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RESUMO

ESTAFELOCQCOS CE}AGULASE NEGATIVOS
PAUCIPROBUTGE DE”ENTEROTOXINAS
E RELATG DE UM SURTG POR ESPECIE COAGU&ASE ?OSIT%VA

I- linhagens de es’{aﬁiocaeaﬁ coaguiasa negativos e pauclprodu’fafes de
enfero’roxmqs de A a E com capc::mdc:de de sintese varondo de 1 4 a 16,8ng/mL
onmcﬁﬂs de sms c:nafomicos de cabrc&s sadic}s, procedan’res da Espanho, foram
estudadas com o intuito -de se c:vc:hczr5_cemparmlvmmen?e dasenvolwmento e
quanfzdade de enfero’roxmc: es?czfiiocemc:_' {SEY) produznda, em ccndt@mes de cultivo
iabora?aria! e em oiememos expenmenfq.. ._ ﬂ'f_ __nocuicdos Para tal, 14 ilnhagens teste
- Scaprae et 163 339 8. chromogenes ef 46 S.cohnii tef, 366; S, ep;dermid;s, ref, 10;
Shasmofyﬁcus raf, 187 e Q“ifl Sh}flCUS re ;Jenfus 161, 44, Ssc:furi ref -308; Sxviosus,
ref, 141 & 335 8. S.wamell; raf 14 e 224 forcam_ przmazramenfe reaval c::cias Quanto ao

R2103 perﬂi morfo ﬂrn‘or:al e bioqu mzco, ‘fentd do -$6; através dos carao?eres fenéticos
_' c}bﬁdc}s e c:iass;f;cagao adansanlanc: pcm .nﬁrmagco de especies, A produgcxo de
“SE*, u?iiimndO«se cinco dzfefemes meic)s c&e cu ’riva iabaratoncx% fol conduzida cOom 08
métad@s de” “membram sobre ogc:r" e “saco de diaizse" Apc:ss mcubagao @ 37°C,
c:iurcmfe 24hords foi pfocedida a: defecu;c:o @ qu&n‘ﬂﬂcagée de erz’reromxinas através
do ensa;o de v RPLA o Reversed pass:ve %Gfex agg!uf;na’non ?es?”) Ja- para o Pesquisy
em’ ahmenfos adawmm se Iei?e m’regra f_f:po icnga vida” e - presunfo cozido
inoculados com cerca de 104UFC de es’rafiiococos/g oy mi-deé substrato. Estes
subs?ra’ros man’ridos em esTufa a. SGQC durcm’re 24 e 48h de mcubagao foram, neste
'.;:}enodog submeﬂdms G can’rctgem de ceiuic:s esmfz%ococ;cas em: c}gar "BPY e 4
' avaliagaoe de presenc;c: de "SEY, ﬂtraves do ensaio de™ ELISA, SET- E%A”(“Enzyme linked
lmmumsmben’f c:ssczy) e “RPLA’ Os resul?ados obhdos e\ndenc;c}rom gue 08
-c:c:rc:o’reres fer}eﬁcos czpresenmrc:mse em n _-'_ere msuf;cien?e parc: a mom‘c&gem dat
matiz ciasszf ca?or;a permzﬁndo araenc: " _' Q. confsrmagaa de Shﬂemo!yﬁcus
ref,107. Por sua vez, os dc:sd;os concementes a'pmduguo de "SE”; em candzgoes e
cultive . iaboratoﬂal o numero de esul dos ;aosihvos foram obtidos [ ‘partir do
método - membrana sc»bre c::g _ je ?acanda “§¢ 035 melos “Nz4 (Digesﬁvo
pancremﬂco de c:e::selncg ‘Nz amine f-\- ot

'hewrm mfusu}n t}ro%h"‘ -“BHI’

(infusa de cerebro e coragae, am:
: a 85%)e *Nzb” (“Nz" ol 6% acresmdo

cancenmg_&o dupia; ac:res_cgdo de "



de "YE* a 1%), que sobressairam por methor desempenhe individual De uma
maneira geral, a quan‘ndade de “SE7 produﬁda fol menor que a dos resulfados
Gngmais formecidos para as 14 Ifn?zczgens f@ste ressc:zltcmdz:}wse aindc} a auséncia de
produgao de enterctoxina B, “SEE" pcm:a S W{:men , Shaemo!y?‘:c:us, S wamerd e
' Scohnu, ref. 14, 214, 224 ¢ 3669 en’rero‘roxin& D "SED”, pora Scaﬁ:rae, ref. 163 @ 339.
Quamc} cm desenvoiv;men?o =3 moduqao =% “SEf‘ em subsf;cztos c:lzmemmos pode se
venﬁcc:r que as i;nhagens ’fesfe ‘rani’ _n‘é in‘fegrcﬂ tipo Iongc: vzcia COMo em

presun’ro cazsdo c}presenmmm eiesenvo_ emo mznzmo eshpuic:zdo em 105 ¢ mdximo

de 1{39UFC!g O mi. de a!imento dec' ! _'s_"48h de mcubagao néo. mpresenmndo
contudo, em nenhuma ocas;ao prc}d' &o-de -_“SE“ que pudesse ter. szdo detectada
através do- eﬂsalo de “ELESA SE? EIA e far _bem ;Z)@I ‘RPLA’ nos dols ‘periodos de
ncubczc;czo con&darades SR o -

it - Hmvendo ecomdo um"lur‘to de in?cxncagao alimentar humcmc: em
Belo Horizonte, MG, envoivemﬁa se?e HEssO c&s e umq famiiicz, com sinfomas de vomito,
diarréla, prostrac;ao e dcres czbdaminc: '.'-_penode med:o de mcubagao de 4h, que
conduziam G hlpo’rese go erz\foivime{z 3 i ers}faxma esfafliococzc;q efe’fuou-se o}
estudo. de- ?ai ep%sodlo A pesqu;sc: d ) c""' '_c:eusai e de possivel eﬂ‘femfoxma pré-
eiaborada no aiamen?a envoiv;dc .'q'ueua Tfpe “Mmas . semi- curado -permitiu
evidenciar que a hnhdgem isola__':cs{ pc:_pu lagao estimada. de 12,9 x TO08UFC
de Saureus stib- espeme c:ureus fgf 2l N o'saspeim pr@duz;a bazxas Quan’ﬂdades
de en‘refamxim 180ng" de enferc‘rcxmc}_ H_f’- SEH”{mL de fluldo sobrenadome de

: c‘ul‘fura




ABSTRACT

IMPORTANCE OF Nf' ' NQGRAM QUANTITIES
 OF COAGULASE-NEGATIVE STAPHYLOCOCCAL ENTEROTOXINS
AND AN OUTBREAK uescmmeu.op COAGULASE POSITIVE smAm

i+ The aim of this work was ?o es’fqbiish the- reicmonship of ?he armount of

the en?erotox;n produced in Iabermory- imedtum and the en'feromxm pr@ducﬂon in
foods by four’{een coagu%cxse nega?ive emefo’raxm producmg s‘frc:ﬂns The strains

: _"wz?h synfhes:s capcc ity rangmg from ?._-4-“? i ';8ng of s’raphyiococaal en?eromxm/mi_
wers obwmed from anammfc sites.in h'_" y ;'goafs in Spain. First of alt, 5 caprcre, ne 163

e 339; Schmm@genes ne ]% Scohnn,'f_ Séé‘fseﬁldermzd;s, n® 10; S haem{)lyfzcus

e 107 and 214, Shy;cus ne ?29 S!enfus, _'Sscfuﬁ re.-308; Sxyfosus n9 141 and 335
and S wamen, 0 14 cmd 224 were si‘ucﬂeeﬁ on n‘s fenef:c: chﬂrecters i order 1o confirm
the spec:es ?hrough the numerlca! ’rc:xonemy ?he en*’feremxm praduchon wWQs

conducted usmg five different. culfure med E n;m@mbrﬂne over agar: and 'sac culture.

Atter24h af S?QC mcubo?mg penod the- s?ap Iococcc:¥ en’reromxm (SE) was de?ec‘red

gnd quanﬂfzed by RPLA (Reversed: passxv_’ ex-&ggiu‘ﬁnamn Gssayj Scmpies of whole

raltk and cooked ham were mocuia?ed wii‘ '1'O4CFU Sfaphy!ococc;;g o mi. These
_subs?rq?es were kept af 30°C, durmg 24 c:md 48 hours Gnd submitted 1o the count of
s’fc:phyiococcai cells on BP agar dnd the n’rermox;n defec‘norz WS made by ELIA,
SET-FIA (Enzyme !mked mmunosorbem c:ssc:y-" c:ma:i RPLA. The results revecﬁed that the
feneﬁc charac?es were msufflc en’r m b pplied o e species, but confimed
& naemoi}mcus; ne 107. The emerofoxm praduchon in cuﬁure media presenfed the
-grecﬂ number of posmve fesui’rs by membmne c}ver Ggar and Nz4. mediun (N-z Amine A,
Nz, at 4% plus: yeast extract, YE of 1%: drg ine at 0.001% and KH2PO4 at 0.1%),
: -BHI~2X fa} 5 mediun (Broin h@an‘h lm‘us;cs elg cioubie ooncentra?ian plus YE ot 0.5%)
and Nz& medi un (Nz th &% pius YE a? 1%) were Classified for it best {esuETs in generc:%
the. c:meun? of entero?oxm preduceci were iawer than the: originai resui?s repor?ed by its
spanish sfrains. S.warner, Shaemafyﬂc&éx wamer . and Scohnil (n® 14, 214, 224 and
366) cmd Scaprae (163 ‘and- 339) did rzo? produced SEB and SED, respectivelly.
C@ncem ng to stqphyiococcai behc;vzcr znwhole milk and. coaked ham; alf strains

showed mimmun development of ‘}Oé and m_csximun of 1G9CFU/g ormi. c::ffer 48 hours
mcuba?eon penod and no Sk praduchon .as abse:ved i these subs’rra’fes that could
bhe deiec?ed by ELISA SET- EiA and RPLA
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i - A study was conducted 1o verify the presence of staphylococcal
enterotoxin in semi-cured "Minas” cheese produced in Belo Horzonte, Minas Gerais
State, Brazil, after seven members of one family became ill with vomiting, diartheq,
prosiration and abdominal pain, This research indicated that the isolated strain,
Staphviccoccus qureus sub-specie gureus with a population of 2,9 x 108CFU/g,
produced ¢ low level of enferotoxin H (SEH), 180 ng/mL, in culture supernatant fiuid,
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1 - INTRODUCAO

O envolvimento de estafifococos, sobretudo S.qureus, em surtos de
intoxicac@o ocasionados pela ingestdo de suas enterofoxinas previamentie
elaboradas em alimentos dispde de ampla divulgagdo clientifica.

Vdérios tipos de alimentos jd foram epidemiclogicamente incriminados e
stio fregUentemente relalados como capazes de suportar o desenvolvinmenio natural
e artificial do microrganismo, bem como a produgdo de suas enterotoxinas. Dentre os
principdis substratos alimenticios, de acordo com dades oriundos de diferentes paises,
inclusive do Brasil, podem ser destacados produtos ldcteos {queljos, ieite cru,
pasteurizado e em pd, manieiga e sorvetes), produtos de confeltaria (torfas, bolos
recheados e doces cremosos), cames frescas e curadas; ovos e massas alimenticias,

S&o conhecidas até o presente momento as foxinas A("SEA”), B("SER"),
C1{"SEC™), C2("SEC"2), C3("SEC"3), D("8ED"), E("SEE"), G("SEG"), H("SEH") e “313"-1,
esta Giima isolada de S.aureus envolvido na sindrome de chogque toxico, a gual,
mesmo hdo estando relacionada com intoxicagdo alimentar, apresenta propriedades
fisco-quimicas e imunoldgicas bastante similares s enterofoxinas.

A deteccdo das enterotoxinas estafilocdcicas foi primeiramente reclizada
através de métodos bioldgicos, que consistern na adminishragdo da foxina por vig
intragdstrica em Macacos e por via infraperitonedl ou infravenosa em gafos, A partir
da purificacd@o das enterotoxinas, as teécnicas de defecgdo empregadas
tundamentaram-se no uso de anticorpos preparados Contra as mesmas, unda vez que
as toxinas aprasentam-se como profeinas simples nGo passivels de detecc@o por
métodos quimicos, Reagdes especificas de precipiiagdo em dgar ou agarose foram
ytilizadas e paulatinamente desenvolvidas e methoradas. A tecnica de imunodifusgo
em microléming destaca-se como bastante sensivel, apresentando sensibilidade que
se estende até 0,lyg/mi, em extrato do alimento, e, por sua vez, a mefodologia
denominada Sensibiidade Ofima em Placa” (“OSP"), foi consideradia exeqiivel e
também adequadamente sensivel para a avaliagdo de linhagens enterotoxigénicas,
atingindo niveis de defeccdo proximos a 0.5ug/g de enterotoxing, em fluido
sobrenadante de cultuwra.

Questionamentos a respeito da eficdcia e sensiplidade destes métodos
passaram contudo a existir quando isolados de S.aureus procedentes de alimentos
implicados em surfos se apresentararm negatives para ¢ producdo de enterotoxinas
quando tesfadas  por estes metodos, muito embora se comportassem de forma

1



positiva no teste de reagdo emética em macacos. Este fato, fol claramente

evidenciado através de informacdo de gue 100 g 200ng/g de "SEA” constituiu dose
suficiente para resultor numa intoxicag@o estafilocdcica, em uma escola nos Estados
Unidos, onde criangas ingetiram leite achocolatado que continha 0,4-0,7ng/g da
enterotoxing detectada pelo método de “ELISA - Enzyme linked irmmunosorbent assay”
e ndo puderam ser, portanto, aicangadas pelos metodos fradicionals  de
imunodifustio como “OSP”.

A contaminacgdo de dlimentos por estafilococes decorre principaimente
de manipuladores sinfomdticos ou ndo, mas tambeém, embora em menoet escoiq, de
portadores animais, Trabalhos realizados o partir de leite de ovelhas, leite e sitios
anatdmicos de cabras sadios e em alimentos de orfigem animal e fabricas de
processamento, demonstraram haver espécies coagulase negativas, como S.xviosus,
S.haemalyticus, S.epidermidis, 5.cohni, §.chromogenes, S.warneri, S.sciurn, S.lentus,
S.saprophyticus, que produziom enterotoxinas em meios de cultivo laboratorial,

Assim a primazia da capacidade enteroioxigénica, gue perfencia quase
com exclusividade a S.aureus, fol estendida, embora este fate j& houvesse sido
relatado antenommente, para oulras espécies coagulase positivas como S.hyicus,
S.chromogenes e Sintermedius.

Apesar da crenca de gue, Usuaimente, espécies coaguldase negativas
néo constifuissem objeto de importdncia na epidemiologia das infoxicagbes
astaflocdcicas, o3 trabalhos ora referidos conclamam a exploragdes, no sentido da
averiguacdo de espécies que as coagulase produtoras, berm como avaliar se
efetivamente s guantidades produzidas sdo ou ndo suficientss para considerd-ios
como potenciaimente toxigénicas. '

Com base nas consideragdes acima delineadas, a presente pesquisa
objetivou a avaoliac@o de estafilococos coagulase negativos pauciprodutores de
enterotoxings, oniundos de sitios anatémicos de cabras sadias ¢ procedentes da
tiniversidade de Extremadura, Céceres, Espanha, A imporidncia potencial destes
microrganismos, frente a processos de intoxicagdo alimentar, fol estudada com base
na capacidade de desenvolvimenio e enterctoxicidade em diferentes condigdes de
cultive faboratoricl e através da inoculagdo experimental em lelte infegral tipo Monga
vida" e presunto cozido.

Explorou-se, fambém, a possibiidode de otimiza¢do de uma
metodologla de maior alcance voltada para  enterctoxinas  sintetizadas em



quantidades diminutas, correlacionando-se, paraleiamenie vantogens e
desvantagens de métodos rapidos de detecgdo, comao os ensaios de "ELISA - Enzyme
inked-immunosorbent assay” e "RPLA - Reversed passive latex aggiutination”.

Concomitantemente, ndo negligenciando o casualismo de um surte
estatiocdcico envolvendo queijo tipo *Minas”, em Belo Horizonte, Minas Gerais, que se
ateve aos objetives do projeto inicial desta pesquisa ou seja o estudo de linhagens
produtoras de enterofoxinas em nivels ndo detectdvels pelos métodos radicionais,
descricdo epidemiolégica e conduta andlitica de elucidag@o do episddic em
questéo passaram também a compor, na integra, o corpo deste trobatho.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Estafilococos: histérico, aspectos taxondmicos, ecossistema e substancias
ligadas & viruléncia.

Os estafiiococos apresentam-se na forma de cocos Gram positivos,
isolados ou agrupados em cachos, pares e tétiades. S&o anaerdbios facultativos, néo
esporogénicos, produtores usudis de catalase € imdvels (KLOOS & SCHLEIFER, 1986).

niciaimente, foram observados por KOCK, em 1878, a partir de material
purylento; cultivados em melos iquidos por PASTEUR, em 1880, e, g primeira publicagdo
que versou sobre estes microrganismos, em forma de “cocos”, e sua constfdncia em
abscessos agudos e cronicos, feve lugar na Escdcla, nos idos de 1881, Fol também
como deconéncia destes estudos gue passaram o receber d denominagdo de
Staphylococcus  uma vez gue, guando observados microscopicamente,
apresentavam-se sob forma de gréos aranjodos ou dispostos como cachos de uvas
{OGSTON apud BAIRD-PARKER, 1990).

ROSENBACH, em 1984, gpud BERGDOLL (198%) adotou o Qénero
Staphyiococcus de OGSTON, dividindo-o em duds espécie Staphylococcus aureus
e Staphylococcus albus, Pesquisando 0s microrganismos em condigdes de cultivo
aboratorial, este autor conseguiu observar a presenga de coldnias amarelas e
mrancas concluindeo sobre o similar identidade deles em relagde Qos OrganismMOs
anteriormente considerados por OGSTON (1881), 56 posteriormente, veio a fong, o
esclarecimento de que a pigmentagdo ndo poderia ser usada como critério de
diferenciacdo, j@ que mostrava-se varidvel e decorrente com as condicdes de cultivo
(WINSLOW ef af, 1920},

O reconhecimento da extensdo da poatogenicidade de estafilococos
até & parficipagéio destes em surtos de intoxicagdo alimentar 56 velo g ocorrer, em
1884, conforme VAUGHAN & STERNEBERG contido em DACK(1949) apud BAIRD-PARKER
(1990). Os autores demonstraram de forma efetiva uma intoxicacdo ocorida em
Michigan, envolvendo pessoas que haviam ingeride gquelje contaminado com
estafilococos. Posteriormente, em 1914, BARBER demonstrou haver linhagens néo
plgmentadas corno responsdvels por um suro, cujos acometidos havigm ingerido leife

maistitico de vaca,



KLOOS & SCHLEIFER (1986), conforme descrifo na 8% edicdo do "Bergey's
Manual of Systematic Bacleriology”, alocaram estafiococos no IV genéro da
tamiia Micrococcacege gue, tfambeém, se constitula de  Planccoccus, Micrococcus e
Stomatococcus. Com base em principios da taxonomia numérica conduzidos através
de avaliagdo de conteldo de G+C, hibridizagdo e establiidade termica de
DNA/DNA e DNA/IRNA, catdlogo seqlencial de rRNA 165, constifuintes de parede
celular, compaesicdo de daidos graxos, reagdes imunolégicas, aspectos morfo-fintorials,
axigéncias nutriciondis e de oxigénio, sistema de transporte de eletrons, producfio de
Gcidos a partir de diferentes carboidratos, metabdlitos finais resultantes da utllizagdo
de glicose, resisténcia a antibidticos e susceptibiidade a fagos especificos, os
estatiococos foram distribuidos em 1¢ espécies mas, outras encenfravam-se em fase de
investigagdo (KLOOS & SCHLEFER, 1986).

Segundo KLOOS (1990), com base em estudos filogendticos de
hibricizacdo de DNA-DNA, seis grupos foram reconhecidos entre as espécies do género
Staphylococcus , conforme abaixo descrito: § 1-Grupo de S.epidermidis
(S.epidermidis, S.capitis, S.caprae, S.saccharolyticus, S warner, 5. haemolyticus,
S.hominis e S.gimians); i 2°-Grupo de S.saprophyticus (S.saprophyticus, S.cohnii e
Sxyiosus e & margem deste grupo localizam-se, também, as especies resistentes &
novobiocing, S.kloosh, S.equorum, S;ade-ﬁae e S.galingrum); iii: 3%-Grupo Ssimulans
(S.simulans e S.camosus ), iv: 4%-Grupo Sinfermedius (S.intermedius e S.delphini },
vE-Grupo §.hvicus (Shyicus e S.chromogenes); vi: 6>Grupo S.sciun (S.sciuri e Sjentus).

De acordo com esta classificacdo, S.aqureus ndo parficipa de nenhum
grupo, Ja no estudo proposio por SCHLEIFER & KROPPENSTEDT (1990), Sauwreus e
$.auriculars forarm associados ao grupo de S.epidermidis, enquanto gue S.galinarum,
$.koosi, S.equorum e S arletiae séo considerados distintos dos grupos de S.epidermidis e
S.saprophyticus, Por sua vez, soladamente, S.caseolyficus, S.jugdunensis e S.schieifer,
néo foram, também, acomodados nos sels grupos citados.

Os questionamentos efetuados por HOOVER ef af (1983), sobre «
adequacidade de critérios de identificagdo utilizados na 87 edigdo do " Bergey's
Manudl of Systematic Bacterology” podem, ainda, ser fomados como consequéncia
do confinuo emprego de métodos cada dia mais refinados como faxonomia
adansoniana, gquimiotaxonomia e taxonomia molecular, os quais, segundo KLOOS
(1990} e SCHLEIFER & KROPPENSTEDT (1990}, permitham expressivo avango nha
sistemdtica de Staphyiococcus. Considerando que desde 1908, quando WINSLOW &
WINSLOW apud BERGDOLL (1989), propuseram S.epidermidis como uma segunda
espécie, e esta permaneceu, junfamente com S.aureus, constifuindo. as dnicas



relatadas até o ano de 1972, percebe-se gue com © advento da biotecnologia
trazida pelos anos 80, varias novas espécies e sub-espécies foram descritas, elevadas
elou reqlocadas.

A partir de 1994, Staphylococcus e mais outros 23 géneros, passaram a
fazer parte do “Grupe 177, de acordo com a 9 edigdo do " Bergey's Manual of
Determinative Bacterology”. Neste “Grupo 177, foram agrupados, apssar de cerfgs
dissimilaridades, por conveniéncia, agueles géneros qgue, indistintamenfe, se
apresentam sob a forma de cocos (esféricos a ovais), em sua grande maioria Gram
positivos e ndo formadores de endosporos. A motiidade & pouco comum entre estes @
o arranjomento celular e capacidade de produzir catalase constituem caracteristicas
principals, para separagdo de géneros (HOLT ef ol 1994).

Desta forma, havendo sofrido inclusbes e redefinigbes, o género
Staphylococcus, até o presente momento, referencia 28 diferentes espécies e oito
sub-gspécies (HOLT et al, 1994), isto pode ser verificado, conforme reporfado,
sobratudo no “Intermational Journal of Systematic Bacteriology” e no “Sysfernatic and
Applied Microbiology”, onde as publicagbes descritivas das espacies, foram sendo,
cronclogicamente, assim estabelecidas: S.warner, S.capitis, S.horninis e S.simulans
(KLOOS & SCHLEIFER, 1978b); S.epidermidis, S.saprophyticus, S.cohnfi, S haemolyticus e
S.xylosus (SCHLEIFER & KLOOS, 1975); S.intermedius (HAJEK, 1976); S.saccharelyticus
(KILPPER-BALZ & SCHLEIFER, 19813;. S,cqseo'!yﬁcus (SCHLEIFER ef ol 1982), S.carnosus
(SCHLEIFER & FISHER, 1982); S.sciuri e Slentus (KLOOS ef ai 1976; SCHLEIFER ef af 1983);
S.aurculars (KLOOS & SCHLEIFER, 1983); S.galinarum e S.caprae {DEVRIESE ef ¢/, 1983);
S.arletae, S.equorum e S.kioosl (SCH_’LE-!FER et of, 1984), Staphylococcus qureus
sub-especle anoerobius (de la FUENTE ef af, 1988); Shycuse S.chromogenes {DEVRIESE
of o, 1978; HAJEK et o] 1986); S.lugdunensis & S.schieifer (FRENEY el ai, 1988); S .delphini
(VARALDO et of, 1988); S. felis (IGiMi-et o, 1989); Scapitis sub-especie ureollyticus
(BANNERMAN & KLOOS, 1990} 5. schigifer subsp. coagulans (IGIMI et al 1990); 5. cohnil
susp. cohnil, e S. cohnii susp. urealyticurn (KLOOS & WOLFSHOHL, 1991

Dentre estas espécies, para efeito de discriminacdo laboratorial,
S.aureus sub-espécie anaerobius e sub-espécie aureus, S.delphini, S.infermedius e
S schieiferi subsp.coagulans s&o produtores de coagulase livre; 5.hyicus & produtor
varidvel e os demais ndo a produzem. No gue fange & diferenciacdo de S.aureus
sub-espécie anaerobius e Saureus sub-espécie qureus esta reside basicamente nd
incapacidade, do primeiro, de se desenvolver em condicdes de aerobiose e de
oroduzir “clumping factor” ou coagulase figada.

Segundo KLOOS (1990), os estafilococos astdo ampiamente
distribuidos na natureza. © maior habitat incluia pele, suas gldndulas @ membranas
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rmucosas de mamifercs e passaros, Podem tambem ser enconfrados em diferentes
regides do cormpo comoe garganta, z‘armge giéndulas mczmc:rc:s e trato infestinal e
urndrio. Esporadicamente, jd foram defeo?ados no sam pcm c:ulc:s de poeira e ar,
sedimentos marinhos, Gguas frescas, esgo?o supemme de p!antas came e Iei‘re & 5eUS
sub- produ?os & aufros alimentos, '

Aigumas espéczes de estaflocacos parecem demons’rrar prefefencics
Hor- M hospede;ro ou- nicho - R G "'do cepas que ex?emcfm ulgumas
d;sssmliandqdes fenem{}s e Gpresentd !
CKLOOS & WOLFSHOHL (1979} e KLOOS (Iz'?“ {epéﬁaram smbre a. hipo?@se de evelu;;ao
con ugoda de hospedeiro pcircls;'rc:t ©; n'c:%o 1ecmccis de reagssociag@o de
DNA-DNA,. es ;:;nmeiros autores damons- czm que Emhagens de S haemofyﬂcus e
-Swarnerj proeedentes de - nschos humcz e e néic hurmane, ndo apresenmvam
'homeiogzm dé DNA, sendo posszvei observc:r umq clara. sepqra@czo enfre eles, Estes
autores reiqtamm emda cwe sc:o rmrc;s GS ooas;aes em que Sepzdermldrs pode ser
encon‘rrado em oufros mamzferos, compor?cmdo~se efe’nvamen're como pepukzgac
frc:nsﬁmia presum dameme em decerz'enica de con’roto humano

Segundo NQBLE (1‘?90} a c:ssemcsg;ao de uma. de’re{mimda espeme de
Sfaphy!ccoocus com ey de‘rerm:nado nzcho ou ecossisterna tem sido observczda
entre oufros para S mfermed:us em cc::mworas Sourculors em otelfia humana,

Sxyf@sus e Sscrun em- subs’rra’res mems ennquecsdos {por néo exigirem nitrogenzo como

fonte erganzca} Saureus em peie de. primams (’rendo nestes.seu nicho na‘rumi) e am
fossas cm’renores nasais sobretudo cie Gduims humanos, seU ecossw’remcx preferencial.
Este au?or reportg ainda gue, apesar da- p{eferémta de habmt poucas espécies s&o
canfmc:dcas Lo um hospede;{o pamcuiar '

Com- base nos fermos. de expressac fene’riccz estas caracteristicas de
d&ss;mnoridades le; hev iarn sido cons?cz’fadas e__esfudc:dczs em - nhagens de S.aureus
orundas de hQSpedei{Q humano e inmm};‘_;-ﬁnire outros, © esquema {:Iass:f;ca%ono
prcpos?c por- HAJ EK & MARSALEK (1???) canseg LHU dlocar lmhc}gens de $aqureusem sels
distintos bioﬂpos {A g Fh Tendo em: VlSTCt c: expar&sao & cnplicc:lbikdqde desta
subtipagem DEVRiESE & OEDiNG (?9?6} ad&cionarum alguns testes ao esquemc entdo
;:ampasm para atender, prinmpalmen?e- cepas pmcedem‘es de gves, Fol com
DEV RIESE {1984), que se Qreconiz{}u um no 1 FcHs smpimcczdo de bIOT ipagem parg
Saureus de dlferenfes ongens O GU?GT }DGSS@U'.G distinguir isnhagens do homem e
animais, em: ecovars (hospede{ro espe fol e-bzahpos (haspedeiro nc:za especifico).
com-auxilic de ?estes de. B-hemolising Q-umase, coaguiqse o pur‘%w de plasma
bovino e reagao de’ cristal vsoiefc& c;o ' '_do discriminar 604 entre 809 amostras
e d%fefen’res proce&encms, :que se d tHifetacl e qucu‘ro ecovors (homem, LVes,
cnzmos capr:nos e bavmosj As ou?rﬂs c'epczs' "fomm eﬂquadradas em- cmc:c) b;o’rzpos




Em dias atuagis, fécn%cc:s- de ’ripqgem motecular QTiiizan-do enzimas de
restiigéio vém sende utilizadas, tendo em vzsz‘c: © conhecimento do perkil gendmico,
otravés da busca de ,D!c;smidias £ genes responsaveis por fes;s?éncic} czamibiéflc:os
O ou?ros marcadores epldemlolegtcos, conforme @ observudc para  S.aureus,
S.warner, S.capitis, 8. epicermidis, 5, cohnn‘ Sxyf@sus e S.saprophyficus {KLOOS et gl 1973,
KLOOS et o, 1981; PARIStet of, 1986 KLD-O

Conforme repor?ado per GOERING & BAUERFEIND (1990) - u‘rii!zcsgcxcs de
.fragmemos mc&cropoi marﬁcos de DN romessomlce, através de eiefmfarese em
campo pu isante, opos cli wgem c:cam endc ) uciease sma l, apresentou’ boa resolicho
DarG: imhagens de Sc::ureus procedenfes de fibrose cistica. Por. essr:: técnica,
defecmmm numeros saﬁsfaferios mferzores a 20 bandas De’ forma idéntica, o
associdedo de enz mas de res?rsgcz{} £o m‘_a Tecnlca de "PCR - F‘Qlymerase Chain
Reaction”, & vem sendo. Tesmda e;_ 5¢- mesi’rou u?iil CoOmo msi’rumemm ole]fe
dferenmagco de imhagens eesmfilocacmas de ongem ‘bovina {MAT?HQWS & OLVER,
%994} - o

Seguinco a mesma. Ilnhcx de me‘fodoicaglcss com em‘oque ac estudo de
perfil gemmzco, trabdlho: conduz;do por OKOJI et ai (3993} c:amrcmamenfe,
- demons‘rrou a ingdeguacidade dca emprege de sondc:s de ol genacieo’r daos & TRESMO
habrdizaqao de’ DNA quczndo se: busCOU ¢ cerreiqc;ao existente: em‘{e 27 solados de
Staph;dococ:cus aureus e seus respec'? 0s- _genes codiflcadores de produgﬂo de
enterotoxinas como pessweis marCQ-.dores gene?:cos Os fesui’rc:dos ‘obtidos
evidenc:iar{::m inhagens wﬂ%reaﬂms ;aeio "'énos Sruma sonda, porem c:panas, 55%
.ciesms mos?rcram 56 feno?tp;camen g éro?ox;genicas, quando seus. fluidos
sobrenadames foram testados peic memdo.de: ag u?mc:g:ae reversa passiva em ldtex.
Os autores sugetiam que ceffo numero de S aureus albergavarn seqUéncios de DNA
'aparen?emenfe silenciosas ou cepicis mumm’es cios genes codificadores da producdo
de entercioxinas, L

Desta forma, o ?rad;moaal idem;ﬁcagao de es?afziococas, através da
andlise isagenica ainda dispde de mce' 'nizdade como-sisterna bem es‘?{:belecudo de
tipagem, conduzmda se atraves dc co -in‘remamoml de fagos para cepas de
S.qureus de cmgem humcmcz & 58 enco_ ':_'fc:se de- desenvoiwmen’ro pora estirpes
de origem animal (BLAI[E & W!LL AMS 1_9_ ...KLGOS 1998} Es?a techica & Gmpiamem@
acelte e consh'fui ym modelo smpies e de bcm rewiugao para S.aureus, atendendo
de forma Qbrangen’re o petfil de. imhagens epidemiccxs Em fun@cm dar c:pi;cc:bﬂfciade
& quaiidmde ce resul’rﬂdos fameczdos ;3@! fﬁgoﬁpagem pareces exzs‘m umﬁz tendencia
de se estender a pesquisa de ..fqgc:z_s_q _outros es‘rc:f:!acocos prmmpalmenfe am se
consideranido a ermergéncia de novds espécies (NOBLE, 1990).




Considerando s perspectivas de fastreamento epidemiocldgico, giguns
autores como WIENEKE & GILBERT (1987) rekﬁdram o inexisténcia de correlagdo entre
capacidade enferotoxigénica e senmbmaads tagica, multo embora o relato de IARIA
et ol (1980) indigue que @ tendenc;a Qiﬁ}servczda, sobretudo, para frabalhos efetuados
no Brasll, ¢ de predomindncia do grupo fc:gico I, tanto para cepus - proceden‘res
de alimentos implicadoes em surfos como- parcz isolados de portadares humanes e gue
as epferotoxinas mals incidentes, em cmbas de acordo com pesquisas no. Brasit e no
-exfenor elsl SEA g SEB“ {BERGDO%_L 1989) '

A aguisicGo de -Zi'nhqg_er]s:_-'e_é_._s’;_c:a-ffi_lo.céc-icas com pertfil de. resisténcia
“modificado e quantifativamente f:iifeﬁ;éﬁz:.icsda{s_ daguelas albergadas extericrmente
o amblente considerado, segundo HUTZLER ef of (1972), ndo deve ser
desconsiderada uma vez que, € uma:_-i‘entjé'n“ciq- naturat a qual, principalimente,
savidores hospitalares e pacientas 'e:s?'é'o"suzeifos De qcordo com CARDOSO
et ol (1 988) entre 349 amostras de S oureus isolados. das méos de grupos de servidores
intra e extro- hc}sp:’rafqres cerca de 85? 74% destas mostrarame-se resistentes a
meticiing. Es’res dacios, no Brasll, sdo czfualmenie confirmados por DARIN% et al (1994} &
SOARES ef al (1‘?%} que es‘fudcram perfll da muihres;s’fencm de Saqureus Q este
antimicrobiano, - -

As difetrizes de pesquisa adotadas em andlise de alimentos envolvidos
em surfos, tém como objetivo a determinagdo do agente efioldgico, a avaliagdo de
sua capacidade enterotoxigénica e o rastreamento da possivel fonte  de
contaminacéo. Logo, o identificacto de espécies & iniciaimente conduzida atraves
da avaliagdo do comportamento Blioquimico, fisloldgico e morfo-tintonal das inhagens
testadas.

Historicamente, come nos procedimentos de pesquisa clinlca, os
estafilococos vém 'sencio c:noiiscﬁdo‘s-e'm--cﬁ?i'mémos de forma dicotémica, com base na
habilidade ou ndo- cie cc}aguiur O plasma sangumeo uma vez que € universaimente
referenciada o intrinseca relagGo entre o produgz:}o de cacguiase e ¢ disponibilidade
de S.aureus ;)roduzir enterotoxing.

Além da coagulase, ou:?._fo_s-.fd’rores de viruléncia ou indicadores de
pategenicidade sGo u’r’iiiic;d'os em micrébiéi@'gic} de alimentos uma verz gue, em s
tratando de suspeitas de m’roxzc:agoo ‘estafilocdcica, o determinagde da
- capacidade enterotoxigénica do agente stiolégico constitui ponto-ciifice para o
fecharmento de conclusbes, no proc.esso_-.cie in-ves_*ﬁ_g_qgoes epidemioldégicas.

Considerando-se que, mesmo em. paises desenvolvidos, poucos
séio o8 laboratsrios que dispdem de condigbes técnicas para verificar a capacidade
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enferotoxigénica de estafilococos, bem como efetuar o pesquisg de suas
enterotoxings no alimento, alguns c:ﬂferic:»s primarzos comoa produgdo de coagulase,
termonuciease (Tnase) e sensibilidade a lisostafing constifuemn os indicadores mais
largamente c:c:e;tcs parg. presuntiva ewdenczc;: de_sm prc::pr;edcd_e

i-A enzima extracelulor dencminada coaguiase livie exerce um, efen‘c clinico
de coaguic&gao do plasma humana e de ou‘rros anima;s, por a’rwaguo ca
'*;)f{}TerbiﬂG resul?anc:fo ne cenverscm do fibnnogema ey firing com. consequem‘e
decresc moe do primelro, nog cerren’fe smngumec: (BLOBEL & BERMAN, 1961, FOSTER
& Mo E)EVITT 2994} A pesqu;sc: desta enzimc: em ancﬁﬂse e mhmen‘fes foi levada o
gfeito, sobretude a partie de estudos fevzsc:dos Yolels MORRISSON [1962). O
pracerj;men’ro desfe teste  possou por diferemes critérios  de ;niefpre‘rccgoc
TURNER ot af(1958) consideravam como posrrwcs todos resultados que indicavam,
em ?ubos de-ensaios, algum grc:u de coaguiagao (1+ o [:25 S?ERBER & TATIN! (1975)
cansideravam somente © caéguic (t%+) aqueie que nr.::o $& ToVia, Mesmo, com g
inversdo do fuba, _como capaz de canfer;r pasmvzdc}de ao teste, Chegc;ram a gfirmar
que esta reagdo poderia ossegurqr de f@rma defmn‘wc o ldermf;cc:t;ae de S.aureus.
Vanos estudos e proced irnentos.de enai' 'e'referenciam o pesquisa de’ coagulase livie
£OMo pii nc&pa! teste indicador de en’rerof@x cadade para es’rc:ﬁiocacos (CHAPMAN ef
i, 1937 HUSSEMANN & TANNER, - }‘?ﬁ?_ EVANS & NIVEN; 1950, EVANS et al, 1950,
BAER, 1966; LACHICA etal, 1%9 PAYN’"& WOOD %9?4 SANDERS 197& RAYMAN et
al 1975 TATiNI et.al, 1976; ICMSF, 1983 FDA 1992, VANDERZANT& SPLITTST@ESSER 1992).
Mais recememen’fe o teste de coagulase em iamm{; camz de cie?ectc}r a:.coagulase
igada” (“c%umpmg fc:c?or") um fcz?c-r _e«- 'qﬂco associado & célula. que interage
dlretamen?e cor ¢ porgdo fg. do; fzbnnog. __'io__do piasma e DIOVOCT O Ggrech;mo de
S.qureus, ver sendo usado e reoomendada por manua:s normativos: m?emecionms
nao apenas Como indlCCldOf de enferexsmdade rhas: também come: prova Ol &
ol ferencsc}gao de espec:ies (ESSERS & RA{DEBOLD 1980; PH!LUPS & KLQOS 1981 MYRICK
& ELLNER 1982; BODEN & FLOCK 1989‘ VANE}ERZAN? & SPL!TYST@ESSER 1992,

HOLT 1‘??4)

i-A enzima ?ermonuciease (Tnase) e uma fosfo- dlesterase que se
fespansczblzzcz pela producdo de 3 fosf _' -menonucieo‘ndeos, tonfo pela civagem de
DNA como RNA. Trafa-se déuma prafe;na g%lobuiar gue & cons’ﬂtulda de Uma cadeig
polipep?zdtcc: sim;:bies e que nao. se. asso d-a coaguicse negc:z?svos mc::s G grande
maitoria de S.oureus coc:gu fase posﬁ vos e'ou c::s espécies bactenanas (LACH%CA etal
1969 RAYMAN efa! 1976; SPERBER & TAT%M% ?‘?75 NISKANEN & KOIRANEN, 1977: PARK of
ol, 19803, A Tnose apresenta estdb;!zdadef‘ mica e peio fato de ser liberada no meio
extracetular em grandes quanhdades{quandé ‘a densidade populacional atinge
niveis <e ED‘SUFC;’Q -embota ndo 1&o asua_; ._em extratos de alimentos suspeifos, pode
ser viabilizada (LACH ICA efdl, 1972 ‘IA’fINief cﬁ 1975; PARK ef af, 1978).
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il - A fisostafing é um fator litico o qual, mosira especifica atividade contra
astafiiococos © ;drocesso de lise & causddo pela acdo da enzima peptidase gue
ataca as ligagdes glicii-glicing, nas ponfes cruzadas do pephdloglicano da parede
celular (BROWDER ef o, 1965 apud GUTiERREZ ef-al, 1981). Parece existir uma
glevada corze!c&gcm entre composigdc dC} pephdlogiicono & suscep?ibliiﬁade a
lsas?aﬂna L;nhagens cc}aguiase pos;f:ms demonsfram maior grcm de sensibi dade gue
as coagulase: negahvas, _as:on‘recendo-nesms muiw poucas imhczgens sensivels
{(LACHICA et dl, 1971, KLOOS & SCHLE!FE 9?5@1' SCHLEiFER & KLQOS; 1975) Segundo
GROSSGEBAUER etal (1968), a utll zagaa-des’rd reagdo poderia suplantar o teste de
ccaguiase na dfsﬁngoa entre iinhmgens Toxigemcc}se néo toxigénicas cie S.qureus,
embora outras autores ?enham emn‘mk:l opfnloes d:ferem‘es (G‘:UT%ERREZ et al, 1981;
BENNETT efa! 1986) - -

£ necessdrio conssdarar que es?es fa‘fores correimmonadas com a

_ capac;dade emerofcxigeﬂicc G?em-és a es‘rudos basicarnente dmgzdes o S.aureus,
sem. duwdu g espécie comumen’re enva%v;da em suﬁos esmﬂlocec:icc)s Enfretanto, ©
feconhecnmen‘ro e m?eresse or: espéczes ooaguiases negativas e de. outras que
S.aureus, muitas delas, de orger animdf-,: ?lvemm suc fmpcfmncic:: ressaimda & assim
fais ma‘zcadores nqo eswnam abrqngende, r::ie formd czmpic:, Q cTumi universe de
estafiococos. enterotoxigénicos. - '

2.2 - Estafilococos em ponmdﬂreshumanos .

D;versas trabqihos ’rem rela‘rado o composigtio da microbiota humana.
Dentre: os micrergmnismas Grcﬂm pesa?wcs 03 esmfziecoces destacam-se. como
impar’fcn?e Grupo; cuja presenc;a se faz abserva: sobretudo na pele e mucoscm do
homern es?endendowse, de forma generaizzada, & amma;s de sangue quente {KLOOS
& MUSSELWHHE 1978; KLOOS & SCHLE%FER 1975ch KLGOS el of, 1976; KLOOS, 1980;
LENETIE ef o, 1980 KLOOS & SCHLE#FER 1‘?86} Os es‘rcsfziacocas me?aba%ixam rict
superficie da pele e mucoscs produ?os secremcies poT glanduiczs tocals,
desempenhando ccm jsto papei preverjﬁvo : _d-co%anizagaa de outros microrgcnismos
pa?agéntcas (BAiRD -PARKER,. 19‘9(3) A rela “o: en‘;re esfaf;iecocos & h@spedeiro pode
ormar- se mais estrelta quando barrelrczs naiurcﬁs de profec;c:o estéo- comprametidas,
seja por iesoes prcmccls médicas que envo!vam clrurgia, iImplontag@o de prmeses ou

por fe{czpzc} munossupressiva (KLOOS ‘i%ﬂ)
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Em sftios anatdmicos do ¢orpo humano tais Como axlia, cabegq, permnas
e bragos predominam Shommrs , S ep:derm:d:s , S.capitis e S.haemolyticus
S.simufans, Sxyiosus S.cohni, 5. c:cwma S.saprophyticus, S haemofyﬁ(:us S hyicus
subsp. chromogenes e Swameri foram. cxiemoric}men’re isotados em diferentes regides,
(Te superﬁcxe oy peole (KLOSS & M&SSELWH TE 1975; GARCIA ef al, 19‘86 MCOGINLEY

‘et al, 1988).

Ainda que Jelsiiie coionzzar—se em dlferen?es regides do Qrganzsmo exzsfe
W CONSEenso de que o maios resefvatorso pc:rcz Saureus sejam Js fossas. nasais. A
cavidate owfc:rmgec: & iguc:lmen’re re%a’rada ccme mutto frequente A presenca nas
moos e ou?rc:s supetficies, resu el de v;ncuie ep;dem ologlce decorrente de
d:ssemmc:c;aa a partir dos prncipals smos (MUNCH PETERSEN, 1961; WILLiAMS 1963,
MALAKE e;‘af 19?3 CARDOSC etal, ?988 RADD%erai 1988).

A Tabeld 1, o8 ‘33 mos?rc} c1 iocalizagae cie S.aureus, em par‘radores
huMmanos, cqimloga_gao feita_princ:_pmi_mante parq a_s_ publicagoes d_o Brgsii

Fato o se ressaimr res;de na nafurezc: utnqusmr}a dos esfcfzzococos,
principaimente: S.aureus gue, a pamr dg homem mm@se fczcilmen’re dlsseminavei até
aos c:ﬂzmentos dzs‘rr;bu rido-se ‘tc:mbem nc ambteme e podendo serem localizados no
- Qarn, ;:Jaeifa e aguas de esgoto e, ai vrema ccﬂs’rdur pfobiemds quando a?lngem
focais como hospitals, consulténos odonfoiaglc-os e indUstrics de ailmenfes (MENDONGCA
& SOLE- VERI\HN 1978; &UT!O et ai ‘3980 SO REK 1980 BENNE?T et czf }986 PARKER
etal, 198? REED et of, 1989; WitLlAMSON ef_a!"_??‘?z QF @ONNEL 1993; BA!RD PARKER,
1994y,

Assim o porfador de . es’f&f;locccos en‘rermaxigenicos enquanio
mampu lador de: dglimentos, represem‘a mdiscu?lvel elo na cadela epidem;oiégmu cla
{nmx;c;cagt:}o c:zhmentar (ERYAN 29?8 BRYAN, }980 iARiA ef al, 1980; BERGDOLL 1989,
CRU%CKSHANK 1990 TRANTER 1990) '

Ampi;ando . perle eptdemieieglce de estafiococos em portadores
T hUmManes, DANIELSQN & HELBERG (?9831) felm?aram QA presem;a de- espec;es cogguiase
_ negahvas produtorgs de- en?ero‘f@x;nas Estes c:u’ro;es demons’rrarm que de 44
amostras. de?ectadas em smes GnGTOMICOS de funcichdrios de-. um frigarsffcc; guatro
2rom cons?i’rusdas por S sprdermrd;s MGIS recen‘remen?e no Brash, PEREIRA. er ol (¥995),
detec?aram alelolal ulcse negcx’nvos produfores de- 1ol em estudantes. de odontologia e
OLIVEIRA - ef &l (1995) i saicsrclm de manzpulad{}res de ai;memos S.warneri e
b spidermid:s que produziarn “SEC” ' “SEC"_Q' “SEA‘, respechvc:menfe No que Tt:mge
a outras espécies coaguiase posmva'__ _'-_HERRERO el ai (1?893%3} isolaram,
alémde S aureus, tqmbem S hy;cus e S mféfmedzus en’remmx igénicos em’ por’radores

e
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assinforndticos. Estes dados permmitem admitr g exisiéncia de outras especies além
de S.aureus, tanto coagulase positivas como negcﬁvos, ern moanipuindores de
aliroentos, o que & de reql mpcr?c:nc;cl na epidemiologia e dzagnos?:co de fnToxicagﬁo
aglimentar, '

A maior fregléncia de suﬂo's Tesultam, sobremanelra, de contaminagdo
a?raves de manipuiadores que Gpreserz’ram aigum: fipo de festio es‘rczfziccooica de
pele,  Este dada pode ser: iius?rcsda a’rraves do relgto de dois surfos
epzdemmiog;ccmente estudados. Um ocorfeu em: 1983, na-Califérnia, USA, e snvolveu
cenfeﬂas de crtanc;as acomeﬁdas de mfomcagcjo por ocasiio da- r:czscoa, quando
ingerram ovos achocoiamdos prepurc:dos por manipulador que apreserz?cxva lestes
infectadas com S.oureus produ?or de"‘SEB“ as linhagens de S.aureus. isoladas,
comemimn?ememe clo manﬁpuiador & dos ovos preparados apreserzic:ram © MBsMmo
petfit isogénico e en’rermoxlgénice (MERR!L e? af, 19843, O oulro surTo teve lugar em
Belo Horizon?e, Minas Gerais, Brc:sli em 19?3 e fol resultado: da con?ammagco
ac:demcﬂ de ym. bclo {echeado, de a;ﬁrmmmaddmen’fa 6kg, por mampuladora gLe
apresemava lesbes no Pescogo; f0| defec‘rqde ¢ presenca de enterotoxing A no bolo
incriminado e células vidveisde & aureus tqmbem produtor- e “SEA” no Qilmemo e na
ferida: da manipu ador:::l (PEREIRA etal 199413)

2.3 - Estatilococos em reservatérios animais

t de conhec;men%o cornum que animais p(}dem desenvelver infeccdes
esquiiocc)c::cc:s e, tarnbém,; muftos cc;rredm o mxcrorgamsm{} nas nannas e outros sitios
ancibrmicos, Estudos a.respeito da: en?erofomcmdde de estafiiococos @stE0’ i:mzmdos <
aigumas paucc:s especres cnima;s e por’rqderes 380 conszderadc&s menos importantes,
una vez que 'd maior causa de m’rmxk:agao dlimentar é decornente de. corzmmmagéo
DOT mmnnpuladmeg is?o pode ser expiicado peio fato de que OF surTos sGo tesulfantes
de - cc}mamznagaa e cresc;menfm do'_mcrorgcmzsmo no- alimento, Gpos este. ter-se
submetldo o hatamento i’ermzco praplmdnda ai, conmy @ redug:czo ou- eiiminageo da
microbio’ra presen’re, a prodagacs cie e_nterewxmas Asstm, Iei?e & camnes cruas
encon’rramse frequen‘rememe coma- i c_:icas com estaffococos, m:::s estes sdo
destiyidos pelo ’frcz%ﬂmemo ?ermica e.-;____e pervenmrq aste & aplicado de maneira
ineficaz, & propria microbm’ra Gcompanham‘e & na maiora das vezes capaz de
1mpedir como fracos compehdores que sc:a, o desenvoiv%memo dos estafiiococos

pfesen’res {BERGD{}LL 1089
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A muaior possibilidade de p-rodug&o de enterctoxing em alimentos,
através de esmffiococos transferidos de- f@n?e animal, estd vinculada ao leite de
animials com mastite, conforme pode: ser obsenvado no surto re%mmda por WEED
et of (1943), no qual os autores descrevem o envolvimento e morte de duas crangas
de quatro e tiés anos de idade, que -in'-géfifdm--i.eif'e infectado pfove_nie-nTe de cabra
commastite, .

18 récOnhecimemo da p‘{eéé"ngd de S, aureus em processos mastiticos
dispde de significativa divulgag@o C;enﬁfica Tl mesma maneira que, especies
coaguiase negativas tém sido reicfcdas em mfecg:oes sub«clmicas através de
- presenga Conftrmadcz ern sitios cnﬁfomicos de bovinos, caprinos, canines, equnes,
ovinos e suznos Diversos trczbc:ihos exempisficam G mc;dencia pc:rﬂculanzada de
es?afiiacocos no Gbere & consequen’rememe 1o jeife cru pfeceden?e de fémeus
masm;cc:!s Quet es’fe;a . infecgao erm sua: f@i‘r‘ﬂ@ clinica ou sub-clinica, O leite, nestos
-candfgoes, poderd sey, indev;ﬁamem‘e, ‘©.que ocofre na maioric das vezes,
mcorpomdo ao: felte. de: femeas narmois, nas BINGs de processamema A mastite
represema assm alem de séfig’ ameaga a mocﬁugae iei‘rem perzgom veicuio de
mf@cgaes para ¢ ‘homern (SM%TH & ROGU%NSKY 1977 MARDH et al, 1978; KLQOS 1980;
SHELDRAKE et dl, 1981; HUNTER 1984; LERONDELLE & PGUTREL 1984;" POUTREL 1984;
HAQVEY & GSLMOUR 1985; DEVRIESE et ai 1985) '

No Brasil, dados reiahvc«s a proc:essos de mastife bovina em regides
leltelras do Rio de Janeiro,. Pemambucoé Sm Paulo, Rio Grmnde do Sut e Minas Gerais
foram rel ﬂTGdOS por LANGENEGGER et al- (}970) HARROP et ai(i??ﬁ) FERREIRQ (1978},
FEQRE!RG et al {19813, NADER FELHO et af (1983 1984, 19‘85} e COSTA et-af (1995) que,
demansfrmcem ser S.gureus e!ou Staphylacoccus 5P. 08 microrganlsmes prevcslemes ermn
indices de, aproximadamente, até 52%. A caracfenzagao de enferotoxicidade de
cufturas de & aureus isoladas de ien‘e masm‘;oc}, ne Brasil, onde o8 autores buscaram as
amostras, dtra?amenfe do rebanho fot, -0 momento, somente’ verzficada em irés
trabathos: ARAUSO {1984) apud FHEETAS & MAGALHAES (39@0} FURLANETTC) et al (1987)
& FRETAS & MAGALHAES (1 990, Es?es au?ares reveiaram mdaces de 8%, 1.1%.e 0,5% de
pcsmwdade para S.aureus produ‘rores e, ‘SEA" "SEATST SEC" g “SEBR”,
respecti vamen’re, nas amostias anaizs&dds A?raves da cmixagao de dodos
apresenmdos 0or OLSON e? cz! (?‘??0), ADEKEYE (1980}, GARC%A e? ol {1980),
REA ef al- (1980) GUTIERREZ et of {1 *?82) ..-KUMAR & GUPTA (1983) e ABBAR et af {1986),
& poss;ve¥ observar que, mmbem pan::z pc:uses outros. que o Brasil, o incldéncia de
Sauweus enfero?emgén co, em omosfras de Jeite masfmco procedenfes de gado
bovino,: ndo ési ignificativamente elevada, :




A Tabeia 2, p.17 e 18, relaciona a presenco de Soauweus, tipo de
-enferofoxma produzida e outros estaft Iococos erm pesquisas mais mgnszcc:ﬂvas a partir
e Gmosi‘rc;ls de leite, smos anc}?omlcas e ma’rerlai clinico de onimais.

- 'No Brasil, que- cui?urc}fmen’re mc:m*em-se afrelado go consumo de leite
bovino, quase com total exciusmdc&de, 560 :::!e Pouco ou nenhum corzhec;m@mo
.{ezla?os cde pesquisds mcrob;oiagms vaimciaspcxra Si’fios ancﬂomi::os & Iei’fe de ovinos e
capinos, o-gue, de-forma diferenfe Bé "39, .acom‘ece e outros. palses (SMiTH &
ROG}UINSKY 1977;. HAJEK 1978; GU?#ERR - d! 1982 De BUYSER efaf 198? BAUTISTA
et of, 1986 BAUTBTA ef al, %988 HARVEY&GILMQUR 1988) '

_ Foi contude, em 1'990 Qae‘”\iALLE e colaborqﬁores avaligram d
habii;dade de diferentes espec;ies es‘rc:f;iecomcas provemen’res de pele, mucosa nasal
e leite de 133 femeas assm?omcx’flcc;s preciuzwem enterofoxings. De um total de 342
isolados, “SE" fol produzida por 74, 3% de ?{11 linhagens coagulase- posmvas 8 por 22%
dasiinhagens coagulase neguhvas estudadas Maior en’rerofox&mdade foi revelada
o pattir. de amosfrc;:s coletadas da superflcie do - ubsre, ’re?as & ieite, sendo o
-eﬂteromxim} C predomman?e, c:icangcmda 67 9% de detecgho. Forc:m relatados, por
ume pr;me:ra vez, Schromogenes S wamer! Ssc,fuﬁ S.saprophyticus e Slentfus,
como  espécies coagulase nega'ﬁvas & pauc produ’rorczs de-entetotoxings. Qmpﬁc&nda
o resevatdrio de imhagens que, pressupo'_ mffonfe de conmmlmgaa ;acxrc: alirnentos
que se cies’nnc:m c::o consumo humano | '

Amdcl com vistas ao. seu papel de c}gen’re d;ssem nador de doenf;as alo)
homerm, o presengcz de esfcfliococas, ok e sar relaczonada et pdr‘hr de Hrabaihos
conduzidos com cées, frcngos =3 sulnos_"'_f-(HAJEK& MARSALEK, 1573 HAJEK, 1976;
DEVRIESE, 1977; KATO ef a! 1978; SHIOZAW '[é;‘t:ﬂ 1980; KAJI & KATO, 1980 ADESIYUN
ot of, 1984; FUKUDA el o 1984 DE LA FUENTE ef‘ al. 1986 MULLER et al, 1986; HIRODOKA
el dl, 1988 PHILEIPS & KLOSS, 1981) o R

_ A interconex@o de Inhagens de etfigem humana e animal foi
. demonstrada por ADEKEYE: (1980) que avaiiou o comporwmenm de S aureus isolado
- de diferentes tontes animais & humonas Segundo o autor, uma proporgdo significativa
de bcﬁ:pas anzmms 580 emerofoxigemces gerando fiscos quandc} produtos
atimenticios sGo por estes ccntcmmadés Pot _-'oufro fado, em processos de infecgbes
_ es’faﬁioc:omcos ocolre a prevaiéncia dé_éﬁ;fer rites bBidtipos em um. unico hospederro e é
abserwdc: Também uma alfa ;nc:dehcm de'f;b iotipos humams em anzmals COMmo
decoréncio da estreifa assoc;qgao cxmblenml destes. Esta informagdo foz confimada
por ,&DESEYUN & USMAN (1983) que de?ecmram ! nhagens produ?orc:s de. “SEC o partir
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de cdes e, com base em dados formecides pela -c:oagu!ac;fio'de plasma humano e
canine ‘e perfll hemolitico, grande proporcéo dos isolados obtidos ndo eram bidtpos
conides, mas, provavelimente, bidtipos humanos,

- 2.4 - Estafifococos paucip rodu‘fb-r;e:s-':d_e_f:'éjﬁfer_c;f_ojﬁncs

Bas?an’fe reshitaé o ilfera?um gue, até o presenfe momenio, 'rrafau sobre
a existéncia e importancia: cie estafilacocas (coaguiase positives. & negotivos)
paucipr{sdufores de “SE", Foi someni’e gragas ao refinamento de mefodelogtas
analificas, como. as técnicas de “EUSA" » "RPLA", que se viabilizou @ revelagdo de
cepas com igis caracteristicas, Consequememen’fe queshoncmenfos passaram a
existir o respelto da baixa predugao de: en‘?emmxmas e o possivel pc:pei que poderarn
desempeﬂhc:r em processos e’ lm‘axlcagaa aiimen’rar

O prmeire ?raba}ho que Trouxe & evsdencna a ex&sienma de S.aureus
_pauciprodumr de “SE” foi reporfczdo por REISER et of (1983), em: Mcdisan Wisconsin,
- quando  purdficaram d oxing TSST”' Nes’fe expetimento, Qigumas Imhagens
Gpresenfaram produgdo concom mn?e de "SECY em quan’ndades abaixo de
100ng/mi. ndo detectadas pelo- mefodo OSP“ Posfer;ormen’{e em. estudos reqlizados
com :soiados de S Qureus Gssomc:dos a snndrome do choque ?exzc:o e infecgdes ciinicas
@ cony amos’fras proceden‘res de fezas de. mdiwduos sadies, surfos de intoxicagdio
czllmemcr (=3 uiimemos comermc&imente venc% idos em Togulo, Jqpao, [GARASH! ef o
- (1986) demonshaicm, pelo metodo de EUSA“ linhagens que pfcduzxczm "TSST-1 em
quantidades mo bClIXGS quan‘ro }ng/mi @s aufores entenderargry como. szgn:izcaﬁvoa
08 baixos nivels de p{@duga@ @bserquos @ c@nslderaram ofato de Gue a produgﬁo :
de "T88T"-1, e\ridencmda pele me’rodo de “Q?LA" por peio menos, uma inhagem que
havia sido c:c:mmderc&da negativa: pelo me?odo “@SP", represen’;czm uma importante
destoberta, ‘muito embora, reswsse sem res;aosm se ¢ infima guanfidade de
enfem?oxma produzldq “insvitro” sena quanﬂdude suficiente pard desencudec:r a
sindrome “in-vivo® (IGARASH# etal }986) '

Por ou’fro lado, zsoicados de. S aureus procedentes de alimenfos
implicados em surtos ocomidos: nes E_stados Unidos, pelos méfocios ent@&o usados,
mostrararm-se negcﬁlvos parg.a. produgée-_edé‘ “SEA” "SEB”, “SECY, “SEID”  "SEE" mas,
parmdoxalmeme assimi se- c:chou produzia eagc:e emeflca em rnaccc:os, O gue se
levou - pensar que emer@’rmmas aznda ndb ident ﬁcadas & gue 1er|c:i.m side 0s
responsaveis pela causa dos surfos (KOKAN & BERGE}OLL 19873, '
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EVENSON et of (1988) re‘ldmrum um surto de infoxicacdo adimentar que
teve lugar em uma instituigdo educamonﬂi nos Estados Unidos. As criangas envolvidas
haviam ingeride {eife achoocia?ado con’rendo 0,4-0,7ng/mb de toxing e a dose
toxica fo: caracterizada como de 100- QOOng de “SEA”. A elucidagéio deste surto
permitii o reformulacdo de conceito emitido por REISER ef af (1974) de que ug de
en?erofcxmc} representava: c: menor dose necessdria pora se esmbeiecer G
mi‘oxmqgao estafilococica. S

Antes da oconéncid deste fato KOKAN & BERGDOLL (1987) haviam dado
inicio o estudo de imhc:gens pﬂuczprodumrc:s de emefo?oxmas Os autores
trabatharam com linhagens coiemdczs no deconer de vdros anos: 38 a partir de
cziimemos impl&cados em surfos; 26 c:ie autros c:l mentos; 11 de pelxes Crus; 26 de fossos
hascis humano 4 de narinas animal - é de ci feremes procedéncias. Estes isolados
perfazidm um total de 110 amos’rms & eram per’rencen’res o]e] cq?aiog{a do “Food
Research institut”, Muadison, Wiscorisin, US_' O‘ exame jelei{o] eva!iugao dar capacidade
de produzirern baims quanﬂdades de enfefo%oxunas foi redlizado peic método de

“ELISA”. Os resultados cpresenwdos nes’re ’rrabaiho indicargm  que  d ‘maloiia
das linhagens - positivas (23.63%) smfeﬂzc&vam de 1 ¢ fmgimL de emeromxmc}s
enquanto poaucas: produzzam de 107G QGngme Os qutores reiczmmm ginda que

clgumas cepas negativas quande ?es?adas p&?!‘@ mémdo de “ELISA erdm positivas no
teste de reagao ‘emeética em macacas, :cievericzm possweimeme ser produmrcs de
enterotoxinas ndo identificadas. '

Experdmento realtzado cem o8’ mesmos ob;e’r;vos fol levado o efeifo em
campi nc:s, S&o Paulo, por PEREiRA (19%) & PEREIRA &f ot (1991a) Traba!hando cOm
inhagens de S.aureus pcuc:produmres de’ “SED né&o detectaveis por-métodos de
difusGo. Os pesqui sa::dores utilfizarom as cepc:s FR# 3%6e FR? 407 (proceden’res de peixes)
2 FRI- 464 (proceden’re de isolado humano) que foram znoou%adc:s am. presunfo ¢ozido
e em creme de confelfara e pos’rer'armen?e, testadas em diferentes candzgoes de
cultivo. Os resui?ados demonsfrc:rc&m que “SED” foi de‘rec:’rc:dc e ambos glimentos
mcmhciczs o temperaturas. de 3?“’(3 3(39(: e 288C, apds 24h de incubogaa em
qu@mﬂdades de pelo menos 1 2ngig, ievaz’zdo os aufores.a concluirern que linhagens
de Saureaus ‘produtores de- en?eroTo "'nsc:l_s em minimas quanhdades guando
exper;menmimen’re inoculadas em. al men’f@s podem produzir quamidade suficiente
de en’ferofoxmc: {ng,!g) pc:rc causc:r m?ox;cégaa afimentar,

VALLE ef alf (Z?@O) :nves‘flgqrc:m na Espanha, o capacidade de
produz;fem toxinas de 342 tsolades de esfaf;iccocos pfocede«n?es de feite e locais
anatdmicos de cabras sadias. A mal ""ig_- dc:s linhagens enterotox] génicas eram
pertencentes ¢ superﬁme do ube{e Tefcs e amosiras de leite. S?aphyiococcus
qureus e ou?rc::s nove especres néo pfodutofc:s de coagaiase Identificadas como




S.chromogenes, 8.haemolyticus, S.warner, 8.epidermidis, §. caprae, S.xylosus, Ssciur,
S.soprophyticus e Slentus eram produ‘foras de enterotoxings em baixas quanﬂdades
entre 2,0.e 10, 1ngfml. de “SEA”, “SEB” ; -“SEC" Antetiormente, também na Espanha,
SAURSTA ef al {i%&) trabalhando em: avaizagao quantitativa. da producdo de
enterotoxina-em. Gmosfrc::s de Ie te e aveihas i reiata;am a. dete{:gczo de 104ng/miL
ce “5EB” 5 nfe?izadc: por S aureus De forma s;miiczr, es?udes reaizc:dos no Japdéo, por
FURUDA etadl (1984} enfatizarm- que 28 amosfrc:s de S.iritermediius produtoras de “SEC”

& “SEA" isoladas de cdes, produzzam qumn?ldades sgmﬂca?zwmenfe balms, algumacs
situadcs em fomno de 10ngimt '

Em trabatho reczilzado por. SU & WONG (1993} fol buscada o onmlzc:c;ae
e condlgoes para produgdo de enfero‘roxims estafiocdcicas néo |denhficadcs Os
autores utilizaraom 21 linhagens da col eg:c:o de cutturas do “Food Resec:rch instifut,
Madison, Wisconsin® dos quals, 15 c:presenmrc;m uma produgdo méd;a de 23ng/ml
de “SED" Uma culfura em especm&L referencnada como FRI 569, demonsff&u Tei
producdio de enterotoxing ainda nao idem‘ ficada, umd vez gue o qucsn’ndade de
“SED” sabicﬁamenfe produzida em nives de 1Qag/mL representa apenas 2,5% da
DEso ‘gque tem valor igual d Oﬁpg em Sﬂmi. PArg provecdr emese em macdcos, E
fjes‘res, cinco am sels animais, quanda submehdcas a admmisfraqéa co fluido
sobrenadante com esta Inmgem, a;aresenmrc:m for’re reczc;f::o eméhca G que
confirmou o presenca de enfero?axmc:s nuc: ident flcadas.

~Com base em recentes c:_oﬁnsi_de;r;gg.ées sobre a importdneia de linhagens
produtoras de diminutas quantidades de: 'éhferofokinds RERGDOLL (1995), enfafiza
que, o melhor manem de se conﬁrmﬂ{ estci premissa reside no es?abe!eesmento elsl
capac;dade enterotoxigénica destc:s mesmas llnhagens, em-afimentos. O autor
'cwenfa Tambem sobre a necess:dade c:ie se ot imizar me?odo%ogla gue promova o
aumente destas quamzdcdes Umc vez aicangc:do, ol ohmo de pmdugao restaria
ainda ¢ questtcnc:men?o 5obre qucli o quanﬁdade produz lda & nec:essam para gue
uma. imhc}gem sefa. cons deradd en‘ferommgemco e, ainda, se poderiam estes
resultados serem aplicados para especies coagulase negalivas. :

2 5- Pmdugao de enterotoxincs por esfaf‘ iocacos néio produtores de.
coagu!ase e suﬂos humanos

A intima  corelac@o exisferte  entre . Q capacidode  de
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Staphviccoccus coagular o plasma san'g(’jinea e de provocqr doengd, associadd o
correspondente auséncia desta pmprzedade em dinhagens ndo pcﬁogénic’:ﬁs, tem
levado, hd muito, & conclusdes de: que, o enzima coagulase desempenhe lmporfqnfe
papel na patogénese da mfecgce, e que es?q poranto, represenfe um zmpermnte
fator de- viruléncia {(BLAIR, 1962). Abmngendo, um poucoe, este conceﬁa EVANS
& NIVEN' (1950) e EVANS ef.al (‘195@) dizlam ent&o, como. resultado de. observagbes
sxperzmem‘ols Que Iznhagens en?e«romx;genicc}s deveriam cempreender tocic:is espécies
do grupe fie es?czﬁloc:ocos produ’rores de coaguiase

Por sua vez, a pesqutsa mICbe!OfOQICQ de ai:mem‘os conduzida para o
dmecgao de espécies coaguiase posmvcs pamcuimrmenfa Saureus vem
censmuinde um preoeﬁo norma?;vo cie cmai;se polo fato de que esta estd muis
usualmente envolvida em surfos. A enzimd coaguicese Tomou -8 assirn o metabdiito de
escolha e permanece, até hoje, senda o-preferenolal indicader de capacidade
-entere?oxagemca para estafilococos: (CHAPMAN et af, 1937 HUSSEMANN & TANNER,
1949; EVANS& NIVEN, T950; EVANS. em! 1‘?58 BAER, 1966; LACHICA et af 1969; PAYNE &
wooD, 1974; SANDERS, 1974; SPER’BER&TNINE 1975, RAYMAN et d 1975 TATINI ef o,
1976}, Qutros mefcboﬁms comoa’rermonuc:ieaseeltsas?cxﬂnc: sao,_.com‘uda também
utilizados. (LACHICA efcﬁ 1969; VITOR ef cﬁ 1%9 LACH%CA et al, 1971; TATiNle? al 1978
DANIELSSQN & HELBERG 1977, NISKANEN & KOIRANEN 1977, KOUPAL. & DEEEL 1978;
GARCIA et al, 1980 IBRAHlM & BALDGCK 1‘?81 BENNETT et af 1986; SCHMI?T er al, 1990).

A indlstria alimenticia & 08 orgaos govemamemais de contole e
f;scai:zagcm sanftdra  tém {o’ﬂne;rdmeme ado’radoa pesqu:sa de: Staphylococcus
aureus coagulase positivos devido o supos;c;ao de s& o3 coc:gulczse positivas
preduzirem gma ou mals: emerewxmas (LOTTER & GENIGEORGIS, 19?5 LOTTER &
GEN GEORG%S 1977, {ICMSF, 1983; APHA ‘19849 FDA, 19?2)

En’rremn’ro dados de iiferawra térn mostrado, de certa forma, o
existéncia de emerofoxinas produzldas por estafilococos coc:gulc::se negu’rzvoa
conforme cronoiog;comen‘te se expde o seguir

Em 1956, THATCHER &"S'iM'ON 'cﬁ:vdiic:rqm comparativamente o presenga
das enzimas coagulase e fc}sfa’rc:se e a capacidade de -amostras proceden’res de
material clinico e produtos iacteos para pr@duzirem mxmus Og dutoresidentificarom
uma culhura c:oclguiczse negcﬂwa fcsfa’rase pesi?;\fci e produtora de aifa-lising, beta-
lisina e enferaioxm e outta de mcferiai ciznzco que se:mostiou c::cmguiase e fosfatuse
ﬂ@gmiva mczs quie. produziu ?ragos de qlfa Hsinc: e gue provocou reagqo emética em
gatos. Estes dc;dos permitiam a. obserwgcm de que os ‘chamados mdlchores de
patogemmdade COMmo, coqgalasa 8 fosfcs?cse, ndo es’;avum diremmeme
ccrreim{:l@nados com produgéo en‘rerofox;gen:ccz



Em 1967, em publicacdio no " Bacteriol Proceedings, American Sociely for
Microbiololgy ., BERGDOLL e pesqwsadmes, efetuaram o relato de estafliococo ndo
produtor de coagulase livie e izgcldc: que hG\IICI produzido enterotoxing es’rafﬂocc}czcu
do tipo C. Cinco de seis mMacacos Rhes_as_q.dmxnls’r.rqdos via ora, ‘com 50mL de
sobrenadante de cultura, apreseritaram. efeifos eméticos, vindo estd pesquisa a
congstitulr o primeiro relato a ser fdpreéénf@da’ 'e’.rﬁ- congresso clentifico.

Erm 1969, SMITH & FARKAS HIMSLEY teniaram estabelecer a cmreiagco
existente entre 21 Isnhagens pamgemccs da esmfilococos ceoguiase negativos.
Segundc astes guiores existic uma ‘rendenma de que quando uma inhdgem
- coaguldse negoliva éra suspeita: cie sez fl qgeni’e eho!og;tca de uma. m’roxscagao se
acreditasse aue devid tiatar-se de S aureus gttt hav;a perdide carmc‘reres de
identificacdo ou, entdo, tratarse-ia de uma Imhcgem de S.epidetmidis, aﬂp%camenfe
virutenta. Apos Iabotioso es‘fudo 08 resulfados indicaram que’ as cepas de
' esfaf:iococos em ques’ré’:o cc:rac?erizmvmm um grupe heferogeneo em?ermedmnocz
S.aureus e S.epidermidis, fugmdo pormnfo, do esquemc dicotdémico. de ciass;ficc:@c:o
entdo p{o.pe_sfcs p.Or BAIRD-PARKER {1%5)_ ' :

Em ?9?5 e 1977, LOTTER & GENIGEORGIS huscando: exp!zcagaes pat o
emermcxic:dede de 8 imhagens coaguk}se negativas: proceden‘res e’ c:iferemes
fcm’fes mc%uszve surfos, conclulram c;ue as 'm ‘smas constituiam var%edades ou muTcmTes
de §.qureus, uma ver que fol possivet o ressoiamenm de. cepes caaguiase posﬂivus !
patir de’ culturms ofiginaimente coagu%ase ﬂegaﬂvas ap@s repehdas fransferéncias
am: mezss de- cultivo. Os autores conciumm Tambem que. nenhum dos microrganismos
testados exi biam cqrac?erzs‘rcas de 5, aureus Sepzdermrd:s oL Ssaprophyﬁcus
En’fremn?@ ADESIWUN el of (1‘?84} a respei?o des?as conciusees tempos. depois,
auestionaram a néo utiizagdo de .cu_if_u_rqs_ de referéncia no processo de identfificagdo
das linhagens teste, bem como o ndo emprego de técnicas sistemdticas de homologia
de DNADNA, R | -

Em 1977 e 1984, BAN‘iEL’S‘C&N & HELBERG dvaliaram a prevaléncia de
estafiococos enterofoxigénricos em sitios c;ncx?émlcos e lesbes de pele de funciondrios
de frigorfficos. Os dc:dos obtidos puderem gvidenciar gue em‘re 44 . armostras
enterotoxigénicas -seis linhagens de Sepidefmidrs argm procﬁmoras de "SEA”
(hés amostras) e “SEC" 1~ (frés cnmosfrms) Segunde os autores o correlagdo entre prova
de coaguiase e potencial pamgemco das imhagens conferiu ae teste uma
copespondéncia de B2% de posiwidade ndo fornecendo, confudo, grau de

seguranga absoluto,
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Em 1982, o trabatho redlizado na Noruego por OLSVK e colaboradores,
descreveu o producdo de uma ou: mals- enterotoxinas A, Bou C por 12 firhagens ndio
produtoras de coagulose., As cuifums for(::m zdenfzftcadc}s como §: epfdermfdfs {duas
amostras), §.hoemolyticus (uma), 5. capir;s._(um.a) & Micrococeus luteus _(c_m‘rcs)

CEm 1983, HOOVER e eqmpe CG{GCTGIiZGIGm, C:Trcxves cde lestes
bloguimicos, fisioldgicos e morfc;iegzcos diferenfes cepas de esmﬂic}cocos utlizando
ciitérios da tcsxenemza numericc: e fecnzccis de hibndaz&gao de DNA:DNA. Estes gutores
slucidaram que o capumdade enTerotexigemca nczr:) e Gnica & exc:%usiva de
Scureus o descreveram ds cui‘turc:s 9143 {como, Shyicus subsp chmmogenes -
coc:gulc:se negativa, enterotoxing sc;relogicamen‘fe ndo detectada e recxgc:o emétfica
'pf}smva para macacos) e FRi- 698M (que Gparemememe perdeu aigumas das
caracteristicas | Iniciais da cultura es’raque FRI 698 apos longo periodo de es?ocagem e
desidratagdo). Esta cultura FRE- 698M cz;afesenmu se como cac:guiase negativa &
_produ?orc: de enferotoxing D & fo ctc:ss;ﬁcadcz c:omo uma \/urzan‘re c:hp ca de
S.epidermidis.

Em 1983, ADESIYUN & U’SMA’N'r’e‘aiimram urn estudo’ no'Zc}ite; Nigéria,
acerc:cz dar snterotoxic dade de cepas isoiadas a partir de sitios- cma?amtccs de clies
domésticos, observande que 15% de’ culfurc}s de estaf;locacos coagu!me negalivos,
am. ensalos realizados com. plasma humano @ 6,9%, em ensqias com plasma de
-camdeos 56 opresen‘rc:ram COMG . produforas de—:- emero?oxmcxs '

Em 1?84 estudo mais: po?mémrizado da. Qroﬁuqt’ﬁo de ehfe{mox{nc
estafiloctcica porS. hyicus foi realzzacﬁo pc:r ADESIYUN &f al., Tesfarame-se, éntre outros,
homai@gia de DNA DNA, o produgﬁa das enferofoxinas 1denhf§ccdas (de A E)e
capacidade de produ¢fo de c:oc:guiase Pczrc: tatl, foram empregudms cinco estirpes
de Shyicus (’rres sub-especies hyfcus e duas sub- -especies chromomogenes )
pfocedentes de sitios. unmomlcos de- su nos e aves: domeshcas se:dios e lesbes de
bovinos. Estudo pc:rc:tielo fol conduzud@ com hnhmgens padrae de S c.fureus ATCC 12600,
S.epidermidis.” ATCC 14990 & Ssapfoph icus ATCC 158306, Os resuitczdos cbtidos
permitiram o observagao de que ?odas cinco finhagens. tes?c::das produzifam 1esposia
de reggdo emeﬂca, quando da crdmm sfragao imtragdstrica de seus fitrados em
MACQTOS, emborg nivels: de’fec?czvezs de en‘fercn‘oxi na ndo tenham si dc vertficados no
enscdio de munomicrodtfusco em iamzna Foram dinda evidencacdas duas linhagens,
VIt 76 & VI 131 de'S. hylcus como ceuguiasa vaiidvels em ensalos realizados com
plasma de coelho e suino, enquonfo as imhagens VA 519, VA 518 & B 04,
respectivamente de Shyicus Schromogenes e Schromagenes mostraram
resuttados negafivos para presencd’ dc: enzzmc:: coagulase am amisos enscatos, ficando
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geneticamenie inferida o possiblidade de linhagens enterotoxigénicas nGo produtoras
de cougulose serem ignoradas, quando ﬁiCl anal ise de dlimentos zmpilcados erm surtos
(ADESIYUN ef ol ?‘?84) -

Em 1984, FUKUDA e al, teporfaram que 24% de 210 linhagens de
Sintermedius (coagulase nega?svms = ‘TNase posmvos) ortundas de cces produziam
uma ou mc:is enterotoxinas A, 8 ou C -

Ern 1986, CRASS & BER@DOLL fambem descrevercam ez produc;cw de
enfermexinas por esmﬂfoc:acos, procedentes de pc:men‘res com ssndrame de choque
toxico e Infecgdo estafilocdel jca e de czhmen?es impilicados em surtos, Algumas
Emhc:agens produzmm cancomi’ran‘?ememe “SEA" 5 “SEC” @ o foxing TSST »z

Em 1986 e 1988 experimenms feaiizados por BAUTISTA ef ol com urn fotal
de 124 linhagens de estafilococos proceden?es de leite de ove thas, fol relamdo na
Espanha Amc;s’rrc::s de leite ca!e?odas dre’ramen?e em fazendas, em diferentes
estagdes do- ano, fcarc:m anailscdas € de _. :ons’rrcsrr:}m 78 -culturas en?ero?oxigeﬂicas
Destas, 13 eram compatt vels o especies caaguiase negativas (umm de. S cohhil, frésde
S. epfdermldis qua’rro de S xy!osus € cinco de 5 haemo!yhcus

- Bm '1999 em ?raba!ho re{}!iZGdQ tambem na Espah'ha VALLE et ol
avalfararn o pmdugm} de enferofox;na por es?afiiccocos tsc}ladcs a partr e amostras
de leite e. sitios anatamicos de Cabras SCldICIS O3 resultados- c:presenmdos
emdenc:qram amostias coaguiase nega?was tende S. crhromogenes S.warmned, S.sciuf,
S sapmphyﬁcus es. fenfus nG Ocask}o seu pnme;rca regns’rro COME espec:ies ;aroduforc:s
de- en?em‘rexma - '

- Emy 1‘?92 NANU. & NARAYAN pesquisancio estafilococos em pfodu%os
cameos e indlstdas de processc:men?o na: indza relc:‘fc}rc:m ?ambem o cap&mdade
snterotor genlca de sels cui?uras me produtorms de coaguiase & MAREN ot fl)'f (1992),
trabalhando com amostras de presunto, em: Madir, observaram ¢ presenga de umd
amastia de Siepidermidis produto n;j_' de SECH )

Em 1995, no Brasil, OLIVEiRA de?ec?ou em leite bovino “in-notura ©,

: moven;eme da regi@o de Cqmp nas, Sac: Poulo, c:mos‘rras de estafilococoes
-emero’r@x gemcos nc:o produmfes de caaguiase Em- 1996, ‘sc:mbem no Brasil, em
Londrina, Parand, e Belo Horizonte, M nas erais, o parhr de pormdores ﬁumanas, fol
@uc:ﬁmeme feia‘ruc}a G pesenga. cie Gmes?rms com @ mesmo peil (OLWEERA ef a} 1998,
PEREIRA et o, 1995 ¢ 19%@) o
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Praficamente,  inexistermn  estugos  sobre o crescimento  de
estaflococos coaguiase negativos em c}iiméfm‘-c_}s e uma possivel1ozdo da quase néo
evidéncia desfes em pesquisas. de- d!'i'ménms envolvidos em surios. 'pod‘ericz sef
reiclcianado coma’ incapacidade ou mabmdade de seu crescamenro em subsiratos
qi:menﬂc:es Enfre’rcmfo deve-se cons dercir que sabidameme espec;es coagulase
nega’ﬁvgs poderiam, po?enc:almenfe, aicangqr alimentos uma vez gue, tanto
homem como. animals. elod poﬁadozes usuais: cﬁes?c&s esti irpes {EERGDGLL 3?95) Cabe
ressmimr ginda que, mesmo. conszderando que S.aureus retfenha esfcﬁ s‘nc:czmen’re !
maxirma parhcmgoc emsurios, os reimes de produgao de enterofoxmas per espécies
coaguiase: nega’fivas ora comemados, conferem a es?ezs imporfcmcw que ndo deve
sef negligenciadae, efetivamente, ccﬁrecem mcuores es’fudes

O primeiro reicﬁ(} de um su;’ro de mtexicagao alimentar provoacdo DOf
estafilococos coagulase negativos OCOTIeY: em Osaka, Japmo Conforme publicagdo
de OMORI & KATO (195‘?) 46 es’rudan?es de uma escolc: secundana estiveram
envoividos A pesquiscs para GV@N@UC}{;C}O dc} capacidade enf@ro?omgenica das
linhagens (obtidas a partit de fezes de mmen?es e de pratos utlizaidos no lanche do

hotel), fol pr@cemda em gatos jovens e e efeito emético foi observado nesfes apds 30
mmu?os da ingestéo. - a

O segundo e Ultimo relato “foi, .de forma detathada, nofificado
por BRECKINRIDGE & BERGDOLL (1971) O epsodlo de gasfroenf@rife oguda fol
ciesencc:decldo em outubm de 1969, m}s Estados Unldos guando 264 pessods
pc:mc;param de um- banque‘re Um T{)‘rei de- 223 comensals mem enTrevrsTadose
doestes 145 man%fesmram a doenc;a O per:odo de znc:ubagc&o vanou. de 1h38mm o Bh,
05 sinfomas cpresenmdc}s pelos acemend@s foram Hpicos de in‘roxacc;gao
'es?aﬂiccémcc: a camc?er;zaram-se pc}r nausec: e vomito {em 63% dos acometidos),
diarréia {ermn 79%) 4 dores abdammcms (em 2{;)%) Carme e arroz foram apontadaes como
08 {Ji%men’r@s que- apresenmrc&m mc;uaf razaa de G?une tendo sido de’rec?cdra e
fden%zﬁcczdo Stcrphyfcacoccus epzderm;dzs néo: produfor de coaguiase, como produtor
de ‘SEA”, na ¢ame consumida © 1"{: -bem emigsdes secas cﬁe impeﬂgo presentes
ncas méos. de Iy manspuiader Cui’furr:zs oF _Zen?mdas de Sfaphyfococcus epidermidis
obhd@ de armbas procedéncias farcnrh'-- _stc:dcls para-reagéo emehc:cx M macacos e
resuifcmm pOSITiVQS parg . pfcdugue cie vomi ito nos animals, apds decomde o tempo
de 2-3h c:ic ingest&o, carac’ferlzand{a ses des?c: formna, o primelro regis‘rro no "Food
Resec:rch institut?, Madison, Wsconsxn de de?ecc;ao de enterctoxing sm?e‘nzadd a
' -pc::mr de S. epidermxd:s espec e cmaguiase nega‘ﬁva '




2.6 - Enterotoxinas estafilocdcicas

Hlsforfcamen‘r& fol o pcsr’nz a‘os ep;sadios ocoridos em Mtchlgan e lhas
Flipinas que se fomentaram os pii me:ros raia?os de surtos estafilocdcicos. s estudos
entdo elaborados citavam o envoivimemo de queijo e leite mc:s?mco sendo que,
neste u!’nmo alimento, “toxina formada por esmf;iocaco branco, néo produtor de
_ptgmeﬂ’ro havia sido detectada e c:iesc:rita como 0 ageme toxico (ROSEN&ACH 1884
apud BERGDOLL 1989 & BARBER, 1914). '

A primela-evidénciq, contuda de czssc;mcu;ao de um “filtrado estéril de
estafiiococos” com os smfomms de vémito e diaréi i emum surto de- gc:s?roemerﬁe em
Chtcago fol reportado por DACK (?‘?BU) apud BAIRD- PARKE{Q {1998) e MOSSEL &
VAN NETTEN (?‘?9{)) Os envolvidos |ngenram bolo de Na?a% cujo techeio se encontrava
contaminado com: Q- mic;organismo \miummios humanos e gcﬂos Jovens foram
_u"mizc}dos em estudo expenmenml que’ es’rcxbeieceu pleneircxmen?e aigocho entre
-en’rerofcmc;dud@ ‘do cﬂ imenio :ngerldo & os orgcmfsm(}s isolados a partlr des?e aiimento,

Progresso, no serﬁido 'd-cz- idén%ificagéo deste agenfe- téxico, foi
cﬁcangcdo afraves de exdustivas ;:aesquisc:s conduzmiczs pelo "Feod Research institut”,
Madi scm, Wisconsin, quundo c:s c}corre_ c:‘_a de mais: de um. ’{ipo munoiogtco
desta subsi@incia, ja havia 5|do verfﬂcc}da por SURGALLA et ai (1953) eTHATCHEQ
& MATHESON (?955} Entretanto, o czvango c:ias pesquisas c:uimmou por ocasidio
oo idem‘fficawo g prefeana en?ero’rexiccu proceden’re de S aureus Sé (BERGDOLL et
al, 1959) e de S.aureus FRI- }%E pc:rc: a quai CASMAN {1960} ;den?ifscou qn?icarpos

aspec Iﬁcos

CASMAN et al (1963) eiaba{aram um estudo de normeclatlra com base
Nos: prmcipxos de Qn’rgemc:dade des’ras subs?cancms e es’fabeleceram cmérios de
deszgncu;c&@ aifabehcc: cabendo & Tox na produzrdc: peic: cepa. FRi- I%E {CASMAN,
1960), a demmlnagaa de em‘emfomna A" peta impondncid des‘rm ‘estar mals
dire?amen?e relacionada a sun‘os aiimenmres e, de “enterotoxing B” a primeirq,
aguela ndenhﬂcadc por BERGDGLL et cr! (?959} Posteriomente; famm identificadas
“SEC“ @ “SED” (BERGDOLL ef ¢, 1965 CASMAN et al, 1967) e, nos anos 70, BERGDOLL
ef of (1971) iden?;fzcczram“SEE" 'A p;éxnmc: identi fficagao recaiu sobre “TSST'-1
- {que se posmrics na pc;s:gcxo Fya que:i fo: c:tssaciczdcn ¢ sindrome do c;hoque toxico por
SCHLIEVERT ef ¢l {1981), &, embora n&o: esfcmda relaciohada & intoxicagdo atimentar,
apresenta  caracteristicas zmuneio_g_lccz_s _.e fism:o quamzcas muito simsiares Ges?as
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A enterotoxina & porsua vez, ndo teve por ocasiGo de sug descoberta e
identificagdio, divuigacdo cientifica e, por ndo ter sido purdficada, teve, somente
depols, seu gene seg+, seqlienciado por MUNSON & BETLEY (1991). Finalmente, em
meados de 1995, por SU & WONG, & fmﬂimen‘re relatada aident f;ccsga:zo e purificagdo
dle “SEH",

Enfretanto, até o momento, de acordo com BERGDOLL (comunicagdo
pessogl), aginda pemanecem desconhecxdas cercc: de 5% de enferotoxinas que, ndo
se agrupam zmunobgiaamen’fe Gs menc:ionadms embom “sejarm, rec.or}hec;ciamenfef
aplas poia pICVOCar emese. em mgcchs,__canforme previgmeante .c:fbse-r.-VGtﬁ'o am

~estudos com S.hyjous isolados . o partir-de animals (HOOVER et al, 1983), fato este,
também, {0, abordado por SU & WONG (39?3 e 1993), que, hrabatharam com @
inhagem FRIF569 produtora de “SE* riéo identificada.

2.6. 'i - Cc:racienshcas ﬁs;co-qu:mlcas, comportamenio 1munoioglco e
defermmcnfes genétlces cie pr@dugao o

Uma vez identificadas, “SEA?, “SEB”, “SEC”, “TSST"-1,SED” & “SEH* foram
putificadas e seqiienciadas, sendo: -c.c;frd_c-ié-r}i_zddﬂs do ponto de vista fisico-quimico,
observando-se d disciminacdio de *SEC* em *SEC"1, “SEC”2 e “SEC”3 (BERGDOLL et i,
1959: CHU ef af, 1966, BORIA & BERGE)QLL 1%«? AVENA & BERGDOLL, 1967, CHANG &
BERGDOLL, 1969, BORJA ef o, 1972 RE 8EI2 e a, 19‘84 REN et o, 1993 opud BATH}

ot i, 1994; SU & WONG, 1995).

- De acordo com BE‘RGD’O{L“& ROBBINS (1973}, HALPIN-DOHNALEK
& MARTH (1989, VARADARAS & RANGANATHAN (1989), BERGBG&L (1989 BERGDOILL
(19‘?@(1} & U & WONG (1995) as cc::rac’renshcqs fisico- qwmmas das enterotoxinas
estafiiocdcicas apresenmm simiiandodes enfre sl, que podem assm ser resurnidas:
conshfuem protelms mmples de peso moiecuiar situado entre 26. {}GO cz 29.000 e
esfrufufadczs em - uma Gnica cudeiq po%tpep’f fdica nea. em lising, firosing © dGeidos
aspmmco e giuwmico Possuem dC}lS fesuduos de c:s?eincx, que formam. Glc;c;s DO
infermédio de pon?es de. dsssuifefo, cmczc‘renshc:cz esta que se csbserva em todas
eni’erc}?cxmqs No estado. m‘wc}, as- enferamxmcss resistem ::1 agdo de enzimas
proteelificas como pepsing, mpsma., q.ufma_c;_.’r r_;;:a_s_zn:c;(. papading e rening.

As enferotoxinas estafilocdcicas apresentam: também a propriedade de
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temnoesisténcia, conforme postuladoe por JORDAN ef af (1931}, que observaram emese
em macacos, que haviam sido adminisirados com filtiGdos estéreis de S.aureus, apds
famwura potr 30-minutos. Esta propnedad@ vem cans’rnuzr pento crucial ern controle de
gudlidads de alimentos, uma vez gque a. em‘erotoxma pode persistir no produ?o final,
apos o prccessamenm térmico. Segundo HUMBER et c:!(???f:}, G perda da atividade
biclégt ca de "SE”, pelo czquec:memo pc:rece ocorrer antes da perda da atividade
_ munc!ogzca sendo que o foxicidade- diminm paulatinamente com g aufociavagem
ou ebuigao conforme cbsenvado pcsra “SEA quﬂndo c:quea::da a- ?OUQC {DENNY
et af 1%6) '

Estruturalmente, o sitio de. foxicidade da molécula proteica parece estar
relacionado com a seqlUéncia de c;mmoézczdc}s que, envolve dols  residuos de cistelng,
que formam uma alca de clsting a?raves de pontes de dissuifeto (ﬁERGDOLL &
RGEBiNS 1‘??3) As’ pesquisas sobre mpo%ogia de fungoes net: motécula de "SEA",.
conduztdos por NOSKOVA et al (1‘?8#) apresanmram resuimdes compativels aos
estudos de SPERO et of (1973.¢ 1976), para SEB" @ “8EC“ fespec?ivameme, quando
egfas au‘fores relataram que o ;:acaispep’n@io N—«Termmi da moléculd de “SEC™1 retém @
algo f:ie c:&s*hna i quai segredga o efeito Texigemc:o da rmolécula. Porsua vez, a ruphura
desta- czlg:c: na “SEBY, zmpiicaria na- perdcl da afividade enterotdxica. Segundo
NQSKOVA et-al (1984), esta teora poderid ser: aphoadu c: todo grupo e TSEY, sendo
gue o mamu’fengca da esfrutura secundarla, na area do alca de cisting se faz
necessc:ricz pc:rcn o obtengao dos efems emero‘roxicos D;ferencm~se desms G toxing
“FS8T-1, apenas por apresentar um Gnico ressdua de c;sfemc.* (BERGDOLL et al, 1989).

Por suctvez, o smo Gn?igen o ocorre na outia. Ia?era! daaica e define 0s
Hoos zmunoiogfcos de AaH A sequenma de c;smmocscadms nesta areq, de acordo
com -estudos efetuados com’ “SEA" & "SEB" demons’rm néio ser a. mesma Pode-se
en?ender que, a0 iongo do processo evolu’riva a cadela proteica fenha sofrido
subsﬁtujgmes nos fesiducs de eminoamdoa o .que conferiu o} mc)%ecuia carc:c;?erishcas
imunaldgicas diferenc;adas mas mameve inalterado o sitio envoiv do com @
: -pmpnedc}de toxica (BERGDOLL & ROBB!NS 19?3)

Conforme estabelecido pm CASMAN er al (3%3) ainda hole as
CQ{GCTeﬁS‘I‘ICGS imunologicas das en?ercﬂoxmas es?cf:iococ:cas perm;i’em a designagfio
de “S‘;EA" “SEW", através de suas rec}goes c:om amzcorpos espemficos, sendo que
SECTT e SEC 2 apresentam reagdes homoiogas oS mesmos anticorpos (BERGDOLL
19891 Recgoes cruzadas sdo comumen?e observadas emre as outras. enterotoxinas e
isto fol ewdenc:ado a partir do fato de que an’rﬁoxmds preparados .conirg "SEB”
reagiranm efetivamente com o Grupo: “SEC" (LEE et al. 1980). Assim, “SEB“ “SeCT
s::;::resenwm refacdo de similaridade amigenica, _d;f&renczc:ndo»se do giupo "SEA” e
“SEE (BAYLES & IANDOLO 19893,
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Os mecanismos genéticos envolvidos na sintese das enterotoxinas
pernanecem ainda ndo fotaimente elucidados ((ANDOLO, 1989). Entretanio, alguns
trabaihos tém demonstrado que “SEA” & codificada. pelo elemento entA, localizado
no  cromossoma enffe os marcadores pur-TI0 e 129 conservando corudo
estrutuia Intema através de um mapedmento indefinido nas dleas cromossdmicas
(SHAFER & IANDOLO, 1978; PATEE & GLA?Z 1980, MALLONEE ef al, 1982; BETLEY ef al,
1984y, emborg. BETLEY & MEKALANOS (1985) tenham aventade a h;poi’ese da
cecﬂflcagcm nor fc:gos femperados.

Pesquusas sobre os de’rermmames gene’ncms de produgoo de “SEB”
enfatizam o instabilidade estrutural do gene ‘ent (RANELL! etal 1985 e segundo.DYER
& iANDQLO (1981), 0 expressdo. gerzaﬁca des’rc: ocorena conj un‘%amem‘e de forma
plasmidial e cromossdmi ca. J& BETLEY: & BERGD@LL (1‘?8?), repor?aram que O gene
ent; implicac:io na produg:oo de “SEC” é de cngem cromessémicd, © que fol, Também
reiamdo canforme seg+ de?ec’rc}dca o8 pc}{?if de 5. aureus MJBBOI, pmdufor de "SEG”
(MUNSON & BETEEY, 1991; BETLEY, etal, 1992, Segund@ ANDC}LO {1989, o presenga de
sttios cr&m@ssomic:es piasmidiais e bac?eref&gmce que glocam ot genes das expressfio
emero’toxscc: represen‘ro a confaguragco bGSICCl do: genom& de estafiococos.

2.6.2 - Atividades biologicas e mecanismo de agdo farmacoldgica

Cerca de 34 diferentes ’r'ims de proteinas extracelulares podem ser
produzidas per estafiiococoes e miitas cieic:s estéo envomdcxs ou.confibuem para o
processc} de. pafogemc;dc:de e viriéncia c:lc: microrgan;smo (IANDOLO 1989). Entre
estas, as en’rermoxmds quando prevsczmen’fe smteﬁzczdas em alimentos, caracterzam
o! agen?e causal da infc)x;cczg:cw estafil ocamca gue- vem merecendo, por parte de
pesquisadores, acurados estudos e vt::sta coberfura cienfifica (ANGELOTTI, 1989;
MINOR & MARTH, 1972; BERGDOLL, 19?9,-_1”.@.{3_9 1983; DAVEY, 1985, TODD, 1985; CLIVER,
1987 VENT, 1987; BRYAN, 1988; WHEELOCK, 1988; BERGDOLL, 1989; GENIGEORGIS, 1989;
TODD, 1989; BERGDOLL, 19900; TRANTER, 1 990‘;’ ALKANAHL & GASIM, 1993).

0 quadro clinico obserwcio nc:l intoxicagdo estafilococica tem suas

principals caractetisticas es?c:beiecldos no vamzm e digrréia, Naused, calafrios, dores

- abdomingis € prostagdo ocorenmn usuaimen?e 2o esmdc} febril & de rdra oconéncia.
Gs- sm?omas clinicos se man:fesmm cipos um curto peuodo de incubagdo {(em
média 4 horas), apresentandec dumbi;idc}de fugaz, TOM: cc:}rcz"fer gemimenfe néio fatal,

a0



retratada por uma fase aguda de inicio abrupto mas, oute-limitada ¢ com
restabelecimento do doente observado em tormno de 24 a 72 horas
(BERGDOLL, 1990a). A absorg@o da enterofoxing € promovida pela  mucosa
gastrointestinal, aproximadamente 15 minutos apds a ingesifio, e sua excrecdio ocorre
apés 3 hotas de exposicdo no organismo. (BEERY et al, 1984).

: A dose tdxica minima, em experimentos conduzidos com voluntarios
_ humcnos uitizando-se ;soiaddmen‘r@ enfefoioxmc purificada do Hpo A, B e C, {o
reicsmdc: como sendo de G, Elé,ug!kg (3, Sygfi'zemem de ?Okg} dose esm suficiente parg
provocar vomito e dicrréia {BERGDOLL 1989} Por sua vez, resulfados de ovaliacdo de
alimentos lmpilC{}d{.’JS em surfos revelaram que qucznhciczde de 0,125-0, ,280ug de “SE”
- por 106g de alimento poderia. provcccu sin?omas (RE%SER efal }9?4) En’rretcm‘ro, foi em
1985, que, através de detalhada descrlgao de surto ocorido em uma escola, nos
Es’rchs Unidos; . EVENSON et al (1 e?88) proptcaaram umc melhor es?;mmwc: sobre a regl
quamidade de “SE” necessdria parcz ocasiemr a doenga em individuas sensiveis.
Neste epiSOdiO, 87 (31,6%) de 274 crfangds apresentarars simtornas de intoxicagdo
@ST(J_?HQCOCICC: ap_é_s o Ingestdo de _le!’r__e_qch_oc_:oic*fado que continha 0,4-0,7ng/mk o
que permitiu o estabelecimento de 100 ¢ 200ng dé “SEA” como sendo a dose toxica,

Segundo BERGDOLL (1983) apud PEREIRA c-'mo) d sintomatologia das
-m’rax:cqgmes estafilocdcicas é bem ccnhec:fdc:, porem o seu modo de agdo no
homem nac se encomra dewdamente esmbelemda, visto que a doenc;c: pof NGO ser
fatat usuaimen‘?e impede @ avclmgao ana?omcpamiog;m de seus efeitos, Todavia, o
- autnpsia de duas criangas, gue morrerc:m vi?imadas pela ingest@o de 2ezfe rrastitico
de cabra, conforme relatade por WEED ef_: Q{_(.?__Q;&S), ofereceu oportunidade Unica
para se observar os efeltos pa?oiégicos E;ie “'S‘E“ que, se caractenzaram por edema
pulmonar com algumas dreas hemornrdg CGS no m’ferzor dos alvéolos e infilfragdo de
1euc:0cﬁos no figado (BERGDOLL 1‘?8‘?)

A reacéo de vomito & 'decon’en’{e da estimulacdo de receptores
ematicos localizados No es’romago Lz m?esﬂna que é frcmsmlfidcz entdo, via vage e
NeVos szmpm‘aoc}s aié ¢ centro-do vom;fo “Por sud vez, o esﬂmuic:gc:c diarréica,
considerada o segundo mais comum smtomcz dor intoxicagdo: esmfifacociccz tfem o seu
mecanismo G!ﬂdﬂ n&o elucidado. Sabé-se que *SE* ndo responde & maneira dos
?oxmas envolvidas .com as cizc:rreicxs c!cassncqs s quc:is tém como caracteristica
RIovOCar ae dmudo de fiuidos em teste de cﬂga %iqucx emcosthos (BERGDOLL 1989).

HUMPHREYS ef af (1989) r_ept}tf_r;:;_rcz_m'que- uma efevada proporgdo de

S.aureus, _is'oic:dﬁ;.é- & partir de pacienfes com -sie-_-'pﬁci_e_.miag produziam enterotoxinas
e ARBUTHNNOTT et gl (1990), cotr-':si'de_r;:ﬁ_l{qﬁﬁ: a hipdtese de que estas poderiam gerar
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efeitos sistémicos, em adicdo ao vomito e diarédia, HA dinda a se relatar os efeitos
mitogénicos e de imunossupress@o, c:ms-qfucsis_ Qs-enterotoxihm ésfdfi_iocéc;ias_ vém sendo
associadas (SMITH & JOHNSON, 1975 "LKN_@FO-RD et al, 1978; BUXER of af, 1987;
DOHLSTEN et al, 1991).

2.6.3 - Fatores que influenciam o ;produgﬁjq-_de; enterotoxinas

Vidrios tipos de glimentos. ICl fomm epldemfologtcamen?e incdminodos e
s&o, frequeﬂ?emenfe elatados como cagazes de suportar o desenvolvi men’ro rnayturad
e arfificial de- estafilococos, sobre‘ruda S.gureus, bern como G produgdo de suas
en?erafoxms Den?fe o$ prncipais subsfrmoq alimenticios, de oacordo com dados
onundos de: dlfereni’es paises, mc{us:ve o Emsxl ‘podem ser destacados produtos idcteos
"(quel 08, leite Cry, pas‘reurlzado eem Peo, man’re;gaesarveies) pmdums de-confeitaria
(mrws ‘bolos recheados & doces. cremosc;s) carnes frescas e curgdas, ovos & Mmassas
csimenhcims (GEEGER ef al, 1935, HACKER 1‘?39 CAUD%L& MEYER, 1943 ANDERSON &
S}‘ONE 1955 ARMUO et al 1957; HENDRICKS eml 1959;. THATCHER et o, 1959; ALLEN &
- STOVAL 1960; CASMAN ef al, 1963; HGBBS 3%4 McCOY & FABER; 1966; DONNELLY ef
o, ¥%? DONNELLY ef af, 1968, McLEAN e? a! 1968; PIVNICK ef af 1968; ZEHREN &
ZEHREN, 1968; GENIGEORGIS etal, 1969; BARBE{%& DEIBEL;: 1972, SCHEUSNER& HARMON,
1973; 5HE§KH & LUEDECKE, 1974; DELAZARI & LETAO, 19?6 CDC, 1977; WiLSON 1%77:
DELAZARI ef of, 1978, HARBRECHT & BERGE}OLL 1980: IARIA, 1987, SANTOS &
GEN&GEORG!S 1981; STEELE & STRES, 1981 WYATY& GUY, 1981; HIROOKA & MULLERWBQ
MAND%L ef al, 1982, ARMED ef al, 1983 C@C 1983c:b MANSFIELD  of of, 1983,
SANKARAN & LEELA, 1983; KARINCQ st 0, 1985 CDC 1986 H%RQOKA et al, 1987, NOLETO
& TIBANA, 198? EVENSON et al, 1988; SAB%@N% et al, 1988 BERGD{DLL 1989; GELLl et 0/,
1989; CARMO & BERGDOLL, 1990, PEREERA efczf 1?90 PERE&RA et crf 1991ab; MATHIEU
et o, WQ} ADESIVUN et di, 1992 ANUNCIAQAO 1992: 1SIGIDI et al, 1992; NANY &
NARAYAN, 1992 UNYERMAN & MULLER 1992 MASUD et al, 1993; OTERO et al, 1993;

o AY’ULO ot al, 1994: OLIVERA, 1995, POR‘TC} & SiLVA 1995y,

Existem, contudo, fatores que‘ Sc’:’:o 'mpazes -de interferir na multiplicacao
de esmf ffococos e o quase ?a’rai:dade de ?mbaihos que abordam esta temdtica
-encon‘fraﬁse dmgidc: especia men?e e:s 5. aureus BAIRD PAR}{ER (1971, Mi N@R 8 MARTH
'(“[9?2) TAHN% (1973}, SMITH erar(wsa} ZMAITZ& LEDFORD (19853, GENIGEORGIS (1989
€ HALPH\% DQHNALEK& MARTH (]?89) ;eiafafam que necessidades nu?nmc}mis pH,




temperaturg, atividade de aguaq, condigdes atmosteéricas, concemtragdo de Nall,
injlria celular e crescimento associado & culros microrganismos constifuem fatores
que, de forma intelrada, irdo determinar o crescimento de S .gureus em substratos
alimenticios e condicionar a produgdo de suas enterotoxinas, principaimente “SEB”,
que é altamente. dependente de-'fcx?rore'Sﬁ fisicos @ quimicos;

O desenvolvimento de meijos de eulturg, objefivando o otimizagdo da
produgdo dé enterotoxings, fem sido 'rél'cimt:io COM frequén{:id e o amprego
e subs’rra‘ros como, pd dé h;drozlscide profeico (PHP) e hidrolisado pcmcmc?;co de
caseina ¢ ‘Nz-amine A“, da Shietfield Praciuc*?s, Norwich N‘z’) que emraquecidos com
complemenms vitaminicos, usuczimeme tiaming e nigcing, em diferentfes
'-c;oncemrc:c;aes, caracterizam o cultivo de excelénela para a produgaa de "SE°, em
farga: escaic: {SURGALLA et af, 195%; DACK 1%8 KATO etal, 1966 REISER & WEISS,
1969; METZGER ef-al 1973; VANDENE@CSH er al, }9?3 PEREIRA et ¢ 1982 o
SU & WONG, 1993) ROBBINS et af (1984) MELCON%AN em:‘ {1?83) & LOPES ef al (1991}
: obsermrqm con’rudo gue, 08 caldos de- mfusqca de cérebro @ coragaa e ?np’rscc:selna
cle sc};a vitaminicomente- supiemen‘rados, eferec:em boas Qondigoes pcm a sintese de
_ en’tero’roxmczs, ehmmendo com isto as dlfcuidacﬁes de acesso comeicial ao melo “Nz-

Arine A", '

- 2.7 - Métodos analiticos para Qvenguagao e detecgdo de enterotoxinas
esfaf;!océcmas

2.7.1 - Bioensaios

_ Os. amma;s mals comumeme u’nimdos parc o dagmsmo de "SE”, sdo,
entre Qu?ros ga?os (f;!ho?es 1=t aduﬁos) cidmmis?rcsdc)s por via intraperitoneal ou
infrovenosa & macacos Rhesus {’Mocaca mui!afa}, adm;ms’tradm viar oral O teste com
gatos foi proposto e estudade. Dor: DOLMAN et gl (1940) & HAMMON. (19:11) que
infetavam- aproximudqmen?e 2t de ioxina fll?rada e tratada com formaideido.
Anteuormenfe BARBER (1914) e JORDAN ef c::i (%93}), & haviam reporfado o utiizagdo

_de macocos
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SURGALLA et of (1983) propuseram a.concentracdo da amostra teste no
sentido da obtencdo de uma 'm.eIth .'res__pdsfq no teste deemese em macacos Rhesus,
- Assim, o administragdo de extratos cenééhﬁdﬁaa em até 20 vezes o volume inicial da
cuiturg, em porgoes uproximcrdas de SDmi. vem constituindo a dose rec:omendadcz &
que & c::pilcadcs a cada frés grupos de sefs anmais O ?es?e de reagmo emética em
macacoes permanece aie o presen’re momen?ol cOme metodologia. comproba?oric:
pArG en‘re&rc}?oxinas desconheczdczs KX nao camc’ferizudas conforme. utilizado por
HOOVER er al {1983), KOKAN & BERGDOLL (??8?) RG] & WONG (1993} considerando-
se como. en?eramx inas es?dleacecicas ?odms substéncias que, uma vez
m?ragc:s?ncamente administradas, de?ermmam reacdo emética nestes animais
{SURGAiLA et f;:,-' 19563y,

Ern 1993, CAFARCHIA et @l prc};:auseram Fe’ uﬁhza@c&o da forma lagvar de
An‘@mfa sa!mcr com vistas & defermmag:czo de en’rero‘roximdade de S.aureus. Neste
bioensaio, o grau de toxicidade é d;re?cmenfe relc:monade} & percen’ragem de morte
larvar, tendo paralelamente, sido CI produgaa de enferotaxmc:: avaliada par “RPLA.

Permaneoe, contudo, G?e 08 ﬁlas CITUCHS sendc o respos?g emeética
cpfesenmdc DO¥ macacos Rhesus e mcﬁs proxama daqueia que ccorre ne homem,
Estes c:tmmcnsg néo aptesentom as ;n‘?erferenozas observadess com gatinhos & larvas os
Qs es?c:c; sujeitos a reacdes ndio especnflcczs As d|f;caldc1das referentes ao emprego
de mc:ccacos es?c:o feiac;onadcﬂs com: cus?as de mz}nufengc}o e, principalmente, com
o perda de senmbsiidade decornente do- desenvcaiwmen?o de anticorpos especn‘;cos
apods sucess;v::}s adminishracées (E)AVES@N er al, 1933; DACK, 1963; MINOR & MARTH,
']??‘2)

2.7.2 - Métodos imunolégicos fradicionais

A partir dos estudos de DAV SON et af (1933), é que se confimaram os
olt ncrpios de antigenicidade dc:s emeromxmcs estafifocdeicas, Como esias
subs?anc;as s&o profeinas Simples, nao: ;aczss:vets portanto de defec:c;oo por meéfodos
quxm:cos s ’recrucc:s de detecgdo passc:ram @ se fundamentarno: ugo de anticomos
: espec:sﬂcameme preparados o

 As reo«;oes de mrec;;;z’raga@_em Ggar ou. ngfcse confotme proposicoes
dle OUCHTERLONY(?%?) QUDI N(WSQ) e‘_@; _ CH?ERLONYU%S} ot :cergcm os principios
1munaiogzcos do mefodo que fol pauiahnameme‘ desenvolv;do g melhorado.
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Fstes testes, fundameniam-se na capacidade do antigeno
(enteratoxing) interagir com anticorpos policionais especifices & de fitulo préprio,
pemmitindo a formagdo de um precipilado q‘ije se denoming precipilina. A uni@o do
antigeno-anticorpo, incorporados em uma placa de Ggar ou agarose, determinard o
aparecimento do precipitadoe, que. se mos?rc: COMo UMma- banda ou finha branca, de
facil Ielmro e observagdo, sendo que a dzs?c:mc:a pezcomcic: por esta unido é
a:iiremmen’re proporcional & qucsm‘;dczde d@ anﬂgeno presen’fe na amostia ieste,
Quando os dois componentes.sGo dispes?os, sepmradamenfe, no suporte de agar ou
agarose e se ambos se dn‘undem um em dirego ao outro, a técnica é
denominada imunodifusdo dupia Par Ou?ro lado, - quando. s6. © antigene se
movimenia em dire¢do ao anticorpo fixo, o'método é- ciemmznade de imunodifusdo
simples (MINOR & MARTH, 1972 VARADARAJ & RANGANATHAN 1989, BERGDOLL, 1990,

CASMAN el af (1969}, o pamz da minia?urlzc:gao do procedimento
es‘rc:be!ec: do por CROWLE (1958), no qual-pedquenas quantidades de reagentes
uhitzmﬁes conferem sensipilidade e veloczdade & reagdo, uniformizaram o
- proced:menm imunologico denommado micr@ -slicle gel double d;ffus;on test” {micro
fmunod:fusczo eny iomina) gue Qpresen?a nivel de detecclic gue se estende gié
O, hugfmi. Es?a ?ecnica, pemmite evidenc;ar a presenga de “SE” diretamente dd
araostia tesmdc:, enfretanio, apresen?c: as cﬁesvamagens de exigh uma prévia
separagdo dos constituintes so%uves e insz}iuveis e, fingimente,; cuidadosd
cencentragao da amostra. Esm aumenfca mw‘fa ] tempo da andlise & requer passoat
espec:laimenfe ccnpacz?acio [sls{{e o] execugco (SENNETT & McCLURE, ?976)

Por suc vez, & me‘fodologza denominada ‘Opﬁmun Sensitivity Plate -
5P {Sens&t}iiidade Otima em P%aca) pfepas’fq por ROBBING . &f ol (1974}, foi
considerada edequadamenfe sensive% para Nl avai:agao de linhagens
en?ero?ox:gemcas Este método & efe#uade de forma gssociada com téonicas
seieclomdcs de produgdo de enteromxmas, quefsejc em membrcmc: de didlise sobre
- Ggar {HALLANDEQ 1965; JARVES & LAWRENCE 1970), quer em saco- de didlise
(DONNELLY-eT al, 1%7) Atinge nivels de. ﬁe’facgao préxirnos a 0.5ug/g de enterofoxina
ng culburg, sendo que, quando ha cancemrac;e::o do ﬂuidc} sobrenadan?e aeste iimite

é estendido & G, Tug/mt (ROBBINS ef o, }??4)

_ Outros modelos de prooedimen?e anaiftico: |c:1 forarm dgescritos como
difus@o ey iubo capilar (descrto porf:’F’ N{:‘: & WAGNER 1971), feste quantitativo de
precrpmna (utilizado por SiLVEQMAN 1%3) Tes?e de -eletrolmunodifusdo-
irmunoasmoforese {proposto por LAURELL ‘i%é) e ginda © "RIQ” - Imunocosmoforese
reversa (descrito por KIMBLE & AN@ERSON ‘19?3} an’rre‘rame, recdi sobretudo o "OSP"
(RGBB%NS et al, 1974), o maior nivel de- ace ?ac;czo, quer seja pelos resulfados: ofarec;dss
quer pela aplicabliiciade fcml;dade de mcmuseio
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2.7.3 - Métodos imunoidgicos finos

Considerando que um numero bastante significative de linhagens
' enferamxg@nicas sintetizam quam‘;dczdes de *SE* multas vezes inferiores o 1ng/ml, as
~enterofoxinas ndo serom, portanio, alcangac&as peios metodos. de imunodifusdo
' qnfenmmen?e comentados e, dinda c:sszm, sencem cc:,f:)czzes de provocar intoxicagdo
cuiimenmr (IGARASH! et af, 1986; EVENSON etal, 1988 KE}KAN & BER{—}DOLL 1987).

Este fato, fot ciaramen’re ewﬁenm‘ado a partir dos ques?tonczmentcs que
:-pczsscrczm a exfsﬁr a respeifo da eﬂcétcia dc me'?odo de imunodifusdo “OSP*, quando
isolados de S.aureus, procedentes de ai;men’ros :mpl jcados.em sur?os se. c:prasemamm
-nagaﬂvos para a producdo de en‘refomxsnas mu;’fo emborg se ccmpermssem de
formc: pasmva no-feste de reagdo emeﬂc:a e'__"gmcicacos (KOKAN & BERGDOLL 1987

Assim, procedimentos que- possam ser d;ra‘rameme gpl:{:ad@s aos extratos
de alimentos, pemmitindoe nivels de defeogao aba;xo de wglmt (proximo o
0,141 Sng;’mt) & porfanto, de malor: ch{dade que o me‘todo ce . tmunod;fusao am
-1csmmc} YETY carac?enzar o peffil- de"m _':Tocies de maios Gbrczngemcm} que se
-campaﬁb fflzam ccm Q8 !mhagens praduf"rc:s de “SE" em quan‘f%dcdes diminutas,
perm:’rinde concomi ’rcmtemen’re emre ou‘rrc;ss mnmgens, a c}b’fenqao de resultados

em ?empa mais GGl

Técnicas de hemug!unnagao u‘ﬂlimndo efitrdcitos de cameiros i& foram
desc:r%fas De acordo com @ propoggao de- JOHNSON et a! (19867), 08 efifrdcitos, uma
vez gue nc:o possuem sitios receptotes: para a melécula de “SE”, s@o fornaldeizados,
-recotaer?os com Geido tanico e sens:bz zados c:om emerotoxma Na presenga de
_espectficos anticompos, os erifrdcitos :rao srafrer agiuﬁmgao Neste CASG, 0§ erlfrocn‘es
_fuﬂc:ionczm como meros cmrreadares cia c:rz’ugeno; ccracfenzandc a hemagiutinagdo
~indireta ou passiva ("PHA"). Baixas, concen’rra@oes de “SEB", g porfir de fluidos
sobrenadantes, foram detectadas por es’re mefodca

Ja na hemagiu’uncega@ feversa pc}ssiva {"Reversed passive
hemaggiuﬁncnon asscay, RPHA®) | ciemens‘frqda por SELVERMAN et ol (1968), os
gritrdchos fratados com dcido ténico sc:o sens bzi zados com moléculds de anfifoxina

' prese{vados cony formaldeldo ou Gidezdo ép;ruwca para posferor cap?czgéo direta do
enterofoxing conﬂda na amostra teste. Cencemragoes de até 0,007ug de “SE foram

enccmfrc:dcxs por estes autores, com o usa des’re procedzmemo

Aperfe.igoamemo destay ‘_f;é.c-r_;_it;:;;iz': -ffa_i- sugerici(ﬁ_ por YAMADA et of (1977),
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que utilizaram imunogicbulinas antl A, B, C, D e E, sorofracionadas por cromatografia
de afinidade, o que propercionou uma significativa redugdo de reagdes inespeciticas
corm os componentes dos alimentos Té‘-éf.g‘.das;( Deteccdo de C.07ug/mi de "SE”, sem
concentragio da amostra, fol observada ern um reduzido periodo de 3 horas.

| Outra variagdo deste método-foi estabelecida por SALOMON & TEW
(1968), que consideraram os "p'rébi"em'cé apresentados pé%as técnicas de
hemaglutinagdo e os relacionaram,” sobre’rudo, fe3 preparagdo, padronizagdo e
- estabilidade  dos. reagentes, Des’ra ferma os aui‘mes sugerlram La] subsmuigéo de
ertiéeitos por particulas de iatex de mitesﬂrer}o que seriam sensnbzﬂzodczs com ¢
antitoxina es;:aeciflccj carac’ferimndo ad Ggiuﬂnagac} reversa passwcz em latex
{"Reversed passive latex agghuti ﬂCﬂ'iOﬂ, RPLA Y. O método fol considerado simples e
sergivel, entretanto mostou-se - pouco especxf:c;o porque as pﬁr‘ncuic}s de I&tex foram
-_ sensibllizadas com antitoxina néo punf cadcs De acordo com ODA et ol (1979 apud
FUJIKAWA & IGARASH! (1988), este pfob%emc: fof pronfc:meme solucionade com d
utilizacdo de anﬂgenos out f|c:ados

PAQK & SZABO (1986) ava!czram qmi’ro lotes do conjunio de reagentes
do "SET-RPLA” (Denka Seiken Co. Ltci Tokyo) com VISTGS & ef;ooc;a do prec;edimento
Os autores. observaram elevada espec:f;czdade & -sensi btftdade, confirmada pelo
menor fimite observado eguivalente a O, ?Sng;‘g de SE (A B, O detectadas em
came cozida de vaca e pery, presun’ro e queijo Os: procedimemas de extraciic e
concentracéio das c:mos‘rrc:s foram simg}ies e os resui?odos farneczdos em um pericdo
cie 24 horgs. -

De maneira similar, ROSE ef af (1989) avaliaram amostras de diferentes
prsdutos ldcteos e obfiveram também com o sistema “SET-RPLA” niveis de detecgdo
estabelecidos em 028ng[g de "SE”. Os au’rores relataram ainda que reagdes ndo
.espec: ﬁcas so ocorreram cam 08 prociu?os que foram manufaiurados com rening e que
estas rec&goes puderam ser mi nimichdcns pela adzgao de 10mM de hexame?afosfc}fo de
~sédio ao pmpria diluente fornecido pelo ms’femc: IGARASHI et ol (1986) relataram
- como-sendo de 1,0ng/ml de IS8T -1 o menor indice de detecedo e, em extratos de
produtos ¢ base de peixes, SANJEEV & SUREMDRAN {1992y obtiveram, em 24 horas,
fesultados para “SE” (A, B, C. ) sﬁuadas en‘rr@ O 30:0; o0ng/g.

FUNIKAWA. & ICARASH!I (1‘?88) a;aerfagoqrczm o método "RPLA” atraveés do

HUSG de par‘hcuias de latex de alig densidade- (tmmutex”, 1 5gfcm3 &1 29,Lfm} tendo
ern vistd sobfetudo o reducéo c:im ?empo cie re{:ﬁiza@ao do ensgio (Rapido "RPLA").
Andlise | comparc&hva enire as duas ‘rec:mcc:is demostrou elevada sensibiidade
= aspecafzcidade atingindo nivels de E}Sng/mi de "SE”, obfi dos: tanto: pam fluidos
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sobrenadantes de culturas como para alimentos, © tempo de incubagdo por sua vez,
foi reduzido de 16 para 3 horas. Uma oufrc:t alfercgao proposta para ¢ redugdo de
tempo- de incubagdo fol proposta por BANKES & ROSE (?4?89) que . obtfiveram,
resultados em 4 horas, implementando o procedzmemo com ¢ cen?rafugogc:o prévia
de 10@ da amosira durante 90 minutos.

Um outro-método rapido e b‘as’f‘cﬁh’fe sensivel € o radioimunoensalo ("RIA -
Rmdmmmunoassay”) e, sua Gpiicc}bmdade ‘parg detecgao de enterotoxings em
alimentos fol relgtado por BERGDOLL & REISER (1?80) Este. procedimento foi
primelomente aplicado por JOHNSON- ot ai (1971 e CGLL%NS et al (1972), que
obtiveram indices de deteccdo sﬂumdcs enfre Ta l0ngiml. © pnnmpm que norteia
este procedzmen’ro estd baseado na reid_ czo enire o en?erawx ina néo marcadc: 8
contida na amastra taste e @ en‘rerotoxmo mercacicz com 1125, que i compatir pelo
IMesmo. sma de igacdo localizado no anﬁcorm quorwde em.um suportte inerfe, O Hpo
de suporie, pern como o modelo conﬁgura?iva do ensaio, pcdem ser varidvels,
confoime relatadoe por MILLER ef ol (19?8) Este metodo apresenta contudo, o sério
inconveniente da utllizacdo de mcﬁenai radh loativo, o que gerc: riscos aos 1écnicos
enyomdos e qo meio ambienie, e, gindg, requer mfraes’rruTu{a e equipamenics de
custo operacwna! elevado {THOMPSON e? af 1988; BERGDOLL 1990B).

Fol com ¢ advento do mefodra c:le “ELISA - Enzyme ienked immunosorbent
c:ssay" gue as desvantagens c:pfesenmdas peio' "RIAT vieram @ ser superadas. Este
meétodo é de execugdo simptes e aprese-nm resu!’tados rapm:ios e sensiveis. Foi
apresentado, por uma primeka vez, ;:ror SAUNDERS & BARTLEIT (1977, para «
detecgdo de "SEA". . Os autores: Trabaiharc&m cOm; amoestias de lelfe integral, meoionese
e cachorro quente e vetificaram, nes?e enscuo uma sensibtizdade de 0,4 a 3.2ng/rmi.

O método de “ELSA", de GCQE{:i{:} com BERGDOLL (1990b) e NOTERMANS
& WERNARS (1991), baseia-se nos mesmos piificipios do "RIA”, sendo que, neste Ultime,
ocorre d substituigo do marcador radiodtive por uma enzima, Configurativamente, o
teste de “ELISA" serd competitivo. c;uando a anhgeno da amastio teste (“analyte™)
competir com a fgG (imunoglobulina G) marcadc:l com enzima pela mesma ligagdo
com o anticorpo especifico adsorvido g Ui supor?e seiido Aligagdo dalgl marcada,
deciesce proparclionalmente em - _f_u_.n" O da p_resenga da amostra teste. A
concentragdo de antigeno da amostra, neste caso, & inversamente proporcional ao
produto formado pela reagdo enzi matico; J& n{; e{zscxia ndo. cempehﬂvc:, comumente
cﬁessgnado modelo “sondwich”, os cm‘riccrpos sao c:dscarwdas em umda fase solida e
incubados com a amostra teste. A Qua idcide de antigeno adsorvido ¢ medido
iqn@qndo se mdo- de cm’r:corpos lIngOS d'enzzma (con ugado) Apds adigdo do
subs‘rra?a (agen‘re cromdforo), em se Gcmrrendo reagdo: posz’nvc: 6] surglrcoiom@ao
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perceptivel fambém o olho nu. Neste modelo, o antigeno deve dispor de, pelo menos,
dols e-pifo_p’c:;s {sitios de ligacdo) para o anficorpo. Existe o vantagem de gue o cor
desenv'o!vidc: 2 a guantidade de enzima & diretamente proporcional-d concentragdo
de enterotoxing contida na amostra (SAUNBERS & BARTLETT, 1977, STIFFLER-ROSENBERG
& FEY, 1978). As enzimas, por sug vez, companveis ele preparo do conjugado sdo
jpemx}dase B-amilase e fosfatase, apresenmndo esta. difima maiores van’ragens am
fungGo de menor custo € o ndo {:onmfo com subs’{ancms téxicas, por ocosido do
- prepao (STIFFLER-ROSENBERG & FEY, ?9?8 FREED etal, 1982.e FEY ef ol 1984).

A fixacdo dos. cmﬂcc)rpos pode ser feita através de placa de roicrotifulo
que & capaz de feceber vahas amosfras Existe a necessidade de se gnexar
urn leltor de placas (modeio comerc;c:i INT- ELiSA Dr .S, No‘fermans Bilthoven, The
Netherionds”), Uma oulra c:nemcmvc.:: relamena»se com © suporfe: :::z’e beias de
pohes’nrem, gue pemmite a andtise de um voiume maior da amaostra, confsrme as
marcas comercicis s “TECRA kit” (Biacen‘ferprlses P?y ttd. Roseville, New South Wales,
Austrailicsy & “SET-EIA kit” (Labor Dr. Bomell AG, Stationfrasse 12, CH-3097 Liebefeld, Bem,
Switzedand”), cujas leituras podem ser efetuadas em quaiquer colorimetro.

A utilizacdo de anficorpos: de c&::p’furc monovalente conterlu ao metodo
de placa “ELISA, RIDASCREEN” {Re Bapharm GmbH Darmstadt, Germany} uma sérig de
"vantagens que j& vérm, prontamentsg, sendo Gprovelmdas com vs‘i‘os é} detecgdo
mals refinada de enterotoxinas es‘rc}f;{ocomcas, destacando-se, entre estas, seu
eievadc; grau de espeficidade (PARK ef a! }994) Jd & modelo denominado “FELISA,
Huorogenic enzyme Hinked ;mmuneserbem assay desenvolvido por BHAT ef al, 1994,
com visias & deteccdo de “SEB”, pr:mcz p@a senszbsiidada alcangando limites de
detecgGo de 0, Mg/ml para toxina purif icada e de, pelo-menos, 10pg/g pora al menioc
contaminddo. A “Avidina- Blofing ELISA pramsw por HAHN ef gl (1988}, e gvaliada
olels ADESlYUN etal (1992) representa, ?c:mbem, ensaic comercnaimen’re disponfvei

: Cenforme demonstiado por’ NOTERMANS ef of (1978} KUO B SILVERMAN
(1980), KAUFFMAN (1980), BERDAL et al. (198}) FREED ef af (1982), NOTERMANS ef of
(1983), FEY ef of (1984), PARSONNET ef af (1985), BAUTISTA et of (1988), EWALD (1988),
WINDEMANN et of {1989), VALLE et o (.]9”.)._  GOYACHE of al (1992), MATHIEU ot of
(1992’), NANU & NARAYAN (1992), P-ARK-Q%{,@? (1992), PARK ef o (1993), BENNETT &
McCLURE (1994), diversos frabalhos tém abordado o desenvolvimento, ofimizagéo e
aplicacdo do método de “ELISA™, que c:’rmgiram em medio nivels de detecgdo
situados na falxa de 0,1-0:5ng de "‘SE’*ig de aiimemo '

WIENEKE & GILBERY (WB?) BANKES & QOSE (}989) MATHIEU et of (1992) @
ADESIYUN ef of (1992) reportaram que mn‘ro © fes?e de RPLA”, como © método de
“ELISAY, aplesentam vaptagens Comuns _cz-uqn_tc_: a prontidéo de resultados (1 a 2 dias).
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simplicidade de execuclo e sensibilidade afé o limiar de 0,1-2,0ng/g de
enterotoxing, O teste de "RPLA" -cﬁpre‘éezn‘fu contudo mgior simplicidade de
execugdo, requer menos equipamentos, _:mc‘js & menos sensivet (0,28ng/mL) em
comparag@o com o teste de “ELISA” (0,tng/ml). O custe de ambos, para cada
ensaio, sifuc-sé na faixa de R$10,12 SUS 10). |
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3 - MATERIAL

3.1 - Linhagens teste

Forarm utifizadas 14 linhagens teste de estafilococos coagulase negativos
e pauciprodutores de enterotoxing de A a £, com capacidade de sintese varando de
1,4 a 16,8ng/miL para uma ou até trés enterctoxinas, segundo a  Universidade de
txtremadurg, Cdceres, Espanha (VALLE ef ¢l 1990), de onde procedsram. bstas
inhagens, coletadas a partir de sftios anatémicos de cabras sadias, foram obfidas por
infermédio de Dr. Meriin S, Bergdolll, ¢ se mostravam assirn distribuldas: S.caprae (2
amostras), S.chromogenes (1 amostra), S.cohnif (1 amostia), S.epidermidis (1 amostia),
S.haemolvticus {2 amostras), Shyicus (1 amos?rd), Stentus {1 amostra), Ssciurl (3
amostra), S warmer {2 amostras) e S.xyiosus {2 amostias).

A Tabela 3, p. 42, relaciona as inhagens feste em conformidade com o
tipo e quantidade de enferofoxina e o Tabela 4, p. 43, as dispde difabeticamente por
espécie e tipos de enterotoxing produzida, segundo VALLE ef af (1990).

3.2 - Trezentos gramas aproximadamente de queijo “tipo Minas™, semi-
curado, suspeito de causar intoxicagdo alimentar humana
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Tabela 3 -Quantidades, tipos de enterotoxings e linhagens teste usadas na

pesquisa’

Staphylococcus Referéncia Enterotoxing

Tipo Quantidade (ng/mi)

epidenrnicis 10 A 40
cohnf 366 A 2,2
wamern 14 B 3.6
haemolyticus 2314 B 2.5
wonet 224 B 16
cohnil 366 B 8.6
haemolyticus 167 C 3.9
chromogens 146 < +
cohnil 366 < 51
haemolyficus 214 C 57
hyicus 129 C *
xylosis 141 C 5.5
Xyiosus 335 C .1
caprae 163 D 9.3
caprae 339 D 1.4
haemolylicus 167 E 16,8
capraeg 163 £ +
fenius. 44 E 51
xylosus 335 £ 4.6
sciurt 308 E 38

Do acordo com VALLE ef ol (1990)
+: presente (ndo. guaniificada)
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Tabela 4 - Linhagens teste e fipo de enterofoxinas usadas ne pesquisal

Staphyiococcus Referdncig Tipos de toddna
COprae 163 D, E
CADrAs 339 B
chromagenes 1456 <
cohrif 366 A B C
epidermidis ! A,
hasmolyicus 107 C.E
haemolyiicus 214 BC
hyfcus 129 .
lentus 44 E
sciud 308 E
xylosus 141 C
xylosus 335 ok
wormner| 14 B
warnert 224 B

Ine acords com VALLE 87 ol (1990}
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3.3 - Equipamentos, meios de cultivo laboratorial e reagentes

Agar azut de O-toluidina-DNA, segundo ABNT, MB-3464, 1991, Anexo 1, p, 108;
Agar “BP”, dgar Baird-Parker, Biobrds, Bioguimica do Brasil, Belo Horzonte, MG,

“BH{"- “Brain hearth.infusion”, infuso de cérebro e coragdo, Biobrds, Bioquimica
do Brasl, Belo Horlzonte, MG,

“BHI"-2x - “Brain hearth infusion”, infuso de cérebro e coragdo em concentragdo
dupia, Biobrds, Bioguimica do Brasil, Belo Horzonte, MG,

“BHI“-2x-0,5 - “Brain hearth infusion”, infuso de cérebro e coragdo em
concentrac@o. duplo, Biobrds, Bioguimica do Brasil, Belo Horizonte, MG,
acrescido de 0,5% de °YE*, “Yeast extract”, extrato de fevedura, Oxoid Ltd.
Hampshire, United Kingdom;

Agar P, sequndo KLOOS et of (1974). Anexo 2, p. 109;

“PCA” - “Plate count agar”, dgar padido para contagem, Difco taboratories,
Detroit, Michigar;

Agitador com temperatura confrolada, "Queue Orbital Shaker”;

APT, dgua pepionada tamponada, Biobrds, Bioguimica do Brasil,
Belo Horizonte, MG

Centiffuga refrigerada, marca Beckman, modelo J2HS;

Cotuna cromatogréfica, “Sepharose-68, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsalg,
Sweden ; '

“ELISA-RIDASCREEN?, R-Biopharm GmigH, Darmstaadt, Germany;

“ELIBA, SET-FIA”, The Bomelii ball kit - Dr. Bomelli AG, Stationtrasse 12, CH-3097
Liehteld, Bemn Switzerland;

Enterotoxing padrdo, "Crude enterofoxin®, Toxin Technology, INC., Hotida, Miami,
USA,
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Espectrofotdmetro Ustraspec tll, Phamacia, Uppsala, Sweden;

IgG nomat e puiificada de ceelho, produzida pelo Servigo de Pesquisa, DCPD,
FUNED?;

“Nzd - “Nz Amine A", extrato pancredtico de cuaseina digerida, Shefield
Products, Norwich, NY, USA, a 4% acrescido de 1% de "YE” - "Yeast extract”,
extrato de levedura, Oxoid Lid. Hampshire, United Kingdom, 0,001% de

L-cirgining, Sigma Chemical Co., 8t. Louis, Mo., USA, e 0 1% de KH2HPO4, Merck;
“Nz6&” - "Nz Amine A", exitrato pancredtico de caseina digerida, Shefield
Products, Norwich, NY, USA, a 6% acrescido de 1% de "YE” - "Yeast extract’,
extrato de levedura, Oxoid Lid, Hampshire, United Kingdor;

“munoSCAN Staph Latex Test”, Baxter Healthcare Corporation, Deerfield, UBA,

Membrana de didlise, “Spectia/Por membrane dialysis fubing, 6000-8000,
100mm flat width®, Los Angeles, Califomnia, USA;

Placas de microtifulo, "Cooker Microtiter U or V*, Coming, Los Angeles, California,
US :;;

“PEG “15-20000, polietileno glicol, PM15-20000, Sigma Chemical Co, 81, Louis, USA;
Sacos de celulose, “Union Carbide Corp., 3,5cm flat width”, Chicago, i, USA;
“RELA” ou “SET-RPLA, TD-900", manufaturado por Denka Seiken Co. Ltd., Japan,
cometcializado por Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England” e adguirido, no
Brasil, junto a Valée Diagndstica, $Go Paulo;

“TYE* - “Thptone”, Hiptona, Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA, a 3%

acrescida de 1% de “YE - *Yeast extract”, extrato de levedurg, Oxoid Lid,
Hampshire, United Kingdomy,

3.4 - Ouiros equipamentos, meios de cultivo laboratorial e reagentes de uso
geral em laboratério
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4 - METODOS
4.7 - Métodos: para avaliacdo das :!inni;fgens teste
4.1.1 - Estudo taxonémico -dds'iin‘h'a'g_éh's_:-ﬁa_si’a

Tentou-se ¢ clczssiﬁca@ﬁo'ﬁdahsof}iana das finhagens teste utilizando-se
o programa “Sistema de Matiizes de Similaridade”, da base de dados: dey Fundagdo
Tropical de Pesquisas “Andfe Toseile" Cammmas ap, f@adapmdo por Lurz Roberfo
Martin®, o partic do programa: ori_gi_n_c:% _ci_c:i " Notionat  Collection of Yeast
Cultures”, cujo mecanismo de anuselo pode ser consuftado com detaihamentos
em LAPAGE of ol (1973) € GALLO (199{_:1)_ -apuﬁ_mav ALHO(1994),

Tomaram-se como base para elabomgao de matrizes pubiicagoes
descritivas de espécies estaﬁiocccmas eicbomdas por KLOOS & SCHLEIFER (19?5@&3)
SCHLEIFER & KLOQS (1975), HAJEK (19?&) KiLPPER BALZ & SCHLEIFER (1981} SCHLEIFER
ef ol (1982); SCHLEIFER & FISHER {1982) KLOOS et-ol {1976); SCHLEIFER ef of (1983);
KLOOS & SCHLEIFER (3983) DEVRIESE et crf(1983) SCHLEIFER ef ol (1984) de jo FUENTE
et of (1985 E}EVRIESE etal (1978 HAJEK etal (1986); FRENEY et d! (1988) VARALDO
et al (1988); IGIM! et af (1989); BANNERMARN & KLOQS.{W?O} IGIMI ef of (1990} KLOOS &
WOLFSHOML (1991); Subcommites on I"qmn'om-y of Staphylococci and Micrococo]
(1965) e Bergey’s Manual of Determinative ZBdcf'erfoZ'ogy % edigdo (H‘O'LT 1994). Qs
crférnos fene’racos uma vez cmrelemomdos para as matizes, foram aplicados as
imhqgens teste usadas na pesquisa, de acard@ com procedimentos esfczbe lecidos por
KLOSS et al (1974), Mac FADDIN (1980) e VANDERZANT & SPLITISTOESSER (1992),
conforme sumarizado ng Figura 1, p, 47, e de acordo com @ abaixo desciifol

i~ Ensciios rorfo-tintoriais: aparéncia de bordas e superficie s pigmentagdo de
colénias em agar P, arranjamento celular; coloragdo de Gram; erescimento em
égar “BP”« o .
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i -~ Ensgios bioguimicos: crescimento em diferentes condigdes de tempo e
temperaiurg; exigéncias atmosféricas em melo fluido de toglicolato; produgdo
de acefil metit carbinel, catalase, coagulase livie, coagulase I%g_-c:da,. nuclease,
fetrnonuciease, oxidase e arédsé.i. reqcdo para vermetho de metla; reducdo de
nitrato; utilizacdo cerdbica dos monossacarideos L{+)yara binose, B-D-Yfrutose,
1207 fuCasé, D(+)galactose, 'D(+)giic<')sé'- D(+)manose, D(-)ibose, salicina e D(+)
xilose; utilizagdo aerdbica dos di e frissacarideos e dos aglcares alcodlicos
factose, malfose, DE)manitol, mfmcse sacarose, D(+)trealose, D{(+)turanose,
rafinose e xifitol; utilizagdo cfnc:erob ca de D(+}giscose e D{+Ymuanifol; ufilzagdo

- de argining; perfi hemolitico em czgc:f sc:zngue humano, ovino e bovmo perti
oxidativo e fermentativo; Tolerancm ao-NaCla 10, 15, 18 e 20%; resisténcla aos
antibiéticos oxacling (B,ugimf_} e novobioc:m (T6ug/mi) e suscep’r bilidade &
fisostafing (25ygfm£)

4.1.2 - Produgto-de- enterofoxmcas pe!as lmhagens teste, em meios de cultivo
laboratorial (Figura 2 '

41.2.1 - Método da * membrana sobre Ggar”

Apds ob}‘engao de cuimms }ovens das imhc:gens togte pof incubac@o em
caldo “BHI*, durante 24 horas a _379(}_. :plqccs de “membrana sobre agar”,
preparadas com 25mt de “BHI"-2x. r‘ééobéﬁtss com disco de membrana de didiise,
foram inoculadas corm G,5ml de Inocuio & incubadas a 37°C, por 24 horas. As culturas
assirn. otz‘r:das toram lavadas com 2, Smi_ f:ie Na ZH PO4 3, m M, em trés empasf Usango-
se tmb, imbL e 0,5ml deste ?ammo e) Hquido de lavagem foi cemrifugc&do sob
refrigeracdo Q- 7400g, durante QDmin e sobfencldan?e utilizado para averiguagdo
de producdio de enterotoxina de Gcorda com HALLANDER (1%5) CASMAN ef of
(1969) & JARVIS & LAWRENCE (1970). Comparativamente, obedecendo o este
delinreamento, outras formulagdes .de'.-ff}é.iés '.-;sc’)'Iidos;, contende 1,5% de Ggar-agar,
foram testadas além do meio *BHI2x:

i~ “BHI-2x-0.5
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L. '{YEH:
i~ "Nzo"

iy -"Nz4”,
4.1.2.2 - Método do “saco de didlise”

Fortam adicionados 50mL. de caldo “BHI"-2x dentro de sacos de celulose
de 47cm, que, apds fecharnenio das ducs pamas, foram dispostos em friascos de
“Erlenmayer” de 250mL. Uma ver @sfeniizados adicionaram-se 20mt de de Naz2HPO4
0,1M esterl e, em seguidd, 1mi do tnécuio bacteriano prepdrade conforme
descrifoem-4.1.2.1. Osfrascos foram mc}nhdos am agﬁader . 280rpm 0. 37°C, durante
24 horas, Das c:uf‘rurcxs cen?rifugadas ?omeu«se o fluide sobrenadante para pesquisa
de enterotoxinas de acordo com DONNELLY et al (1968). Compara%tvamen?e, outras
formutagdes de melos liquidos: foram tes?c:zdczs parg a producdo de en?erofoxmas
conforme an’rerzcrmeni’e descrito: em 4} 2.1, ‘Com intuito de se- reduztr o gmu de
-dlluzgao c:ia erterofoxing presente; _3 Dmi. cie ’rampao fosfato forc:m tczmbem utiizados
em expermento. paralelo. Prevendo»se, c:mcia, o pass;bz daf}e de. c:usenmcz de
preciur;ao de enterotoxing nos fluidos sobrenczdon’res das amostias apixcou $€ POrg
estas o proeed{mento de cancemrﬁzgao de fiuidos com “PEG 1820000, ufiizando-se
para tat agitagdo dos frascos de Er%enmeyer em: mglmdor a 200rpm e se
trabalhando somente com dois rmelos cie cuﬁzvo laboratornial que-foram selecmnados
- em funt;,ci@ do- meihor desempenho ap{esenmdo anTerwrmenfe :

413 - Detecgao e qucn’ﬂf:cegao de entemtoxms produzidas pelas linhagens
tesie, em meios de cuﬂzvo labomf@nal {Figura 2y

4.1.3.1 - Método da sensibilidade 6tima em placa (“OSP”)
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Para o confirnagéio de gue as linhagens teste eram efelivamente
pauciprodutoras de “SE*, utiizou-se o método “OSP”. Neste teste, de acordo com
ROBBINS ef gl {(1974), 3 mL de agar Noble fundido foi adicionado a placas de Petii de
50mm de didmetro; uma vez solidificado, o dgar foi perfurado, de forma a constituir
sete orfficios, seguindo molde proprlo a antitoxing especifica (4ug/mb) fol colocada
ne orificio central, a toxina padiéo (EpglmL) fof disposm nos dols arificios menores e
amaostra teste nos qua’fro onficios mais ex’femos As placas foram incubadas a 37°C,
por 24h, em camara grnida. Reagdes gaosihvcs foram determinadas pela formagaa de
linhas de precipiting formadas-enfre os amosi‘ras a testar com o toxing e antitoxina
pcdrae Fluidos sobrenadantes concen%rados foram tarnbém ?es?ddcss por asie
métoda,

4.13.2- Metode de aglufinagto pc:sswa feversa em iatex (“RPLA" ou
“SET- RPLA")

Os procedimentos deste ensaio foram realizadoes, em trhplicaia, de
acordo com IGARASH! ef af (1986), fc}zendo»se 480, para conﬂrmc&gao da presenga de
enterotoxing, de fluidos sc;brenadc:m‘fes de- cuituras antetiormente obfidos. Neste
procedimnernto, 25ul da amoshra d se pesquzser foram aplicadas nos-cifficios da placa
de microfifulo e, em seguida, adlcmnaram 56 oufros 25ul de patticulas de iQtex
sensibilizadas.com antitoxing, espemﬁcc} A placc{ de mzcrc:’ﬂ‘ru!cm uma vez. inoculada, fol
manf;m por até 24 horas & Tempero’rura ambteme, sem’ qglmgao A lelturg foi
procedida confra uz moiden?e em coniador de coldnias.

Seguindo Q;iem‘_q-gé‘o .de--‘-P‘A-R{.K_-S; SZABO (1986), ndo se ullizaram, neste
expenmento, as quatro primei-rc:s ﬁic:s‘,‘*c:s s externas da placa de mictotitulo.
Adotou-se sempre d ineculagdo paraiela de i&tex controle, parg cada odficio
noculado com o fluide teste; somente aquelas amostras que se mos’rreram posmvos,
foram  entdo, em uma. segunda efapa, submetidas g diluicSes em fampdo
fosfato saiing e retestadas olé c}pdremmem‘o finat de resulfado negativo, de forma a
se estimar ¢ qucnh{ﬁade de ™SE” fcn produzzdc: Amostras que, porvenfufc}, se
mos’rrc:ssem nega?was G prcdug;ao e SE” tiveram seus fiuidos sobrenadantes de
culburg Tramdos com “PEG"15.20000, e em seguadc: foram iguaimente testadas por

CSET-RPLA”,
Buscando major acuidade dé tesulfados, procurou-se- estabelecer o
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sensiblidade e especificidade do método, Enterofoxinas padrdo dos fipos A, B, C & D,
de concentracdo conheacida foram convenientemente dituidas em tampdo fosfato
safing, de forma a se alcancar o Gitima leitura positiva e imediafamente apds o
primeira leiturg negativa na placa de microtitulo; cada enferotoxing, ;j_c:r sua vez, fol
agvaliada contta Idtex sensibiiizado com a-r#’r-_i."‘.SE_'A", an}‘i"SEB", anf{"SEC” e anti"SED",
para avaliacto da presenga ou ndio de --té‘d;;ées_.cruzcz.das. | |

Para a prevengdo ou eismlnac;ao de reacdes inespeciicas, adotaram-se
08 seguintes procedimentos para © qu:do sobrenc:dc:m‘e s Imhagens ?esfe

i - ratamento com soro  nomak: e'm “tubo “Eppendorf” contendo 500ut de
fluido sobrenadante das Iinhagens teste tforam: isoladamente adicionados 2,5%
{v/v), de soro nommal de cavalo, oc:rnem coetho e novitho, de ocordo com
PARK el of (1993);

i - tratamento témmico: tubo. ’“'E'p'pe-n-dorf”' con?endb‘ 500ul de fiuido
sobrengdante das lmhagans ?este fon aguecido, em bcmho»mcmc: - 70°C,
duran?e Smm, de Gcordo com PARK ef al (1993);

i - tratarmento com gl normal de coaiho purficada de acordo com EY ef af
__{}9?8) om tubo *Eppendorf" cem‘endo B00pt de fluldo sobremdcme das
inhagens teste fol c:dncionc:do 5% {v/v) de solugdio de IgG em cancenfragao
igual a 0, 74ygimL

Uma vez definide, entre os métodos acima descritos, ¢ methor
tratamento, testou-se este, em ‘mpiiccsm, :com fiu;dos sobrenadantes (obhdos conforme
descito em 4,1.2.1) de Saureus FRI~’§8¢ (ma produtor de “SE"y e & aurues FRISe
{produtor de “SEA* e “SEBR”, esta uiﬂma em quan’ﬂdades diminufas). Este teste controle
objetivou - assegurara c}usencic: de. mdugao de resui’fados folso-positivos e $& DUSCOU
confirmar, por outro lado, & ndoi n’rerferencia em resultados erum:ios das. %inhmgens
teste, pczuc:ipfodutoras e “SE”.

4.1.4 - Compor‘?ﬂmento e pradugqo de enteromxmas peias imhagens teste
usando ahmenfos - :
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41.4.1 - tnoéulagéo- experimental das linhagens feste, em alimentos

Quatorze unidades de ieite'in?egrai fipo “longa vida™ (B0GmiL) e
14 Unidades de presunto corzido (50@9) fahcadc: em condigdes asséplicas foram, de
forma mdwiducumda & em daphcma, expenmemmmen’te inoculados com as
14 linhdggens teste, A densidade populczc;onczi fol estabelecida a pamr de leitura de
csbscafvancla o 550nn e contagem de celuias « partir de diluictes sezir_}das em “PCA",
de forma o se gerar indculo inicial (Temm zerc;) aproximado em 104 UFC/mL oug de
alimento,

Almejando -ofe-récer- homogeneidade de condi¢des cos microrganismos d
se estudar, os alimentos d serem inoculados _é;&p_resen-?qrcem, ao longo do expermento,
a mesma procedéncia comercial, An’res-de -_s‘éf executor a inoculagdo daslinhagens
teste, estes subshratos foram submetidos a- andlise microbiolégica de acordo com as
exigéncias legais (Fortaria n? ¢l, SNVS/MS de. 28 de janelio de 1987 e seguindo
me?odoiegia preconlzada folo's VANDERZANT & S?L???STOESSER (1992). -

4.1.4.2 - Contagem das linhagens teste inoculadas em dlimenios, apos 24 e 48h
 de incubagéo ' -

No perido de 24 e 48h, ambossubstratos, leite infegral Hipo Monga vida®
e presunto cozido, foram anatisados qur;:mo & contagem de células vidvels das
finhagens teste inoculadas. Para a quc}nhﬁcega{), utifizou-se Ggar "BP* incubado a
372C afé 72h, semeando por espdl hamento 0,1ml daos diluigdes seriadas preparddas a
parﬁr cda homogeneizagto de. 25mL de leite @ 25g de presunto em APT, de geordo
Com. VANDEREANT & SPLTTSTOESSER (1992) :

4.1.4.3 - Detecgdo de ente“?’-*‘:’*i‘?QS}‘-Q#Q@uz_ic_iqs.pelqs. linhagens teste em
~alimentos SRR |
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Para detecgdo de enferotoxinas nas amostras de alimentos fol utilizado
o teste de “ELISA, SET-EIA”. Para este ensalo foram empregados 20mL do lelfe e 20mlL
de extrato de presunto obtido a partir de prévia homogeneizagdo de 126g da
amosiraem 150mL de tampdo safina-fosfato centrifugadas a. 7400g, durante 20min. As
dliquotas foram fornadas apds incubaclo de 24 e 48h e vetificagdo da
presenca de enferotoxing, utiizando - bolas de poliestireno sensibilizadas com
antifoxinas eé‘peciﬁcas seguiy idémico' ‘pfo‘ced‘imenm reportado através do kit de
“ELISA, SET-EIA”, conforme precomzado DO{ FEY & PFISTER (1983} Para os extralos de
presunto  efefuou-ge também pesquisa de " SE” pelo método de “RPLA descrito em
4.1.3.2, conforme procedimentos para fi widos sobrenadantes das linhagens teste,

Foi utilizada o estiafégia de CGnc:e--n‘frczgﬁo de leite integral fipo “longa
vida” e presunto corzide que, apods. queiagem a cobre, foram subme?ldos a
cromatografia de afinidade em coluna de “Sephorcse -6B°, de acorda com DICKIE
& AKHTAR (3989), parg dgueles subs‘rratos que, porventurd, vaessem a demonstrar
auséncia oW baixa productode ‘SE” depms de producdo conﬁrmadg ermn meies de
cultivo faborc?onai Os exiratos caﬂcen‘rrc:dcas assim obifidos forom entéo. recnai;sc}dos
por "RPLA”; Esta metodologia fol prev;amente vaisdadq através de ensaio piloto que
se valeu de duas amostras de masmq q_i_i.el__o_ sabidamente ndo enterotoxigénico s
quais, foram experimentaimente inoculadas com 10ng e Ing de “SEA” padi&o.

A Figura 2, p. 54, -c:fp_ré_s_e_mc_r -6-'_fi.u-xog-rc:ma- adotado para produgdo e

c:ietecgé.é de ente-rot_oxinas:-pelds:-ii-hhdgansviejs?e usadas na pesauisa, em condigdes
de cultive laboratorial e usando dlimentos.

4.2 - Métodos para avaliagéo do surto de intoxicag@o alimentar humana
427 - 'Confczjgem' de estafilococos no _-q_uéijzg suspeito

Parg o isclamento e conmgem de estafilococos, utilizou-se Aagar "Bp”
incubado a 37°C durante 48h, semeadc: por espaihameﬁ‘ro com. 0 Iml das diluigdes
setiadas preparados o partir da. hamogenelzagao de 25mL do queljo em AFT, de
a:::ordo com VANDERZANT & SPUTTSTGESSER (1 92). :
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- Avaliagiodas |

- linhagens teste
-* - Avaliagaio usando alimentos
Produgiio de snteroloxinas pelo Comportamento e produgdo
mdtadn de “membrana sobre gar” de-enterotoxinas em alimentos
& matode do “saco de didise’, em o Leite tipo "longa vida™ ¢
- melos de cultive laboralorial § Prasunto cozido

BHI"- 2% BHE- 2x-0,5) TYE | "Nzer] “viza |

_ Cenﬁa‘gem ricrabiolbgica
. anfes da inooutacio

bend EMtEECHD de enterotnxings

Avaliagio de
- : : crescimento das
“Osp - inhagens teste
e - CongentragBo am 1 noculadas
SET-RPLA PEG 1S - 20.000
Deteccdo de enleroloxings
CELISA, BET - B

B SET - RPLAT _

Figura 2 - Procedimentos anaiticos para producdo e defecclio de enterotoxing pelas
finhagens teste usadas na pesguisa
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4,2.2 - Estudo taxondmico da linhagem isolada a partir do queijo suspeito

Uma vez isolada, efetuou-se o estudo taxondmico da linhagem envolvida
no surte, seguindo delineamento anglifico proposte em 4.1.1.

4.2.3 - Produgdo e detecgbo de eniemmxina pelalinhagem isolada do queijc
suspeito, em meios de: r:uitwo iaboratona! (Figura 3)

A verificagdo da capacidade enterotoxigénica da linhagem envolvida,
em condicbes de cultivo laboratorial, seguiu-delineamentc anaiffico proposto em
4.1.2 onde se buscou verificar a produgdo de enterotoxinas A, B, C, @ D. Com o
objetivo especial de se esciarecer o ipo de eh’r'e"roi'oxim recimente e produwzida  fol
gerescida & me’rodalogia o} empregs de  “ELISA, SE’{ FIA”, “RPLA" e
"ELISA-RIDASCREEN", esta daltima eiabaradc com cm’rzcarpos monoclonais & executada
de acofdo com PARK et of (1994), segumcio idéntico procedimento reportado através
de “kz?” propro Para tal, uma vez deﬂnzda qucﬂ enterotoxing era: psroduzrda, os fluidos
sobrenadantes de cultura precedeme de melos de cullive laboratordal  foram

selecionados por melhor desempenho e Gdequacsdade & ojunfgdos sob forma de
“poot’, para andlise. Testou-se en'rc:@ esfe nc:s forma neutralizada e ndo neufratizada

com anii”SE” especifica. Paraﬁeiamen’re, usou-se como controle de eficdcia deste
instrumento citemaﬂvo de c}nallse ¢t neufraiimgao com respectiva antitoxing para se

descartar possivel respos?a cruzadc: parar om‘ras‘ fluicdlo sobrenadante de culturas de
S.aureus, linhagern controle exciuswcx Drodumrc: da enterotoxing cons‘famda) fluido

aste, preparade NS Mesmas condigoes dca quldca fesie,

4.2.4 - Pesquisa direta de. enteraiox:na pré“formada no queuo suspeito
(?tguru 3)

O praced;men?o parg a pesquisa de enterotoxing pré Sformada no
guelio suspeifo reatizou- -se de gcordo camo repon‘ade no iterri 4.1.4. Objetivou-se,
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nesta elapa, também, q elucidagdo do tipo de enterotoxing pré-elgborada
recirente porfava o queljo suspeito. Assim, uma vez definida guad aenterotoxing g
oroduzida, de forma similar ao relatado em 4.2.3, implementou-se a metodologia com
os ensalos de "ELISA, SET-EIA”, "RPLA” @ ‘_*-Ei.;lSA-RiDASCREEN"' para -os -quals, desta
feita, exirate concentiado  do queljo. suspelto, pela técnica de cromatografic
de ofinidade, reportada em 4.1. 43 fai estudado na forma neu?ralazada e ndo
neu?ra!szadq com a anti*SE” especn‘ COl, usando~se como controle fiido sobrenadante
de S.oureus, %mhagem produtora exciuswa da enterotoxina cens’ratada, conforme
descn?o em 4,12,

4.2.5 - Compormmen’r&e-prcdugé_e' de :'_erifs_rgtoxina_. em alimentos
~ experimentalmente inoculados com a linhagem isolada do queijo -
suspeiio '

Para -estudo do compc;rmmenfo e produgdo de. emerofoxma fm
alirnentos, utilizou-se de lelte mfegmi fipo “onga vida”'e presunto cazm:io Que foram
cxped memaimen?e inoculados-coma imh{:}gem envolvida no- surto, conforme descrito
em 4,1.4.2., .gparc:i as inhagens teste usadc:zs na ;aesc:;uzsa

A metodologia andlitica c_ﬁc_:_'%'m'ci'_ descrita, voltada para a elucidagdo do
surto encontra-se resumica no- fluxograma contido na Figura 3,.p. 57,
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Do estudo taxondmico das linhagens teste e da Iinhagem-énvo!vida
no surio | |

s resultgdos con.‘ridos. nas .Tdbeias 50 16, p. 5% g 70, mostram os
caracteres fenéticos obtidos a partir de testes laborateriais conduzidos com vistas a
andlise adansoniana das iinha_g:ens teste é'.%£nhc;:_g.em- envolvida no -surf_é-.

Segundo GALLO (}99@) apud CARVALHO {1994), -a ’raxonomm
adansoniong, também denominada mxommicz numerica, prima-se por parmifir o
giuntfamenio de unidades taxondmicos com auxiio de. programas computadorizados
basedrido-se em simiaridades e diferengas existentes entre um grupo de
microrganismos. Os resulfados apresentam: grau de confiablidade crescente quanto
mals se aptoxirmam do valor 1,0, sendo tal indice mais faciimente c:lcarit;c:do a partir
de matiz que se utliza de 60 a 70 carac?eras, onde cada um destes pressupde
- mesma importéncia e peso, ha ciczssificagc;o

Nesta pesguisa, Qs linhagens -?te'ste-e-_ci iinhagem envolvida no surto foram
estudadas 4 luz de cerca de 50 .caractéres mas, somente 23, por serem comuns,
mostrarcim-se. plenamente wtilizévels & confecg@o da matriz. Esta situagfo inviabllizou
conseqlenternente, por insuficéncia c:los cafec?eres necessarios, o reclc:ss;fzcc:g:ao cas
inhagens teste. Entre estas, excegdo fol- feita, com exclusividade a S.haemolyticus,
ref. 107, que apresenfou valor de s&mxic}ndcde igual @ 0,96 ¢ 0 linhagem envolvida no
surto, estirpe coagulase positiva, que a’nnglu vaior de similaridade igual o 0,99 e pdde
ser classificada como S.aureus sub- especie oureus. Esta Gitima, em funcéo de
proceder de andiise conduzida na Fundagqo Ezequiei Dias, Belo Hotizonte, MG,
passou entdo a ser cieszgnmdc: como S auzeus sub-espécie auraus, 1ef. "‘FU NED”,

Parg qlgém da Tc:xonomic} adansamc:lna buscando maior entendimento
dos dados obtidos, através de andiise. mc:ls pormenonzada, Q vzsucti:zc:g:ao de alguns
caracteres pertinentes o cada espeoze, _de czcordo COMm oF dados czpresen’rc:dcs,
fomam-se claramente perceptivels certas d__s_crepqnc.ias no que fange & esperada
parecenga entre mesmas espécies. 'A's's‘ir'hf 6 que S.lentus, ref. 44, que devertia
apresentar, conforme o PIORHO nome ﬂdlCG, crescimento lento,  desenvolveu-se
em 24h, em agar P (Tabela? [+X 63) Shy;cus e Slentus, ref 129 e 44 ytitizaram



Tabela 5 - Caracteristicas morfologicas das linhagens teste usadas na pesquisa,

emagarP
$raphy;§:ocous} Superticie da coioma C Bordas Arranjo dascélulos
h plana melo convexa convexq in’reirc:s crenudcxs cachos téfrades pares iscladas

CHHELS TFUNER”  + + - - 4 i
caprae 163 " oy + . + ot
capiae 33 _ + - + 5+ +
chromogenes 146 s . + ++ + N et
cobrlf . - 366 + s - . b i
epfdemwdfs 10 + + + + P, -+
haemolyficus 107 + + - ++ P +
hoemolyficus 214 . s + s . i
hyicus 129 + + - + b
fentus . - 44 + + - + 4 F
sofud - 308 + + - + b it
wamen 14 + + +¥ - + +
waner 224 # - + 4t - + +
xylosus 141 + + $ o _—
Xylosus . 335 + e + + + +

AgarP, segundo KLOOS ef ol (1978)
Todasithagensteste gpresentaram-se ok o fore de- Coces Grdm tosifivos
Ref.: Referdncia
- +posifive
= negatve
++1 predorminic de ate 30%
++4: prodominio.de malsde 5%
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 Tabela 15 - Resisté,




. Tabela 16 - Susceptibilidade & lsostafina pelas linhagens teste usadas na pesquisa




D(+)manltol (}‘abe!a T, p. 68), em condlgaes de Gnczercsbzose prova fida como
-1mmaﬁante na dlshngczo de 5 aureus-d' ) --"1es -S.‘-h }cqs, Smfermedfus- e_ S de!phfni

e a Izses'fc:fmc
_39 146 & 44



o smber pelc; seu- pc:pel conﬁrmcdamen?e pa‘fggéntca,oqua sem. duwda ciguma,
destc:c:c:~0, cama de mmor vui’ra ef-i' o
- cama cﬁe Ghmeﬂ?os EUR

ic:, i’qnm em. microbletogia humqna




A*, usando enterotoxina

a3Ts uanﬁdqde datectével

A", usando enfercfoxina

oxzn' _echnoiogy ENC



pqrcz es’{e. :

cmiidades




Figura 4 - Reagbes inespecificas para fluidos sobrenadantes de culturas de linhagens
teste usadas na pesquisa quando avaliadas por “RPLA”, antes de tratamento
com 5% de IgG normal e purificada de coelho
Ri: Reacdes inespecificas (leifura de resultados impedidos pela presenca de “nuvem”, em
ambos orificios da placa de microfitulo)

“RPLA", segundo IGARASHI et al (1986)
IgG normal de coelho, purificada segundo EY et al (1978)
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Figura 5 - Resultados positivos e negativos para fluidos sobrenadantes de culturas das
linhagens teste usadas na pesquisa quando avaliadas por “RPLA”, apos
tratamento com 5% de IgG normal e purificada de coelho
P: Resultado positivo; leitura caracterizada por zona de aglutinagdo tipo 3+ e respectivo

controle negativo visualizado por ponto 16seo

N: Resultado negativo; leitura caracterizada por ponto réseo tanto para amosfra teste como
seu respectivo controle negativo

“RPLA", segundo IGARASHI ef al (1986)

lgG normal de coelho, purificada segundo EY et al (1978)
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© Tabela 19 - Produgo de enferotoxinas pelas linhagens teste usadas na pesquisa

- cobni ¢
L chiomagenes 1

7 haemelyticus 214
 ayosus. 4T
L xyiosus o338

L osang

- -_T '_ : _{j,ég_sng_

6t 366) ndo prodidian.

de IGARASH! a1 61 (1986)



’rubela 29.'_ "'Produc;ao de ememtoxmc: pela "'Imhugens i'esie usudas na pesqwsa

' Staphylosoccis T %ET . Quanfidade de 'SE" produddapermmt

Refefencm RN
oo L “fqzds ..

L TBHINRK

— .: : e .

".-epfdemﬁdis B LR

Cbng

Vg
Sng

a9ty . 8,

.'-copme 1183 U E ' .

. .-haemofyﬂcus 107 E - -
_"-}emus S '-'Z-_'_--zm} T - - -
Cscfurh 0 U308 E - -

E - _

o xyfmsus 335 . A

pa rd_e !SARASHI ei 91(19863
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Produg:aa de enteroioxina -pelas agens 1esie usadas na pesquisa _
ik ) do “scco de-didlise’ "com 1GmL da NGQHP(%B U‘! M,
e_:__' ugmdor a 1aﬂ'rpm Sk )

Referencia _

T T

g "cchnif

’.epz‘dermfdis 0 A . )
L cohn."! S B8 C .
L _'chromeganes 46T A 20ng
. haémolyticus. a07. e : i
a _'-haemo!yﬁcus - TR e . -
| ' ST ng - 1,28ng
< . .
C - -
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resultados de produgac de enterofoxing pesmvc com clara tend@ncia pare: "SEC*,
muito emborez fenha G‘Tiﬂgidﬁ) so 85 ?%._{-da' "nhagens 198’{9 am@s‘rmdas Jé pelo
- g:afoced menm u?izando EGmL de« so_ g‘dtﬁ pc:o (}'abela 21 -p-.-':8' -i--’o_bf_e\(e»se
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Tubala 23 Concentmgao de ﬂu;dos sobranqdqnfes de cu[tum das iinhqgens taste
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Tabela 2? pH em Ien‘e tipo "!onga vidcl aculado com as lmhagans testa usadas na
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Figura 6 - Resultado positivo para produgdo de nuclease (DNase), em agar DNA
inoculado com S.aureus sub-espécie aureus, ref. “FUNED”, procedente
do surto

H: Resultado positivo, caracterizado por halo transparente circundando as duas estrias
amarelas de inoculagdo
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Figura 7 - Resultado positivo para produgao de termonuclease (TNase), em dgar azul
de O-toluidina-DNA inoculado com S.aureus sub-espécie aureus,
ref. “FUNED”, procedente do surto

H: Resultado positivo, caracterizado por halo réseo circundando os dols orificios de Inoculagdo
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Figura 8 - Hemodlise em dgar sangue de carneiro inoculado com S.aureus
sub-espécie aureus, ref. “FUNED”, procedente do surto

H: Resultado positivo, caracterizado por halo transparente circundando a estria de inéculo
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Crescimento de S.aureus sub_—espécie aureus, ref. “FUNED”, procedente do

surto, em meio fiuido de tioglicolato de sédio
C: Crescimento distibuido ao longo do tubo, caracterzando metabolismo aerdblo e

Figura 9 -

anaeréblo
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Figura 10 - Comportamento, em dgar "BP”, de S.qureus sub-espécie aureus,
ref. “FUNED”, procedente do surfo
Agar "BP": dgar Baird Parker

C: Colénias negras, biilhantes e desprovidas de halos de lecitinase e lipase
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Tabeia 2?" 'Prod i 'ew de' enfero?exmdesiafﬂo ocia apa d exird 3 concemmdo de

RIDASCREEN"







negoﬁvo quando testada peio metado de “ELISA, SET-EIA®, que se utlliza de amzcarpes
pohcbncns, evidenciando pOSifsvcme" ' 'a_cm desfe Ins?rumen?c: de cxrzc:hse

- SEDem fiuido
antifoxina D,

Cheﬂg&ue;\my-
1925 Wt!iow Dzzve Madason



Figura 11 - Confirmagde de produgac de enferotoxing estafilocdcica nde identificadq,
pelo método de “ELISA, SET-EIA™ o partir de fluido sobrenadante de cultura
do §.oureus sub-espécie aursus, ref, "FUNED”, procedente do surfo, apés
neutralizacio e ndo neutralizagdio com anti”SED”

N: Presenca de cor armarela: resultado positive para "SED”, ermamostia previgroerte

peuraizada corm onti"5e0"

Nn: Presenca de cor amarelo: resulfado positive posa "SED”, em amostra ndo neutralizado
com andi"SED”

bLibonco

“SED®: enterotoxing estafilocdcica ipo D

"ELISA, SET-HIA", segundo FEY & PRHSTER (1983)
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