nas amostras nao
esterilizada o esterilizada respectivamente. 0SS menores
valores foram obtidos para a linhagem 484, com concentragdes
de 3,7 e 8,9 ng/g em presuntos ndo esterilizado e
esteritizads e 542 gque produziv 4,4 ng/g em presunto ndo

esteritizado e 8,2 ng/g em presunto esteritizado.

A Tahela 11 mostra 05 valores obtidos a partir de
amostras de presunto inocculade com um teor de ig ¢colulas de
S. maureusfg. g mesma foarma como ocorred &m creme, 08
resuttadss foram jsimiiares ags obtidos com um inbdcuio 10X

mais concentrads. .
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V. DISCUSSAQD

A produgio de extratos contendo concentragdes
elevadas de toxinas & partir das tinbagens de 8. aureus E&n
gstudo, foi uma ¢as metas na caracterizagdo de 1iinhagens
conhecidas como balxo produteras de enterotoxina (10,11%),
Por ocutreo _E&dﬁ a utiltizacdo de metodologias mais sensiveié
narg a identifica¢do e guantificacdo da toxina produzida foi

também um dog objetivos deste estudo.

As tinhagens utilizadas neste trabhalho nao
apresentam respostas positivas &s analises convencianais de
enterotoxina sugeridas por muitos autores (02). Por oulro
tado o histérico qﬁe acompanhava estas culturas fornecidas
pgio Dr. Merlin §. Bergdol}, mostrava que as linhagens 398 e
427 prouucaram‘ emese em <9 & 3 animais, respectivamente, em
um conjunto de seis macacos (macacos rhesus), Juandd se
administraram 50 mL de sobrenadante filtrado. A linhagem 4969
apresentou reagao posztiva em todos os sels animals apds a
ingestio de 100 mbL de¢ sobrenadants concentrado, equivaiente
a 1000 mL e @ linhagem 542 provocou reagag emética em 4

animais com volume de 100 mL de extrato gquivalente a 300 mL

ge cuttura.

»

8 comportamento destas |inphagens fol estudado

ytiiizando—se o8 métodos de crescimento com HaCO de dialise

e em frascos sob agitagdo.
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0s resultados obtidos peio método de saco de
dialise mostraram um rendimento superior a 98 vezes aguele
obtido em frascos, como se observa na Tabela D07, valores
estes que apresentam similaridades com outros autores (01).
Esta metodologia no gntanto nEo permitiu & determinagac da
concentragio cetular de forma precisa, uma vez que as
membranas de dlalise tornam-se {mpregnadas de célutas,
impedindo uma perfeita homogeneizagdo da suspensdc a& ser

analisada.

0 motivo pelo gual realizou~se o experimento de
culturas crescidas em frascos sob agitagdo, Foi para se
obter gados 8 respeito da concentragio minima de ceélulas
necessarlas pars @ detecgio de texinha, como pode ser visto

nas Tabelas 01 e 02.

s dados por nés obtidos estao em conformidade com
05 encontrados em outros trabalhbs {01, '83), gtitizando
tinhagens normalmente produtnras de entergtoxinas.
Depreende~ge desse fato que mesmos para a¢ iinhagens
conhecidas como balxo produtoras de toxinas, a populagio
celular minima sltugu—se proxgimoe @& 136 cégiulas de
S. mureus/mL dé sobrenadante de cuitura (Tapela 071 e 02).

Comportamento similar foi observado npgs estudos em alimentos

como evidenclam as Tabelas 08, 08, 10 e 1.
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A quantificagio das enterotoxinas fol reallzada em
todos 038 experimentos pela técnica do engain
imunoenzimiético. & menor concentragdo detectada peto matodo
foi praticamente 1 ng/g de creme, como pode ser observado na
Tabela DB. A sensibiiidade do métode de ELIBA segundo varigos
pesquisadores situa-se ao redor de 1 ng/g (78, 42, 112) no
entante este vwaler & contestade por alguns outrss que
sugerem como !imites de sensibijidade teores abaixoc de 1
ng/mL (84, 3B, 84). GCstas diferencas em geral sao devidas
basicamente &  interferéncias com a proteing A de
Staphylococcus gue freguentemente ds& resuitados falso
positives. 0 alto indice de reprodutibilidade observado,
tanto com relag¢do &s diversas repetigdes reaiizadas nas
amostras como as referentes 4&s curyvas padrie wutilizande
concentraghes abaixe da 5 ng/g (Figura 03}, mostraram ser o

métodos ELISA o mais indicado para se detectar baixas

quantidades de toxiha.

De acordo com o Tabela 05, pode—se verficar que,
@ gquantidade de toxina requerida em sobrenadantes de cuitursa
para produzir bandas de precipitacao em gensaios de
imunodifusio dupia fol de aproximadamente 0,3 ug, ou seja um
valor 300 vezes superior a0 1imite de sensibliliidade do
método de FLISA., Ainda pela Tabela 0B pode-s¢ observar qus
as finhagens 454 e 542, seriam consideradas nao produtafas
de entesrotoxina pelia metodologia conventional €& estas mesmas

linhagens estariam produzindo toxina nas gconcentragtes de
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370 ¢ 115 ng/mL. Estas guantidades s3o suficientes para
provocarem episbdios de Intoxicagdo alimentar, segundo 0
gstudo de um surto ocorrido nos EUAR, envoivendo uma
populacioc restrita e de onde 08 auteres estimaram as
concentragdes eméticas da ordem de 0,5 a 1 ng/mi (38},

Um itnconveniente notado no método de 0.5.P., & 2
observagio das tinhas de precipltagao, gquando sSE0 analisadas
concentragiies proximas ag. limits de sensibilidade. A
visualizagho se torpa dificil e depende em muito da pratics
g freguBnecla com gue 830 realizados estes ensains, estando

giyielta a interpretacdo oS resuyttados subjetivos do

apalista.

Produtns de confeitaria, segundp a literatura {21,
38, 494), shGo frequentemente responsabiiizages pof surtos de
intoxicagao ailmengér estafiiocécica, bem como produtos
carnens emputidos. Devido aoc elevado Capsumo no Brasii
destes tipos de alimentes os mesmos foram sefecinnados para
o desenveivimento deste trabalho. Os resultados oblidos nas
diferentes condigBes de incubacio e amostragem, revelaram
eievados indices de contagem da fiora meséfila que competiy
e antagonizou o efelto do crescimento de S. aureus. Esta
fiora mesafita em creme foi basicamente composta por formas
peciiares esporuladas, J& gque @a temperatura ‘de cocgEo
preparo dn creme atingia valores de 80o G por aiguns

minutos. Embora nic se tenham feito determinagbes da
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composigido desta florg, frequentemente gncontraram—se
colgnias de bastonsetes gram positives ¢ esporulbades com
crescimento espalhade em piacas de meio PDA caracteristicas

do géneroc Bacillus {(108).

A produciEc de enterotoxina nos deis Tipos de
produtos, fal praticamente idéntica apés 48 horas de
incubag3e. Conforme mostram as Tabelas 08, 08, 10 e 11, de
onde se conciui, serem 03 embutidos veiculog em potencial
conjuntamente com produtoes de confeltarig, para a pcorréncia
de surtos de intoxicagho alimentar estafiiococica. Este fato
também foi relatado por estudos ¥eites com carne exportada
do Brasl! opare a Inglaterra em 18983, mostrando & incidéncia

de enterotoxinag estafiiocacica em carnes (71).

As iinhagens em estudo gquando comparadas @
jinhagem padréac 'phoduziram guantidades inferioeres que
varlavam de 133ié'1/9. Fstes valores sstio de acords com 08
encontrados em fiteratura (64), muif; embora as temperaturas
de incubagio utilizadas neste estudo sejam elevadas acima
das temperaturas convencionais de refrtgeracﬁo & .prética
comum em mulitos estabelecimenios comerciails 2 manutengao
degses alimentos, principaimente doces recheados com cremes,
"holos confeltados e etc. em condigbes de refrigeragdo
inadesuada @ fréquentemente até ex#astos g temperatura

‘ambiente, gue em nosso pais atinge niveis de até 400 G no

periods de verde. Situacies semejhantes ocorrem com A
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comercializagio ¢ distribuigio de lanches por vendedores

ambulantes em togradouros pablicous, bares & lanchonetes.
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UI. Conclusdes

Segunde os resultados obtides neste estudo, e de
acordo com o8 comentaries feites nas secgdes anterpriores,

podemnos resumir tais ohservagbas nos ftens abaixo

discrimipnados

1. Das linhagens em estudo, apenas & 472 pode ser
caracterizada como progdutora de enterotoxina D pelos

métodos convencionails ds imunodifusdo em gel.

2. Entre os métodos de cultivo empregados, a técnica que
gtiliza saco de dl&lise apresentou resultados muito
superiores ac método de cultivo em frasces, com produgio

ge toxine eumentada em cerca de 10 vezes.

3. 0s intervalos de maxima producédo de enterptoxina para as

{inhagens balxo produtoras, situou—-se entre 18 e 2l horas

ge incubagio nos dois méetodos empregados.

4. Mpouve concordéncia com outros autores quanlo ao valor

8
de 10 céluias pars o inicio da producac de enterotoxina

em niveis detectavels.

5., A linhagem padriée 472 produziu atéd 33 vezes mals Toxina

que 8 jinhagem balxo produtore H4Z.
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6‘

Mesme a 25¢ £ observou—-se produgdo de Texina, tanto sm

meios de vylitura como em alimentos.

Um aumente de 10 vezes no inoculo inlelal nao teve

infiubnele significativa na produgdo de enterotoxina aphs

48 horas de inhcubacao.

0s niveis mais balxos de enterﬂtﬁx%na 0 encontrados am
creme € presunto nio esterilizados, quando inoculados com
iinhagens baixo produtoras, foram de 1,2 ¢ 2,9 ngfyg,
respectivamente, coancentragbes essas suyflicientes para

provocarem intoxicagdo alimentar am individuos sadios.

85



VII.

1.

Feferéncias Bibliogrdaficas »

Adesivun, A.A.: Tatini, 3.HR., & Hogver, D.&. =
Productiaon of enterctoxin{(a’ by Staphulococcus

hy icus . VYet., Microbio!l., 9: 4874848, 1884.

Baer, F.E.; Gray, R.J.H. & Orth, 0.5, — Msthods for the
isglation and enumeration of StaphulococCus aureus.

in: Speck, M.L., sd. Compendium of Methods faor the

Micrabiotogical Examination of Foods. New York,

Academic Press, 1881. p. 379-38B4.

Barry, A.J.: Lachica, R.V.F. & Atchinsen, F.W. =
identification of 8. mureus by simultaneous use of

tube coagulase and thermonuciease tests. Appl.

Microbiot. 25- 436-497, 1873,

Beckers, H.S.:; Van Leusden, F.M. & Tips, P.D, — Growth

and epteropin production of §. aureus in shrimp. ¥4,

Hyg. {(Lond), 85: 685-683, 1985,

. i e I sl B TP AR o o e il A e o ki bk Ak AL R e e b ot A AR U T ek i sl e o S e A T Ry S e i S e e S

A tistagem das refaréncias hibtiograficas, seguiram
s normalizag3o utitizada na publicagdo ~- "Referéncias
pibliograficas em ciéncias biomédicas™, publicagcdo da
Associacgdo Paulista de Bibilotecariss., U.8.P., Sa0

Paulo, 1871.

g6a



10.

11.

Bennett, R.W. ~— Microbiciogical msthods. J. ADAG, B4:

16371038, 1871,

Bergdoili, B.5, - Chemistry ang detection of

Staphylococca!l enterotoxins. Prac. 14th, Re. Conf. Am.

Meat inst. Found., Circ., 70: 47, 1H6E.

Bergdoll, M.5. - Immunization of Rhesus monkeys with

enteroxoid B, J. inf. Diseases., 11B: 181186, 18BBE,

Bergdoii, M.S. — EateroctoXxins. In: Thamas, .M., e2d.

Microbia! Toxins, New York, Academic Press, 1870. Veol,

ii. p. 2685-327.

Bergdell, M.S5. - The enterotoxins. in: Gohen, J.0., ed.
The Staphylioccocci. Toronto, Wiley - tnterscience, 187&.
p. 301-331. |

Bergdoll, M.S. - Enterotoxins, In: C.F.8. Fasman and G.

Adiam (ed)., Staphyiococci and Staphyliococeal

infsctions, voi. 2, Academic Press, inc. {tpndon), Ltd.

itondon; 1883. p. THY-BSR.

Bergdoil, M.5. — Monkey feeding +pst for Staphylococcal

gnterotoxin. in: Methods in Enzymology., New York,

Academic Press, 1988, Voi. 1685. p. 324-333.

87



e,

13.

4.

i5.

18.

17.

Bergdoll, M.5.; gorja, G.R. A Avena, R.M,. -
ldentification of a new enterotoxin as entorotexin G,

J. Bacteriol., 30: 14B1-14B5, 1965a.

Bergdoli, M.S.: Borje, C.R.: Robbing, R.N. & Weiss,

K.F. - tdentification of Enteroxin E. infect. Immunitly,

4, ng 5: 593-535, 1871,

Bergdall, M.5.: Cross, B.A.: Reiser, R.F.; Robbins,
A.N. & Davis, 4.P. — A new Staphylococcal enterntoxin,
enteraxin F, asspoctated with toxic-shock syadrome,.

Staphylococcus aureus isatates, fencet,i: 1017-1021,

1881.

Bergdoll, M.5, & Reiser, R. ~ Application of radio-

immunoassay for detectinn pf Staphyiocogcal

enterotoxins tn foods. J. of Food Prot. 43: 68-72,

19840,

Berggotl, M.§.; Surgaela, M,.J. & Dack, 6.M., ~

staphyiococcal enterotoxin. J. Immunoi ., gg; 334-334,

1858h.

Rergdoil, M.5.: Weiss, K.F. & Buster, M.J., — The

“production of Staphylococcal Enterctoxin by Coaguliose

Negative Microorganisms, Bact. Prac., 12, 1857.

88



18.

18.

20.

el.

ee.

£3.

gerry, 4.T.; Tavior, $.L.; Freed, R.C. and Bergdoil,
M.5. - Effects of Staphyiococcal Enterotoxin A on the

rat gastrointestinal Tract, infect. immunity, 44: 234~

24, 1584.

Casman, E.P. - Ffurther Serological Studies of

Staphylccoccal Enterotexin, J. Bacteriol., 7:848-B88,

1860,

Casman, E.P. - The microsiide gel double diffusion test
for the detection and assay of Staphylococcal

enterotoxins, Health Lab. Science, 6: 18B~187, 1879.

Gasman, E.P. & Bennet, R.W. ~ ﬂetectfun of

Staphyjoccoccai enterotoxins in food. Appl. Microbiot.,

13: i181-188, 1885,
GCasman, E.P.. Bennett, R.W.: Dorsey, £,E. & Stene, J.E.
-~ The microsilide gei double diffusion test for the
detection and assay of Staphylococeoal enterotoxins.

Haglth Lab., Science, B: 18B5-187, 1888,

Casman, E.P.; Bennett, A.E. & isss, J.A. tdentificattion
of a Fourth Staphyioscocecal Enterctoxin, Enterotoexin O.

J. Bacterial., B4: 1875-18B82, 1987.

g9



29.

28 .

28 .

27.

28.

Casman, E.P.; Bergdoii, M.5. & HRobinson, J. -

Designation of Staphylococcal enterctoxing. d.

Bacterioi., B85: 715-7186, 1863.

Centerbi, O.N.D.; Cuadrado, A.M.A.: Carrizo, 5.0.C.; de
Mitan, M.C.C.: Gimenez, O.F. & Bergdoll, #¥.5. =~
Prevalence and characterization of Staphulococous

aureas in young goats. Am. J. Vet. Res., A483: 1484~

14868, 1388,

GChang, H.C. & Bergdell, M.5. — Purification and some
physlochemical properties of Staphylococeal Enterotoxin

0. Biochem., 18: 18371842, 1878,

Grawley, G.J. apud Berdoli, M.5. - Enterotoxins. (in:

£.F.S. Easman and ©. Adlam. ed,, Staphylococci and

Staphylococcal infections, yat., 2, London, Academic

Press, 1883, p. 553-588.

Danielssén, M.L. & Hellberg, B. - Prevatence of
enterutoxigenlc Staphyiococe! in nese, throat and skin

lesions in meat~workers. Acta Vet. Scand., 25: 29248,

18984.

20



Egl

30.

a1.

3.

33.

Davis, B.D.; Dutlbeco, R.; Eisen, H.M.: Ginsbherg, H.5.:
Waood, W.D. & Mc Cart, M. - Staphylococci,. Bih ed., in: -

Microbiology. New Yerk, Hoeber Medical, 1870, p. 727~

7440,

Davisoen, E.: Dack, B.M. & Dary, W,E. ~ Attempts te
assay the enterotoxic substence produced by
Staphyiecoccl by parenterat injection of monkels and

kittens. J. Infect., Disease, B3: 218~223, 1838,

Delazart, 1. & Leitie, M.F.F. ~ Staphylococcus atreus

enteropatogenico em macarrd3c. Colet8nes do institute de

Tectnoiogia de Alimentos Ceampinas, 7: 485-487, 1876.

pebriese, L.A. - identification of poathogenic
Staphylococect isoiated from animals and foods derived

from snimais. 4. App. Bacterisl., 48: 1-11, 1880,

Debriese, L.A.: Hajek, V.; Deding, P.; Mever, 5.4, &
scheifer, K.H. - Staphylococcus hyicus cemb. nov.
and. Staphuylococcus hyicus subsp chromagenes

gubsp., nov. Int. 4, Syst. Bacteriol., &B: 48B2-480,

1878,

91



a4.

35,

38.

37.

38.

Division of HBacterial Disesses, G.D.C. — Interstats
common - source outbreaks of Staphylococcal food
poisoning ~ North Careolina, Pennsylvania. H.M.ﬂ.ﬁ.,;@zz

183~184, 1883.

Division of Bacterial Dissases, 0.B.L. — Staphyliococcal
fnod poisoning from turkey at a country ciub buffet -

New Mexico, M.M.W.R., 35: 7i-718, 721~72£, 1888.

Division pf Quarantine, C.D.C. ~ Staphyliococcal food
poisoning on & cruise ship., M.M.W.R., 32: 284-285,
1883.

Bivision of Quarantine, C.D.6. — Staphylococcal food

poisoning an a cruise ship. JAHA, l, ng 250: 28-28,

1983.
Evensgn, M.L.:; Hinds, M.W.; Bernstein, R.5. & Berdol i,
M.5. ~ Estimstion of human dose of Staphylococcal

enteroxin A from 2 targe outbreak of Staphyliococcal

food peoisoning invoiving chogolate mitk. int. J. of

Foad Micrebiel., 7: 311-316, 1888.

92



38.

40.

41.

qa‘

43.

Fey, H.: Pflster, H, & Riueqg, 0. - Gomparative
evaiuation of different enzyme evaluation of different
gnzyme {inked Immunosorbent assay sistems for the
detection of Staphyiococcal enterotoxins A,B,G and D,

J. Giin. Microdiel., 18: 34-38, 1884.

Forsgren, A. = Significance of protsin A praquctiun by
Staphyliccocct. Infection and immunity, Q: §72-873,
1874,

Friedman, M.E. - tahtbition of staphylococcal

enteratoxin 8 formation in broth cultures. J.

Bacteriel., B2:. 277~278, 1888&.

Freed, H.C.: Enenson, M.L.: Reiser, R.F. & Bergdoit,

M.S5. -~ Enzyme~iinked immunosoivent assay for detection

gf Staphyliococcal anterotoxins in Yo0ds. ﬁppi. Enviroen.

Micrabio!., 499: 1349-1355, 1882.

Fung, D.Y.C.: §&teinberg, D.H.; Mitier, R.D.:
Kerantwick, Y.N.J. & Murphy, . .F. ~ Thermal
inactivation of Staphylococcal entaraotoxing 8 and G.

Appi. Microblol., 28: 838-852, 1873.

93



a4,

45‘

48 .

47.

48.

Furnatette, 85.M.P. - Dadues sobre 8 presenga, em
alimentos ou manipuladores de alimentos de bactérias
responsaveis per toxinfecg¢Bes de origem alimentar no
Brasil. Anais do 1V Seminédrio Latino-Americang de

Ciéncia & Tecnologia de Alimentos, Camplnas, §.P., 21~

25 de Nov., de 13BZ.

Genigeorgis, O.; Reimann, H. & Sadier, W.W. -

Prodyction of enterotoxin in cured meats. J. Food

Secience, 34: B82-58, 18869,

gomes, L.E.: Blanco, J.L.: Goysche, J.; da {a Fuente,

R.: Vazquez, J.A.: Ferri, E.F. & Suarey, G. Growth and

enterotoxin A production by S. aureus BE in Manchenggo

type cheese, J. Appi. Bacterioni., £1: 488-503, 1986.

Hartweel, S.; Marrarc, R,U. & Harris, R.E. - Incidence

of Btaphylococcus aureus for an obstetric

population. Obstetrics and Gynecology, S1: 603~80b,

1978.

Heaning, G.; Hiliborgh, U.: tindvaiti, K.: Marquardsen,
n.;: sellers, 4. & Wahtin, 5. — Comparisoen of
Staphylococcus aureuns carriage andg skin infection

rates in Hospitals and Office Employees. J. Hygiene,

83: 437-4944, 1878.

94



48.

BO.

51.

52.

53.

Hirooka, E.Y. & Muller, E.E. - 1isolamente, caracteri-
zagac 8 enteropatogenicidads de cepas 08
Staphulococcus aureus isolados de produtos carneos
comefciatizados em Londrina, Parana. Ciéncia &

Tecnnlogia de Alimentos, 2:123-133, 1882.

Hirooka, E.Y.: Multer, E.E.: Freitas, J.6.. Vicente,

E.: Yoshimoto, Y. & Bergdoli, M.8. - Enterotoxigenicity

0f ©. intermedius of canine origin, {nt, J. 0f Food

Microbiel., 7: 1B5-181, 1888.

Hooner, D.6.; Tatini, S.R. & Maltais, J.8B. -

Characterization of Staphylococei. Appl. Enxipun.

A

Microbiol., 46: EB4%,660, 1883,

‘Huang, !.Y. & Bergdoll, M.§8. -~ The primary structure of

Staphylococcal enteraxin B 11 iselation, composition

and sequence of Chymotryptic Peptides. The Jaurnal of

Biol. Chemical., 2495: 3511*3517; 18748.

Huang, 1.¥Y. & Bergdoll, M.5. =~ The primary structure of
Staphylococca! enteroxin 8 1il. The cyanogen bromide
Peptides of reduced and Aminocethylated enteroxin B, and

the compleste Amino Acid szquence. The Journal gf Bioi.

Ghemical., 245: 3518-352b, 1870.

95



sql

B5.

58.

57.

58.

Huang, }.Y. apud Bergdoili, ¥.5. =~ Enteroxins. ip:

C.F.S5. Easman and G. Adiam, ed., Staphylococci and

Staphyloceccal Infection, V¥oi. 2, London, Academic

Press, 1H83. p. B5B-538.

Humphrey, J.H. & wWhite, R.G, - Segrotngical aspects of
the antigen - antibody reaction : the detection and

measurement of antigen and antibody. in: lmmunoiogy feor

students of medicins. 3th ed. Oxford, Blackwell, 1871,

p. 348-407.

taria, §.7. — Stsphylococcus aureus enterotoxigénico em
doces gremosos vendides em padarias e confeitarias do

Municicipo de S50 Paulo. Rev. de Sabde Publics, 15:

321-337, 1881,

taria, 5.7.: Furnaietsa, S.M.P. & Campas, M.L.GC. ~
Pesgquisa de Staphulocococus RUFrEUs enterotoxigenlco
fias fpssas nasais de manipuladores de sliimentos em

nospitats, S&o Pauic. Revista de Ssdde Pabiica, 14: 83~

180, 18840.

lgarashki, H.; Fuj}lkawa, H.: Shingaki, M. & Beradoii,
M.S5. -~ Latex aggiugtination test for staphylococcae

toxtc shock syndrome toxin-1. J. Ciin, Migroabiel,, 23:

508-512, 18886,

96



58,

BO.

61.

Ba‘

83.

B4 .

65,

ingran, M, & Kitchell, A. G. — Balt as preservative for

foods. J. Fopod. Technel., 2: 1-15, 1887.

Jarvis, A.W. & tawrence, R.C. ~— Production of high
titers of enterotoxing for the rouvtine testing of

Staphyiococcl. Apnil. BMicrobiot., 18: B88B-6853, 18574,

Jarvis, A.W.. Lawrence, R.G.: Pritchard, 5.0,
Production of Staphyiococcal enterotoxins A, 8 and C
undgar condlitions of controlled pH and aeration. Infec,

immunity, 7: 847-853, 1873.

Johason, H.M; Bukovie: J.A.:. Kauffman, P.E. & Peeler,
4.T. -~ Staphylococcal enterntaoxin B: sotid-phase

radioimmunnassay. Appl. Microbiol., 22: B37-84%1, 1871.

Kato, E£.: Khan, M.; Kujovich, L. & Bergdoli, M.B. -
Production of enteratoxin A. Appl. Micrnbial.,_li: 9686~
872, 18BEg.

Kokan, N.P. & Bergdeoii, M.5., -~ Detection of iow-

enterotoxin—producing Staphylococcus aureas

steains. App. Enviren. Microbiol., 53: 2875-2B76, 18B7.
Klgos, W.E. ~— Natural population 0of the genus
Staphylacoccus. Am., Rev. Microbiol., 34: 554-582,
18840.

Q7



6e.

B7.

g8.

84.

70.

Lachica, R.V.F., Weiss, K,F. & Deibet, R.H. —
Relationships among coaguiase, enterotoxin and heat—
stalile deoxyribonucliease production by

Staphulococcus aureus. Appl. Microbiol., 18: 128-

127, 1889.

Lee, &4.¢.M, apud HBergdoti, M.S5. — Enterotoxing. In:

G.F.5. Fasman and G. Adlam, ed., Staphyiococct and

Staphyviococcal Infections, vol. 2, Loadon, Academic

Press, 1983, p. BS5B-584.

Lee, A.G.M.: Robbing, R.N.: Relser, R.F. & Bergdoltl,

M.5. - isplation of specifiec and common antibodies, to

Staphylococcal enterotoxins B, € and £2. tnfect. and

immunity, 27: 431434, 1884.
Lotter, L.P. & Genigesragis, C.A. — Deoxyribonuciels
acid base composition and biochemical properties of

tertain coagulose~negative enterotoxigentic cocci. Appl.

Microbhiel., €B: 152-158, 1875.

Mandii, A. - Staphulocococus aureus em queijos YTIpo

Minas. Ciléncia & Tecnoiogia de Afimentos, 2: 233-241,

1882.

98



71,

72.

?3!

74.

75.

Mansfield, J.M.; Farkas, G.; Wiensbe, A.A. & Giibert,

R.d. = Studies on the growth and survival of

Staphylococcus aureus in corned besf. J. Hyg., 81:

48778, 1883.

M¢ Lean, RLA.; Litiy, H.D. & Alford, J.A. — Effects of
meat-curing salits and temperature on production of

Staphyiococcal enterotoxin 8. J. Bacterlioi., 85: 1207~

1211, 1888,

Msiconian, A.X.; Fiandrols, F.P, & Fleurette, J. -

Moditied method for production and purification of

Staphulococcus aureus enterotoxia B. Appl. Epviron.

Microbio!l., 45: 1140-1143, 18B3.

Miner, T.E. & Marth, £E.H. - Staphulococcus aureus

and staphyilococca! food intoxications. A review . Jd.

Miik Food Technot., 34: 557-5B4, 1871.

Minor, §i.E. & Marth, E.H. - Staphyiogcoccatl food

potsoning. A review |, GCheracteristics and tsolation of

Staphylococei properties of enterotoxinsg, and

epidemiotogy of Staphyiococcal iatoxications. The ind.

4. Nutr. Dietet., 8: 181-188, 1872,

89



?Eﬁ

7.

78.

78.

g24.

B1i.

ga.

Minor, T.E. & Marth, E.H. ~ Staphylococcus aurgus

and Staphyiococcal food intoxications., A review [1. J.

Mitk Food Technoi., 35: 21-289, 1872,

Minor, T.E. & Marth, E.H. - Staphyiococci and their

significance in foods. Amsterdem, Elsevier, 1876. p.

287,

Morita, T.N. & Wogsdburn, H™M.J. - Homogenspug sazyme

immune assay for Staphylococcal enterstoxin B, infect,

Immunity, 21: B66-668, 1878.

Morse, S.A. & Halidwin, J.N. - HRegulation of
Stephylococcal enterotoxin B: effect of thiamine

starvation. Appl. Microbiol., 22: 242-24§, 1871.

Morse, S.A. & HBardwin, J.N. - Factors affecting the

regulation of Staphviococcal enterotoxin B, infect.

immunity, 7: 838-848, 1873.

Morse, S.A. & Mah, R.A. ~- Reguiation of Staphyiococcal

enterotoxin 8 : Fffect of anaerohic shock. Appl.

Micrab., 25: BH3-LE7, 1973,

Morse, S5.A.; Mah, R.A. & Dobropgasz, W.J4. — Regulation

cf Staphyiococcai enterotexin B. J.Bacteriol., 88: 4-8,

1869,

1006



B83.

84,

85,

g8.

87.

8B,

Olsvik, 0.: Berdal, B.P.; Fossun, K. & Urnland, T. -
Enterotoxin production by Staphylocococus aureus

refated to origin of the strains., 8cta Path., Microb.

Scan., B9H: 423-426, 1981.

Oisvik, O0.: Fossum, X. & Berdal, B.P, — Staphyiococcal
enterotoxin A, B B_ﬁ'ﬁ £, produced by Coagutase-Negative

strains within the family Micrococcaceas . Acta Path,

Microb. Scan,, 90B: 4471-4494, 1882.

Quchteriony, 0. - Antigen antibody reactions In gels.

Acta Path. Microbh., Scan., - 231-g40, 1883,

Oudin, J. — Specific precipitation in geis. Methods

Med. Res., B: 335-378, 1352.

Payne, D.N. & Wood, J.M. — The incidence of enterotoxin
production in-gstrains of Staphyiococcus aureus isolated

from foods. J. Appl. Bacterlol., 37: 318-328, 1874,

pereira, J.L. & Sateberg, 5.P. — Regulation of
Staphyilococeal enterotoxing A and B produced by strain

5-6. 4. 0of Food Protection, 13061309, 19B2.

=
=

101



B8, Petrés, P. & Maskovd, L. — Detection of Staphyioccoceal
enterotoxigenicity iV, Strains isglgted in 1881 and

1982, 4. Of. Hyg. Epidemiol. Microbiol. and Immunoi.,

28: 287-285, 1884.

80, Read, R.B. & Bradshaw, J.G. -~ Thermat inativation of

Stephylococcal enterotoxin B in Veronal Buffer. Appi.

Microbiot., 19: 138~134, 1886,

81, Head, R.B. & Bradshaw, J4.6. - irraglation of

Staphytococcal enteroctoxin B. Appl. Microbial., 15:

803-805, 1867.

g2. Realf, D. - Enterptoxin A and B. Production in sirains

0¥ Staphulococcus aureus isclated from human belngs

and foods. J. Hyg., 88: 103106, 1882,

93, Reiser, R.F.: Robbins, R.N.: Noleto, A.L.: Khoe, G.P. &
Betgdoli, M.5. — tdentificatian, purification and soeme
physicochemical properties of Staphyiocpcesl

enterotoxin C3. infect. and Immunity, 45: B25-830,

1984,

44. Reiser, R.F. & Weiss, K.F, - Propductive of
Staphylococcai enterctoxins A, B andg C in vyarious

media. Appl. Microbisl., 18: 10911043, 1868,

102



85.

38.

87.

88.

88.

104.

Reyes, L.: Mots, L. Gostarrica, L. & Parritts, &. -
Determination of the enterotoxigenicity of
Staphulococcus aureus streins Isciated from cheese.

Rev. Latinpam. Micrebiel., 28: 277-28B3, 1984,

Robbins, R.; Gould, S. & Bergdoli, M.S5. — Detecting the

enterotoxigenicity of Staphylocaoctus aurgus

strains. Appil., Hisrahlai.,_ﬁﬂ: A4E-8540, 18B74.

Santoes, E.5. & Genigeorgis, G. ~‘5urvivai and growth of
8. aureus in commercial mesnufactured Brazilian Minas

cheese., 4. Food Protection Anes., 44: 177-184, 1881.

Saunders, G.C. & Bartiett, M.L. - Double-antibody
splid-phase enzyme Immunoassay for the dstection of

Staphyiocoaccal enterotoxin A. Appi. Enviren.

Micrabiol., 34: B1B-522, 1877.

Sawage, J.P. — Le monde actérien O.R.L. En:
L‘antibiotherapie en ORL. Buide des iésion bactérisnnes

rencontrées en pathologie cervico~faciaie. Beecham-

Sevigne, 1879.

Sghantz, E.J.: Roesster, W.GB.: Wagman, J¢.; Spere, l.;
Dannery, D.A. & Bergdoli, M.5. - Purification of

Staphylococcal enterotoxin B. Biochemistry, 4: 1011~

1016, 1888,

103



101.

10&.

103.

104,

1085,

Sitverman, 5.d4. — Serological assay of cuiture

fittrates for Staphylnoceccal entsrotoxin., J.

Bacteriol., BS5: B55-~88BH, 1883,

Sitverman, S5.J.; Knott, A.B, & Howard, A. - Hapid
sensitive asssy for Staphyiococes! enterotoxing and a

comparigon of serological methods. Appl. Microblol.,

A6: 1019-1023, 18868,

Simkovicove, M. & Bilbert, R.J. -~ Serological detection
gf enterotexin from food-poisoning straing of

Staphylococcus mureus. J. Med. Microbliol., 4: 18-

38, 1871.

Smith, J.L.: Benclivengn, M.M.: Buchanan, B.L. & Kunsch,
C.A. ~ Enterotoxin A production in Staphulococous

aureus : inhibition by glucose. Arch. Microbioil., ggé:

{31~138, 1888,

Sneath, P.H.A.: Mair, N.S.:; Sharpe, M.E. & Hoitt, d.65. —
Bergey s manusi of systematic bzcleriology. voli. ng &,

tst ed. Wiliiam & Witkins. Baitimore, 1388. p. BEH-

1035,

104



106,

107,

108.

189,

110,

i11.

Spero, L. apu¢ Bergdoii, .5, - Enterotoxin., Ih: Easman

and C. Adiam, ed., Staphylococci and Staphylococcal

infections, vo!l. 2, London, Academic Press, 1983, p.

E5R-588.

Spern, L. & Moriock, B.A., (1878) apud Hergdol), M.5. -
Enterotoxins. In: G.F.S, Easman and G, Adiam, ed.

Staphylococeci and Staphyiococcal iInfections, vol, &,

London, Academic¢c Press, 1883, p. BB8-5I8,

surgaita, M.d.: Kadany, J4.0.; Bargdoti, M.5. & Dack,

G.M. - Staphviococcal enterctoxin: production methods.

§. infect. Diseases, BS: 180-184, 1851.

Tatini, 8.R. - Thefmai gtabitity of enterptaxing in

fopods. J. Miik Food Technel., 39: 432-438, 1878.

Tatini, 5.R.: Cords, B.R. & Gramoii, J. — Screening for

Staphyliococcal enterotoxins in food, J. Faod Techno!l..,

30:64-74, 1876,

Thatcher, F.5. — Recommended methods for micro~

bioiogical examination. In: - Microorganisms in foods.

Toronto, Toronto Press, 1888. p. 114-122.

105



112,

113,

114.

116.

116.

Thompson, N.E.: Razdan, M.: Kentsmann, ©.: Aschenback,
J.M.; Enenson, M.L. & Bergdell, M.5, — Detection of

Staphyiococcal entsrotoxing By enzyme ~ linked immuno~
solvent assave and radioimmunoassays: comparisson of °

monocienal and polyclonal antibody syétems. Appl.

Eaviren. Microbioi., B1: BBL-BBD, 19B8.

Tompkim, R.B,; Ambrosino, 5.M. & Stazek, S5.K. - tftfect
of pH, socdlum chioride and sodjum nitrite on

enteratoxin & production. ﬁpp!.'ﬁlcrabtci.,_gg: 833-

837, 1873.

Trolter, J.A, Effeact of wates activity en gnterotoxin B
production and growth of Staphylococcus aureus.

spp!. Microbioi., 21: 425-438, 1871,

Trottler, J.A. ~ Effect of water activity on enterotoxin
A — production and growth of Staphylococcus aureus.

Appi. Microbiol,, 24: 440~443, 1H7E.

Weirether, F.J.; Lewis, E.E.: Rosenwald, A.d. &

Lincetn, R.E. — Rapid¢ guantitative soroiogicat assay of

staphyioceccal enterotoxin A. Appl. Microbiot.,, 19:284—

281, 18BESG.

106



117. Wiltson, 0. - Pesquisa de Staphylocaoccus aureus amn

lgite a ser pasteurizado. Rev. de Safde Pablica, S&o0

Paute, 11: 1-11, 1881,

118, Wu, C.H., & Bergdoit, M.5. - Stimulstion of enterotoxin

T18.

B production |. Stimulation by fractions from a

pancreatic digest casein. infect. immunity, 3: 777-78B3,

1971,

Zuareng, L.: BRelser, R.F. & Bergdoll, M.5. ~
Chromatofocusing in the purification of Staphylococcal

enterotoxin D. J. of Gtin. Microblol., 28: 1236-1237,

18868,

107 .



TABELE 01

CRESGIMENTO DAS LINHAGENS DE S. AUREUS EM FRASCUOS DE MEID
TEL 508 AGITAGAO DE 288 RPM A 370 G

T P AR ik ke s e o R PP Y A A AR, L A e i bk ik i ol AR il bk ik Skt SMAR ARk hdRl Ao o k. et okl AR AR bl . o o i i - A ik AN Shlh AR AN A R PP, . ke ey e ey TR Wi o

LOG. NOMERO DE S. AURELS / mbL *

i e e i ok i ik i e TR P TR T T T T M S PR S e e iy e e ke ke sl Al A S P M il Al daa: e

LINHAGEM TEMPO DE INCUBAGAD (n)
s 12 . a5 24 a8
396 &.52 7,57 8,60 8,71 8,88 8,81
427 §,80 7,75 8,81 8,75 8,88 8,85
4864 | 6,49 7,63 8,83 ®,86 ©,83 B,83
542 6,86 7,36 8,88 5,00 8,05 9,08
a72 &§,75 7.88 8,86 8,88 8,08 9,07

e i L P T TP TR = TR Y P . . b i b i o skl AL Ay AP LR Y . T B RS AT T [y e o e s e b s AL AP PR PR b ekt A A S S M TR T T A S e ity

* Concentracio celulsar obtida por ieilturas de 0.0,
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TABELA OB

PRODUGAD DE ENTEROTOXINA ESTAFILOGACICA D EM FRASGCOS DE MEID TEL
S0B AGITAGAD DE 250 RPM & 370 €

P e Y MR WAL AR i ek e s e e v e e YT T TR UL LR Y WA TN P B b i T e e b e e i bt e Ak A AR A A AL W S U U B B b A AR R e A A A b Al e ik

A A S S AL o e i e e o e bl i bl AL U Al S Ml o i AL MMM MR LN S A ALK 4AIA AR Al e A A AR P Al

LINHAGEM TEMPO DE IRCUBAGED (h)
8 TEHHWF 18 £l 24 48
3886 7,0 15,8 37,1 72,3 78,86 BG, S8
427 1ag,0o 18,8 at.s 51,2 53,0 55,2
454 ND%xxx 8,0 14,% an., a2 33,1 34,8
had ND ND 5,8 13,1 17,1 B, 0
G7ck% £8,3 66,3 111.,7 30,0 326,11 - 340,0

AL Sl AL i, AL V. MAR bl D b i bk . o el o i Ml AL Ukl Ul e eyl b el e Yo P, L T S YW T TV PO P i o sk b ik bl MMM Ak AL AR STEL KT T L PR AT TOR TR YU TR PR R T b e vy v

x Anailse peio método imunoenzimatico ("ELISA®).
*%k  Andlise de enterotoxina diretamente no sobrenadante ilvre

de céluias,
*%k% ND = N&o Detectavel.
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TABELA 03

TAEXA DE PRODUGRO DE ENTEROTDX I NA ESTAFILOCAHCICA D EM FRASCOS BE
MEID TEL 50B AGITAGAD DE 250 RPM A& 370 C

L INHAGEM INTERVALOS DE TEMPO DE IRCUBAGRD (h2

W ol e o T TR YL T . e e v e e e Y TR Y T A A Al Al Al S A Y R, WA M AAS USRS S TR, TRV VPR YRS M W e e e

TV T PR L ikl L St ke ok [T TR A R MY Al e Mkt ik g Sy P W YL Y Y AR FYR TV, MWE YL M Y T TR W VWS W AAS Ak MAR AN ke Al ek e i il A WAL A e AAb A AL AR SAT LT TV - PR e T AES e

396 ‘ 0,08 1,20 6,32 8,80 1,82 0,08
427 1,26 1,45 3,85 5,00 0,45 0,08
464 s,00 1,58 2,17 - 3,87 a,72 a,07
5492 " p,00 0,00 1,45 - 1,82 1,00 0,12

478 ' 3,66 7,75 12,85 52,07 1,52 0,58

A S A b AR Al Pl dhik bl o ik . o i T T TPTR TP PP TR T, T . e oy sk i e il ke SiA A M AR/ A AR A ANV AN MWL TR TEA AT AT P e e b e Al ik . Sl Ay ST T PTRE ST T ey P e o o
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TRBELA 0%

PRODUGAO DE ENTEROTOXINA ESTAFILOGCGCICA D EM CULTURAS DBTIDAS PELD
METODO DE SAGCD DE DIALISE EM MEIO TEL, 508 AGITAGCKD DE P50 APM A 378 C

T T T A Uk ke el . P T P T T ST e s T e by g e e o T FEA A sk i bl b o oy e oy e b 7oAl i s, bl sl 44 ki AR TR, TP O A AR bk e sl el e bk Al Sy b b bl sl Al A A e T T TR

A AN AP B A Ll . (- P Y T T YRS TR TR Ty = . i TR T Py i ke AR AR AL BAM ebyn by ey e e e i bkt At bk bk ek e ok ek ek A A A

LINHAGEM TEMPO DE INCUBAGAD (h)
8 12 186 20 24 48

398 87,8 118,4 201,8 508,0 7682,0  788,8
427 82,5 153,8 218,23 375,3 485,8 5289,8
484 2,5 §4,2 185, 3 288 ,1 82,3 377,2
542 ND* ND 62,6 88,5 108,82 20,0

3 3 3 3
472 210,0 405,3 &,15x10 3,28x10  3,88x10  3,Bx10

T P A P il W e L S W B R ST S S B TE WS A AL A ARk M AL ek (e i it Al A Ak AR AR L Y TP I v fipl vk el el el ok gl e e et e T e el i, ke AL A M S T R T
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TABELA @5

PRODUCRY DE ENTEROTOXINA ESTAFILOCSCICA O F¥ CULTURAS 0BTIDAS PELO METODO DE SACO DE DIALISE

COK HEIC JEL, S0B AGITACAD DE 256 RPN E 4 370 L,

ENTEROTOXINA ESTAFILOCOCICA D (ng / al)

TEHPO DE THCUBACRD (h)

| TNHABEN 3 12 14 % 2 %
HETOD 14 S8 He4 2 56,0 7420  7BB,6
e HETODO D% ND¥ R ) {2000 (2000 . ( 2000
HETONA 4 92,5 53,8 28,3 W53 A58 59,8
“ NETODO 2 ND N 0 (o000 (2006 (2000
HETODY § 2,5 84,2 1653 2, w2a e
A6
HETODO 2 M HD ¥ N N ND
HETODO 1 WD ) 2.6 . 865 1062 14,3
W HETODO 2 Hp o) §0 N N N
HETO00 £ 219,86 4853 2450 e % 3080
2 RETO00 7 Q2000 (2008 2080 2606 2600 > 2689

¥ ¥éiodo imunoenzimatire (ELISA)
# Hétodp de dupla difusSo em gel modificadn (05P)
¥%¥ Nap Debectavel



TABELA 0B

TAXA DE PRODUGAOD DE ENTEROTOXINA ESTAFILOGOCIGA D EM FRASGOS CULTURAS
OBTIDAS PELO METODD DE SACD DE DIALISE EM MEIOD TEL, S0B A AGITAQAD

DF 250 RPM & 370 C

P A RS dikk Wt i bl ke k. . e Y TS T T i b e e i M skl e A i AN A ok A AR A A FE LS AR S TP WTRY AT ey ok ke e LA Al SRR PP T by e e by s e e M MMk MM VT W T ST SR T e e s

SN RS - ——————————————— e M LY L it R R R R

LINHAGEM PERIODO DE INGUBAGAD (h)
“Te-12 12-18  18-20  eo-24 2448
396 12,88 20,80 78,12 84,00 1,10
427 . 18,38 16,12 - 39,85 30,15 1,41
469 15,42 25,27 30,20 16,55 1,04
542 NDX 2,81 5,87 4,88 0,33
47a 48,80 436,17 pg2,5 103,00 4,5

et P = T Y T~ e P P T T T T P e bk i e b Wk - LAY AR T PP VY TELS VWL AT SPRT TRV FTEWE FOYR WS WY v e ey vy ke $An AL AMS FILAT. B P A Sld AAC S IAS WE STEY IR W P i bl Al s s A Aa S A
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TABELA 87

COMPARATAG ENTRE 4 PRODUCAD DE ENTEROTONINA ESTAFILOCOCICA © PELOS METODOS DE CULTURA COM SACO
UE DIALISE E EM FRAGCOS UTILIZANDO-SE METO TEL, S0B AGITACAD DE 230 RPM L & 370 L.

ENTEROTOXIHA ESTAFILOCOCICA D ing / el}

TEMPO DE INCUBACAD {h)

LINHAGEN 8 2 i ) 2 8
_. HETODO 1% 7,8 1,8 7.1 72,3 794 8.9
e s 7,8 18,4 204.6 50,9 76,2 78,4

HETODO § 18,9 5,8 3,2 58,2 53,9 55,2
# BETODD 2 92,5 15,8 28,3 w53 4m,8 5.8
HETODO Hpwex 5,0 14,7 0,2 13,4 94,8
o HETOO 2 2,5 84,2 1853 mé,4 /3 2
 HETODO 4 o H 58 fad 17,4 20,9

542 | | :
HETO0 2 m N 82,4 86,5 1862  114,3
MO 4 2,3 8,3 14,7 32,6 2254  348,9
. HETODO 2 20,4 4853  2.50,0  2.280,0  .402,0  2.806,8

% [rescieento de cultura es frascos Erlenmeysr
&% L{restisente de culturs pelo sétodo de sacn de didlise
#5% Nio Detertdvel
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RELACE0 ENTRE CRESCINENTO E PRODUCRO DE ENTEROTOXINA D FM CREME THOCULADD OO 19 CELULAS/g

THUELA 88

3

BE 5. AUREUS APOS 24 £ 4B HORAS DE INCUBACKO A DIFERENTES TEWPERATIRAS

TENP) DE IRCUBACAD ih}

4B

24
TEMPERATURA € £}  LINVAGEM K&D ESTERILIZADD ESTERILIZADD KRG ESTERILIZADG ESTERILIZADD
(MESOFILOS  B. AURENS ~ EED 5. AUREUS  £ED  HESOFILOS 5. MRRHS  EFD S, AUREUS  EED
{FC /93 WFC 79} f{ngfe) (UL /) {ng/e) (FC /) WFE/ o) (nede) WL /@) (masw)
& 4 i 7 4 7
3% i.4xi% 3, 8048 LiF 1,318 Nb b dni® 3,540 1,2 7,3xi0 3,2
é 3 5 b 4 7
&7 4,048 g,3248 .1 &, 9ui@ KD 1,418 &, ixid KD §,5xi0 3,1
B [ 4 ) & 8
24 454 2, 3xid 2,1xid 1] 7.9xi8 b it] f.3:40 7r2qid LiH 6,5ui8 2.3
& 3 4 7 & 8
942 1,418 4,3k H i,2x18 W 8. nid 8, 6vid . 1,20l 2,8
4 4 4 3 3 g
472 3, ixi8 9,818 i Z,2x10 3,5 7, 8x48 5,0xi 7 {3110 7.6
& 3 3 7 & &
k7Y Sebuid Jibnit 1,9 7. 9518 4,1 il {,2z10 3.3 3,6u18 5,3
5 4 é 7 5 8
27 % nid 3, 3xid N 9,300 3,5 {818 &, 2xi8 B 1,2048 8.4
8 5 7 R 7 §
38 444 idxie 4,2x1% KD 2,5x18 2 3,348 i, Hui8 i.3 35018 44
b & $ 8 & 3
a12 i, 7x18 i,9xi8 5.6 2,5xi8 2,3 2eixid 9,318 2,3 2,3x14 4,3
5 ) ? & 7 ]
i 2,508 §,7x18 82 LA 19,8 T, il b, 0018 - 12,4 1,0048 15,2
B 7 k 7 ¥ b
/] i,Bxit 2 ini 2,7 {.2xi8 S.6 S.2x18 7. buid &2 b, 7xi8 8¢
b § ' 7 ' B 7 8
L7 2:7x48 it ] .7 F.0x18 L1 1.inté 6018 2.5 3, 9514 7.t
8 7 8§ 8 7 |
y 444 3,318 32249 £, 3,0xi® 3,3 §,9xi8 f.7uid 2.4 7.7x48 EfY
7 b 4 8 7 8
w2 §.5xi8 3. 2019 33 3,2xi8 4,6 §,3x14 1,0ni8 53 1.9x4% 7,1
& 7 8 7 8 y
472 i, 4xie 2. 4ni8 is 4 it ) 274 2.3xid B, il 18,5 2. xid a.4

¥ ¥D = NAO DETECTAVEL
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RELACKG ENTRE CRESCIMEMTO € PRODULRO DE ENTERQTOXINA O EX CRENE INOCULADO CON 18 CelULaS/g

TABELA 99

4

DE 5. AUREUS APGS 24 E 4B HORAS DE INCUBALRO A DIFERENTES TENPERATURAS

TERPO DE INCUBACAD ih)

24 48
TEMPERATURA ( T3 LINMAGEM #A0 ESTERTLIZADD ESTERTLIZADD NAG ESTERILIZADD ESTERILIZADG
HESOFILOS 5. AUREUS EED 5. AURELS EFD  NPSOFILDS S. AURELS EED B, AUREUS EED
(e £ gy (WFC /g0 (ngfgd (UFC 7 g} (nefg) (UFL 7 9)  (BFD [y ing/y) (T /@) ingfad
& 3 i . 7 . & 3
3% 4,348 i,7x1% b H 2.7uid 1.2 8,918 i,4x10 2.4 4,048 3,5
4 3 ) 7 5 L] ]
427 §,7xid 7 Bxid HD et 2.4 4,5n18 2,inie it] g, 2xi0 4,3
g & 7 3 ¥ g
2 A4 Z,.0xie 3,010 ND §,.9u18 1,4 2,3x1d 2,4%18 il 2.4nid 2,3
8 & 7 8 & 8
h42 4 $xid 7,318 ND 2448 24 7.3uld I, 4xit Ny 4,058 2,8
S 4 5 ) 3 3 3 §
472 i,2:18 £, 7418 11} G, 5uid 9.7 g,8xid 5,801 [ ] 5,8xid §6,5
7 & | 8 - F 3
3% 4,449 4, 7x18 2,8 g.bxid - 4,3 3,418 P L 4% A, 0xid 5.8
§ 4 8 7 4 ]
k) 4318 5,8x18 g 5, 4210 4,4 i, 2xif 4,2n48 2.5 §,2u10 b4
2 & # . 7 - 8
K1 444 2,34 51 ND 2.1xie 3% 5,48 3,3xi¢ 2,5 49318 4,8
7 Tk H 8 7 g
542 7. 2uid 2,%x18 2.4 §,2xid 3,1 2,418 2.4nid 3.3 §.3x1@ 59
& § § : 4 8 7
£72 3,510 3 inid 8.4 it 15,8 ¢,20i0 § At 14,8 4,818 14,7
. 8 5 é 7 & 7
3% §.7xi8 $anie 3.5 4,318 M4 A i T £.3 i, 9utd 7.4
} & 8 B 7 7
3 §Anid 2, 8xie 3.4 i Bxid 6.7 1,348 2,0uid 4.4 2,.8x18 8.4
g 7 8 _ 7 4 ]
1 444 3, ixid 8 4xid 2.4 3,6ui0 8,2 9. 7xi0 4,708 37  Auid 7.h
8 i g 8 - g
M2 2,318 S,2uit 39 i, 7xid Be2 i, 5x18 {,Bxié b3 4, 4930 8,3
7 4 7 8 ? 7
L ¥p 5, 0xid A, s 18,1 2.1xi0 28,4 2. 8xi8 - b.buid 23,7 75418 %9
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TABELA 18

3

RELACAQ ENTRE CRESCIMENTD £ PRODUCBD DE ENTEROTOXING D EN PRESUNTD COZIDO INOCULADO LON 18 CELULAS/g

DE 5. AUREUS APAS 24 £ 48 HORAS DE INCUBACAD A DIFERENTES TENPERATURAS

TENPO DE IRCUBACAO {h)

24 48
TENFERATURA £ CF  LINHAGER HED ESTFRILIZADD ERTERILIZADD . NAQ EBTERILIZAND ESTERILIZADG
HESOFILOS 5. AUREWS EED 5. AUREHS EED  MEBOFILOE B, AHRELS EED 5, AUREUS EED
{UFC /7 g9} (UFC / g} ingfg) (WFE 7 9} {nofoy (UFC 79y FC 74} tnafg) HUFC 7 @) {ng/q)
8 3 3 B § - 7
39 Boanid i,4x18 e 7 il Np 8,918 8,4x18 ) i, 4nid 2,&
F 5 b g 3 j !
&7 3,810 §, i ) {,5ndd 1,6 4, 5xi8 2,218 2,4 3,Bute 3,2
¥ 4 . & 3 5 7
25 444 {n18 4,8x44 ND i, 7xik HD 3,88 B,anid ND 3,ixle M
8 b b 8 4 8
542 i,0ui8 Foixid ¥,Bxi6 M 3. 7xik §,3u48 ND 2,8z18 o
# b & 8 3 7
472 7.init 2,040 KD 3,2xie@ 8.4 b, 818 7soxid &% B,6u1b it
g 5 . 8 : g b 4
3% e hxid b, 2xid 1.8 §:9uit 5.7 ¥. 7518 B,.7x10 3.7 1.Bxi 4.2
8 5 g 4 N ¢
487 3,8xi8 5 hxi8 Wb 2,810 2,5 i.ouid B.8xit 2,3 1, P 4,4
g i & ) ¥ & g
a8 454 7.0ui8 A, 3x18 i} 35048 4,6 §,4uid 1,Buid T 3,8x18 7.4
g & 8 B & 9
542 2exit 3,248 N 8. 8x18 4,8 7.3nt8 B, 7xi8 4,3 B, 7xlt 5,7
8 5 g 8 & ¢
A72 &, Bl &, 70450 8,3 2,618 i7.& 7,3x42 i,7x48 12,5 .28 26,3
. 9 § 8 i8 4 ¥
3%4 750 &, 8xi8 3,6 8,9xi8 7.2 b ixid 2,348 9,9 6, 3xi® %.8
? & i# 1 7 ia
27 2. 9xis 3,4x48 57 1. 3xi8 9.4 2048 §,.0uie 2.3 Se2uid 15,4
3y b B 7 8 ¢
37 464 2,.2xi8 §.204% 1,2 2,8nie 8,7 £ §, 918 3.7 3. 4u18 g4
? & .9 ? .7 e
542 7, 4x18 9, 7x48 38 i, it 4,4 7. Bxil 3,048 4,4 SBuid 8.2
? 3 . - ¥ ? 7 9
472 £, 7xid 8, 6x1d 28,2 3, 7ui8 R 3, xit 36219 32,4 2,110 4,8
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TABELA £

4
RELACRO ENTRE CREGCIKENTO £ PRODUGRD DE ENTERDTOXINA D EX PRESUNTO COZIDO INOCULADD COM 16 CELULAS/y
BE S‘ AUREUS APGS 24 € 4B HORAS DE INCUBACRD A DIFERERTES TEMPERATURAS

TENPO DE TNCUBACAD (h) -

2] 4B
- TERPERATURA { €} LINMAGEN. NAD ESTERILIZARDG ESTERILIZADG NAG ESTERILIZADD ERTERILYZADD
HEGOFILOE 5. AUREUB D 8. AURELS EED  HESOFILOS 5, AURENS - EED 8. ALREUS EED
WFE /gy (WL 78 (ng/gy (UFC 780 (mafed (WL /7 q) (UFC 79} dmp/g) (UFC/ gy (ngfad
g8 5 S g g 7
K7 5,3ut8 2. Tuid RD» &, 5xig i,7 3, ixid 3. 9nié Np 4,.Buid 2.8
! 5 & 8 & : g
4 R 2,4ni% B 4,918 34 &, 2218 - B,0xid 24 4, 2xit 3.3
y i & ¢ b 7
29 464 f,3uik Hebui0 M 6,2uib ] f,3xi8 1,Bxi8 ND B, iuid ]
8 4 7 g 4 7
542 i.Bxi0 3,8 T 2,0xid D 4,938 5, oxid ND §,3n18 i)
' g 5 & 8 & g
&R 4,3x10 B, 3xib 3,5 8,2uie 8,4 2,318 i0uid 6.2 {.ui 3,7
8 & 8 ¥ 4 7
394 3, 4uid 3, iuid 3.2 £ 3uld &2 7. Bui% 7,0uid 4,3 3.3x38 1314
g 3 § g ? i@
 vi g,2x18 ¥, 2xid i.4 4,818 3.7 f,xi0 3 uit 3.8 #,4xi8 5,3
9 A g 9 & 3
3% A4 i,.2x49 8,6u18 i,2 4,5xid o8 2,08 9, 4%id 2.8 &, il 9.7
8 6 9 9 7 ’ 1
542 3.0 i,2u5d 1] i,2x10 8,2 i.0xie g, 748 it i,4nib i8,7
g & b 4 - ¢ i ¥
i 8, auid 4,344 12,4 i, 26,9 i,2xi8 ,8nid 24,4 8,3uid kR ]
¢ ] g it ¢ ?
k1)) - 9 .4uld Z.2040 £,2 §,9x48 8.8 3,718 ¢, 7xid &2 4,4ni0 4,2
18 6 g 1 7 1
i .28 7. 7uid 4,8 8.2x48 9,3 2,51t 2,Buid 7.7 8,7xid 15,3
3 b 9 9 g 18
¥ 464 7 anie 3,5xik 2,4 &, init 5.8 §,3uie 7.6x18 41 §,bxit 8,2
9 & 9 9 7 18
b4 3. 6uid B, 7xid A4 7, 7548 57 . D28 B.Bxid né 9. 7xi8 7.3
9 7 9 9 4 ]
72 1,.3n18 1,248 23,7 4,8218 7.4 5, éxid B,8x49 1,4 2,3x18 7.4
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FIGURA 1

PADROES DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS DE .S. 4UREUS
UTILIZANDO~SE MEIO TEL, pH 7.0 E A 370 C
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FIGURA 2
CRESCIMENTO DAS LINHAGENS DE S5 AUREUS EMFRASCOS
DE MEIO TEL SOB AGITACAQ DE 250 RPM A 37 C

-

NUMERO DE MICROORGANISMOS / mlL

10

10

10

10

_ f«-«*""‘rwﬂ ST

/ = — 396

1 e 27

+ N 2 2 &

T IOU -2 4

E_ I . 472
é '{2 11@ ' 2‘0 2:4 ‘:8

TEMPO DE INCUBACAO (HORAS)

120
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FIGURA 3
CURVA PADRAO PARA ENTEROTOXINA D UTILIZANDO~SE COMO
DILUENTES MEIO TEL E SOBRENADANTES DE EXTRATOS DE
CREME E PRESUNTO COZIDO
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FIGURA 4

FRODUCAO DE ENTEROTOXINA ESTAFILOCOCICA D EM FRASCOS
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ENTEROTOXINA ESTAFILOCOCICA D

t DOG

(ng/mL)

10

FIGURA &

PRODUCAO DE ENTEROTOXINA ESTAFILOCOCICA D EM CULTURAS

[ JEN B A A |
L2 A B A

OBTIDAS PELO METODO DE SACO DE DIALISE EM MEIO TEL,
SOB AGITACAO DE 250 RPM A 37 C
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