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RESUMO

Neste trabalho estudou-se o efeito de diferentes
condicdes de cultura na produgao das enterotoxinas estafilococi-
cas A e B, ambas produzidas pela linhagem S~6. Os resultados
obtidos foram comparados com o comportamento de ambas as toxinas
quando produzidas por linhagens distintas.

Os parametros estudados foram: temperatura de in-
cubacao entre 20 e 45°Cc, pH entre 4,5 e 9,0, cloreto de sb6dio
(NaCl) de 0 a 12% e combinagoes de concentracgoes de NaCl e pH.

Como meio basal utilizou-se um hidrolizado de ca-
seina suplementado com vitaminas e ©O méetodo de cultura empregado,
o de saco de celofane. A determinacdo e quantificagao das entero
toxinas produzidas, foi realizada utilizando-sc a técnica de sim
ples difusao em gel. Para estudo da cinética de crescimento, em-
pregou-se incubador gradiente de temperatura, determinando-se -
39,4°C como temperatura otima.

Obteve-se a maxima producao de enterotoxinas nas
condicgdes Otimas de crescimento, 39,4OC e pH 7,0, com valores
de 230 mg/ml para B e O,SOng/ml para A. Apds 12 a 15 horas de
incubacdo, a velocidade de producao de enterotoxina A, atingiu o
valor maximo. Este para a enterotoxina B, correspondeu a um tem-
po de‘incubagéo entre 18 e 24 horas. A produgao de enterotoxina
B foi de 30 a 300 vezes superior 3 de A, nas condigoes estudadas.

- . o
A producao de ambas foil totalmente inibida a 20°C, acima de 45°C



pH 4,5 e a 12% de NaCl. Nas condicOes de 4% de NaCl, pH 6,0 e
37°C, nd3o se detectou enterotoxina A, observando-se uma reducao
de 90% do valor maximo de B.

A sintese de ambas as toxinas foi afetada de ma
neira diferente nas condicoes de estudo. A producgado de toxina B
foi mais afétada que a de A, a temperaturas e valores de pH a-
fastados dos Stimos e & concentragoes salinas crescentes.

Estes resultados nao apresentaraﬁ diferencas mar
cantes com cs obtidos utilizando linhagens Produtoras de uma uni-

ca toxina.



SUMMARY,

' In this work we studied parameters that affected
the production of enterotoxins A and B produced by the same mi-
croorganism (strain S-6). The obtained results were compared
with the behavior of the enterotoxins when each one is produced
by different microorganisms.

The parameters under”study were incubation tempe
rature between 20 and 450Cr pH between 4.5 and 9.0, sodium chlo
ride between 0 and 12% and the combined effect of sodium chlo-
ride and pH.

The toxins were produced in a basic medium con-
sisting of casein hidrolizate supplemented with vitamins by the
sac culture technique. Toxins detection and guantification were
performed by the single gel diffusion method. Growth culture -
studies were performed by the use of a gradiente incubator, the
optimun growth temperature was determined to be 39.4°%.

The highest enterotoxin production was obtained
at the optimun growth conditions that were 39.4° and pH Tt
with wvalues 230.0}Lg/m1 for enterotoxin B and O.BOfbg/ml for A.

The velocity of production of enterotoxin A rea-
ched the maximum value during 12 to 15 hours incubation period.
The corresponding interval for toxin B was 18 to 24 hours. Ente
rotoxin B production was 30 to 300 times higher than enteroto -

xin A production, at the studied conditions.



The production of both toxins was coﬁplétely
inhibited at 200C, above 45OC, at pH 4.5 and 12% of sodium chlo
ride. At the combined conditions of 4% sodium chloride, pH 6.0
and 37°C enterotoxin A was not detected and B was reduced by -
90% .

The syntesis of each toxin was differently affec
ted by the conditions under study. Toxin B production was more
affected than A at temperatures and pH values far from the opti
mun and at increasing salt concentrations.

The results show no major differences with those

obtained with single toxin producing microorganisms.
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INTRODUCAO

Muitas linhagens de Staphylococcus aureus produ-

zem proteinas extracelulares denominadas enterotoxinas. Estas
toxinas sap responsdveis por sintomas como as nauseas, voOmitos
e as vezes diarréia. Envenenamento alimentar pode ser provocado
pela ingestao de pelo menos-uma das cinco enterotoxinas estafi-
locdcigas, imunologicamente ﬁiferentes, designadas por letras -
de A até E. De modo geral, as linhagens pfodutoras de enteroto-
xina B raramente estido relacionadas aos surtos de intoxicagao a
limentar, ao contrario das produtoras de A com frequéncia impli
cadas em grande numero de casos.

. Nas culturas de laboratdrio, paradoxalmente, Ia
producdo de enterotoxina A & muito menor que a de B, independen
temente da linhuagem e das condigoes de cultura.

Os requisitos para a secregao das toxinas nao
s3o claros ,confundem-se com outras caracteristicas fisiolSgicas
da linhagem, como duplicagao e érescimeﬂto. Torna-se assim difi
cil eéclarecer se o comportamento & devido as caracteristicas -
peculiares de sintese da enterotoxina em questﬁo, ou se a todo
o conjunto de particularidades bioquimicas intrinsecas a cada
linhagem. Por estes motivos, tem havido certa preocupagao por -
parte de varios pesquisadores em encontrar novas técnicas de
trabalho, como por exemplo, a utilizagdo de culturas submetidas

a tratamentos gque impecam a divisao celular, sem no entanto pre



judicar a sintese das enterotoxinas.

A dificuldade de conseguir-se linhagens produto -
ras de mais de uma toxina em concentragaes adequadas, para sua
determinagdao por métodos convencionais, tem sido um dos fatores
limitantes a4 avaliacdo dos diferentes parametros ligados & produ
cdo destes metabdolitos.

Outra dificuldade adicional é a sensibilidade di-
versa do método de determinagao utilizado.

Neste trabalho empregou-se a linhagem S. aureus
S-6, produtora das enterotoxinas A e B, objetivando a comparagao
dos aspectos da produgio de ambas as toxinas, independentemente
das caracteristicas biogquimicas e fisioldogicas da cultura. A es-
colha dos parametros para estudo - temperatura de incubagao, pH,
concentracio salina e combinagdo entre eles, obedecem &  condi-

¢oes comumente observadas na indGstria de alimentos.
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I. REVISAO BIBLIOGRATFICA

I.1l. HISTORICO

Segundo Davis (20) ,KOCH em 1878 foi o primeiro a
descrever estafilococos em exsudatos purulentos de origem huma-
na, dois anos apos, PASTEUR cultivou o microrganismo em meioc li
gquido e no ano seguinte OGSTON na Escdcia demonstrou a patogeni
cidade do mesmo inoculando-o em camondongos e cobaias. ROSEM~

BACH em 1884, descreveu duas espécies denominadas Staphylococcus

pvogenes aureus e Staphylococcus pyogenes albus, atualmente deno

minados por S. aureus e S. epidermidis.

Durante o ano de 1884, registraram-se 300 casos
de graves distlrbios digestivos em Michigan, U.S.A., atribuidos

ao consumo de queijos do tipo "Cheddar" (68), contaminados por

S. aureus.

O primeiro surto bem documentado, com identifica
cao de estafilococos como agente enterotoxinogénico data de

1914, envolvendo também alimentos derivados de leite (4).

1.2. REVISAO TAXONOMICA DA ESPECIE

De acordo com a 82" edicao do "Manual de Bergey"

(14) ambas as espécies S. aureus e S. epidermidis, pertencem ao

género Staphylococcus, inserido na familia Micrococcaceac. O no

me staphylococcus, derivou do grego (staphyle = "cachos de u-
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vas") (20), e descreve o aspecto dos microrganismos em esfrega-
cos provenientes de meio solido. Quando cultivados em meio 1i-
quido o aspecto & o de cadeias curtas.

A familia Micrococcaceae & composta pelos géne-

ros, Staphylococcus, Micrococcus e Planococcus. Os dois primei-

ros apresentam o arranjo caracteristico em cachos e o tltimo em

tétrades de cocos. A diferenciacdo entre Staphylococcus e Micro

coccus baseia-se na capacidade de fermentacao da glicose em a-

naerobiose (3).

T.3. PROPRIEDADES FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS

0s estafilococos sao microrganismos imdveis, nao
formadores de esporos, com diametro variavel de 0,7 a 1,24, oS
cocos de cepas patogénicas tendem a ser ligeiramente menores -
que células de linhagens nao patogénicas. Sao Gram-positivos,po
rém em culturas velhas podem aparecer células isoladas Gram—ne?
gativas. O crescimento em cachos & o resultado de divisoes ir-
regulares, em dois planos perpendiculares.

Os estafilococos sao anaerobios facultativos,nao
fotossintéticos e fortemente catalase positivo. Formam coldnias
circulares e convexas, de superficie lisa ou ligeiramente rugo-
sa com bordas regulares ou levemente irregqulares, apresentando
coloracao branca, de diferentes tonalidades de amarelo e laran-
ja. Os estafilococcs s3o mesdfilos, crescendo melhor em condil-
cdes aerdbicas na faixa de temperatura entre 37 a 43°%C (66). A

o
temperatura otima de crescimento, situa-se entre 40 e 42°C (71).



Com respeito ao pH, o 6timo localiza-se ao redor de 7,0 a'8,5
(38) , havendo desenvolvimento porém dentro da faixa de 4,9 a 9,4
(20) .

Os membros deste género necessitam de 14 aminoaci
dos, como fonte de ﬁitrogénio e algumas vitaminas como fatores
de crescimento, em meios de composigﬁo definida (20). Crescem
bem em meios complexos como o "Brain Heart Infusion" (infusado de
cerebro e coracao) e hidrolisados proteicos. A maioria das linha
gens crescem e desenvolvem-se na presenga de sais, até 15% de
NaCl (34), ou 40% de sais biliares. A atividade minima de agua &
de 0,83 a O,éG {37:57;65)

De modo geral, as linhagens de estafilococos pato
geﬁicos, apresentam grande tolerancia aos sais, como o cloreto
de 1litio, o telurito de potdssio, os cianetos e -azida sodédica, as
sim como aos antibidticos como a polimixina e penicilina (61).

Grande nimero de métodos sao utilizados para a i-
dentificacao e isolamento de estafilococos, diferindo geralmente
na natureza do(s) agente(s) selétivo(s) utilizado(s), sendo os
principais as altas concentragoes de cloreto de sodio e sais de
telurito (61). |

Um dos meios de isolamento mais amplamente utili-
zado, & o de Baird-Parker (61). Ele consiste em meio basico de
agar que se adiciona na solugéo de gema de ovo e agentes inibi-
dores e seletivos. Neste meio, o microrganismo utiliza as lipo-

-proteinas, como a lipovitelina do ovo, resultando a formagﬁo de



estreito halo claro de dificil visualizagao ao redor das coloni
as. A posterior precipitacao de compostos formados por sais de
cilcio e magnésio e acidos graxos liberados, forma aoc redor des
te halo, uma area opaca de coloragao amarela mais acentuada,que
na sua periferia progressivamente se confunde com a coloragao

do meio de cultura.

I.4. CARACTERIZAGCAO DE ENTEROPATOGENICIDADE

Muitas linhagens de Staphylococcus aureus, quan-

do cultivadas em meios e condigoes apropriadas, produzem netabd
1itos téxicos ao homem e animais, entre os quais hemolisinas, -
leucocidinas, enzimas lipoliticas, fosfatases, coagulase, deso-
xirribonucleases, etc. (20,43). Esses metabdlitos sao importan-
tes para a caracterizacao do poder invasivo do microrganismo no
hospedeiro, podendo produzir como consequéncia, desde simples
abscessos até infecgdes sistémicas graves (2).

Do aspecto alimentar, a produgcao de enteroxinas
por si, determina a patogenicidade da cepa.

Muitas caracteristicas fisioldgicas  das cultu-
ras dos estafilococos sao tidas como indicadoras de sua entero-
toxigenicidade. Delas as mais amplamente aceitas sao a produgao
das enzimas coagulase e desoxirribonuclease termo-resistente (18)
(68). A enzima coagulase, parece ser caracteristica do género

Staphylococcus (20). Esta enzima causa a coagulagao do plasma

citratado ou oxalatado de coelho e humano (5,18) . As enzimas de



soxirribonucleases que hidrolisam os acidos nucleicos apresen-
tam-se em duas formas, uma termo-sensivel e outra termo-resis-

tente (59,60).

T.5. INCIDENCIA DE INTOXICACAO ALIMENTAR

Por serem os estafilococos parasitas dos animais,
e o seu "habitat" natural a pele e mucosas, oslalimentos podem
ser facilmente contaminados pela manipulag¢ao durante o seu pro-
cessamento industrial (44).

Surtos de intoxicacao por estafilococos tem se
produzido pelo manuseio dos alimentos por portadores de in-
fecgdes cutdneas de origem estafilococica (30).

Os surtos em geral apresentam-se isolados, envol
vendo grupos de pessoas relacionadas em refeicoes coletivas,ban
quetes, etc. Visto que poucos s30 os casos em gue ocorre inter-
vencao clinica, ha dificuldade consideravel na localizacao, iden
tificac@o e controle do surto (30).

outro reservatorio destes microrganismos & o ga-
do bovino acometido de mastite. O leite oriundo de vacas porta-—
doras desta enfermidade apresenta contagens altas de estafiloco
cos, aptos a crescerem e eliminarem compostos enterotoxinogéni-
cos .

Os estudos epidemiologicos apresentam falhas mo-
tivadas por falta de registros de casos comprovados, espaco de

tempo curto tanto para manifestacdo da sintomatologia tioica,co



mo para o restabelecimento das pessoas acometidas de intoxica-
cdo alimentar estafilocécica (53).

Alguns dos alimentos implicados em intoxicacgoes
estafilocdcicas sao produtos de confeitaria, carnes e derivados,
produtos lacteos e principalmente, refeigaes prontas para consu-
mo, tao comuns hoje em dia.

Os fatores basicos para o desenvolvimento de es-
tafilococos sao: composicao quimica, pH, presenga de outros mi-
crorganismos, condicoes e métodos de processamento em geral, dis
tribuicdo e consumo dos alimentos. Os trés Ultimos determinam,a-
té certo ponto, o grau de contaminacao do alimento por manipula-

dores ou condigdes ambientais (2,30,53).

I.6. ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS
I.6.1. Propriedades fisico-quimicas

Por serem as enterotoxinas metabolitos de excre-
cao, a auséncia de estafilococos num alimento, nao & condigao su
ficiente para o considerarmos aptc ao consumo, visto que os meta
bdlitos podem ter sido excretados na fase anterior a destruicao
dos microrganismos pelos processos de elaboracao do produto, per
manecendo inalteradas as suas caracteristicas enterotoxinogéeni -

cas.

As enterotoxinas estafilocécicas sao proteinas de

baixo peso molecular (26000 a 35000) (11) . Quando purificadas, a



presentam-se como compostos de aparéncia flocosa, muito higros-
copicas e facilmente sollveis em &gua ou solugdes salinas.

No momento sao conhecidos seis tipos de enteroto
Xinas, denominadas por A, B, Cl’ C2, D e E. A base da diferenci
acao entre elas & a propriedade de apresentarem reagoes sorolé-
gicas especificas (8,17).

A composicao de aminoacidos das enterotoxinas &
semelhante, predominando a lisina, é tirosina, o acido aSpértico
e o glutdmico e contando somente um ou dois residuos de meia -
cistina. Estes Ultimos formam uma ligagao cruzada, evidenciada
pela auséncia de grupos SH- livres na molécula. Este tipo de 1li
gacao, proporciona o aparecimento de uma alga contendo diversos
residuos de aminoacidos que variam nas diferentes toxinas. Al-
guns autores sugerem que nesta porcao da molécula esteja lecali
zada a atividade téxica e antigé&nica da proteina (11).

-As enterotoxinas no estado ativo, sao altamente
resistentes a ac3o de enzimas proteoliticas, como a tripsina,
quimotripsina, renina e papaina, podendo ser destruidas pela
pepsina a pH 2,0, mas nao o sendo acima deste valor (9) . Também
apresentam aprecidvel resisténcia térmica. Estudos feitos com a
enterotoxina A, mencionados por varios autores (8), nos relatam
que a toxina bruta, ou seja, ndao purificada, a concentracao de
21fg/ml e pH 7,2, requer um aquecimento a 100°C por 130 minu -
tos para reduzir a concentracao abaixo de l/&g/ml (29). As en-

terotoxinas podem ser inativadas pelo processamento usado para



alimentos enlatados, entretanto, simples pasteurizacao ou seca-
gem pelo processo de "spray-drying", nao as inativam (8).
Alguns autores tem demonstrado que o aquecimento
da toxina B a 60, 80 e lOOOC, na presenca de proteinas da carne,
resulta numa rapida perda de enterotoxigenicidade, perda esta
relacionada a combinacao entre ambas (55). As enterotoxinas pu-
rificadas si3o mais sensiveis ao aquecimento que as preparacoes

brutas (8).
I.6.2. Purificacao das enterotoxinas

Em 1965 alqguns pesquisadores do Food Research -
Institute, descreveram um vrocedimento baseado em técnicas de
extracao em colunas cromatograficas, por meio das quais as ente
rotoxinas puderam ser parcialmente purificadas (7,43). As eta -
pas principais do processo de purificacado podem ser descritas -
resumidamente como: a) concentragéo do sobrenadante da culiura,
de 10 a 20 vezes, com Carbowax-20M, seguida de didlise; b)adsor
cdo com CM-celulose a diferentes concentracoes de tampao fosfa-
to, seguida por eluigdes em concentragoes gradientes de tampao;
c) didlise, liofilizagao e ressuspensao dos eluidos; d) filtra-
cao através de colunas de Sephadex G-75 e G-50. A porcentagem -

de pureza apbs este processo & de 35 a 40% (56) .
I.6.3. Acdo e dose emética das enterotoxinas

0 quadro clinico apresentado por individuos que



tenham ingerido enterotoxinas estafilocock as é de periodo -
curto de incubacgdo, de duas a seis horas, com inicio abrupto, -
caracterizado por salivacao, néﬁseas, vémitos incoerciveis, c&
licas abdominais e diarréia. Sintomas secundadrios como dores
musculares, de cabeca e febre podem aparecer. A enfermidade é
aguda e auto-limitada com completo restabelecimento entre
24 a 72 horas (é}.

As enterotoxinas estafilocdcicas, quando in-
geridas.por' adultos sadios e normais, produzem manifestacgoes
clinicas leves. No caso de pessoas debilitadés, como doen-
tes, idosas ou criancas pequenas, as vezes se instalam cua-
dros clinicos mais graveé que requerem cuidados especiais -

(33).

A sintomatologia das infeccoes estafilocbcicas &
conhecida, porém seu modo de agdo no homem ndo estd perfeita
mente esclarecido, visto que esta enfermidade nunca e fatai,
impossibilitando assim a compfgvagéo anatomopatoldgica de seﬁs
efeitos.

Atraves de estudos em animais de laboratdrio,
macaco rhesus e macaco mulata, concluiu-se que O vomito & provo
cado por estimulacao de receptores eméticos localizados no tra-

to gastrintestinal, e transmitido ao centro do vomito via vago e
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nervos simpaticos (8). A diarréia induzida pelas enterotoxinas,
tem sido atribuida 3 inibicdo da absorgao da &gua da luz intes-
tinal, ou ao aumento no f£luxo transmucoso de liquidos para esta
luz (8).

Estudos com voluntidrios, mostram que 20 a 25 & g
de enterotoxina B pura, ou seja, 0,4 #g/kg de peso. corporal, po
dem provocar quadros clinicos tipicos de intoxicagao alimentar.
O0s seres humanos sao mais sensiveis a agao das enterotoxinas
que macacos, que respondem apenas as doses acima de 0,9}*g/kg -

{51 .

I.6.4. Identificacao das enterotoxinas estafilocd-

cicas

As enterctoxinas quando ministradas & animais de
laboratdrio, como cobaias, camundongos, coelhos, galinhas, etc.,
provocam uma resposta imunoldgica por parte do organismo recep-
tor, Eom a formacao de anticorpos especificos. Pela primeira =
vez por volta de 1938, alguns pesquisadores, reconheceram a an-
tigenicidade das enterotoxinas (44) , pela utilizagao de macaces
e galinhas, ministrando injegdes subcutaneas de filtrados de
culturas estafilocScicas. Posteriormente foi observada a reagao
de antigeno e anticorpo em meio de agar, identificando uma sé-
rie de antigenos na preparagao de enterotoxinas. A partir disso,
comecaram a ser utilizados métodos soroldgicos para evidenciar

enterotoxinas estafilocdcicas e somente por volta de 1965 é que



- 28 -

tais métodos foram inseridos na rotina laboratorial de andlise
de enterotoxinas (15).

No campo da imunologia e sorologia, existem di-
versos tipos de reacdes amplamente utilizadas na tipificagao e
gquantificacao de moléculas antigénicas. Algumas das quais sao a
precipitac@o especifica, a aglutinagao, a opsonizagdo, a imuno-
fluorescéncia e a fixacao de complemento (13). As mais amiide u
sadas na determinacao e dosagem de enterotoxinas estafilococi -
cas, sao as genericamente denominadas reagaes de precipitacao -
especificaf?imunofluorescéncia, uma vez que sao emprecadas para
antigenos e anticorpos sollveis. No caso das reacoes de agluti-
nagdo e opsonizagdo, estdo implicadas estruturas mais complexas
como, células, particulas inertes e antissoros multivalentes
(1335

Entre as técnicas de demonstracdo de reagoes de
precipitacdo especifica, as mais empregadas sao as de difusao -
em gél de agar ou agarose (12,32), ou seja a imunodifusao dupla
(6,49), imunodifusao simples (50,58), e a imunomicrodifusao(16).

0 método de dupla difusao em gel, ou em duas di-
mensoes, conhecido como mé&todo de Ouchterlony, consiste na difu
sio de solugdes de antigenos e antissoros, distribuidos em ori~
ficios distintos, em placa recoberta com agar. AO entrarem em
contacto os reagentes especificos, ocorre a reacao visualizada
por linhas de precipitagao no seio do gel. A sensibilidade des-

te método esta entre 5 a lO}Lg/ml de enterotoxina (8).



A difusao simples em gel ou método de Oudin, &
uma técnica quantitativa, amplamente utilizada nos diversos es-
tudos com enterotoxinas estafilocdcicas (36,47,52,70). Esta téc
nica utiliza tubos de tamanho padrao, contendo um gel de agar
com concentracoes convenientes de antissoro, ao qual é adiciona
da a solucdo de antigenos. Esta difunde-se através da coluna de
agar, formando bandas de precipitacdo, que sao medidas e compa-
radas com uma curva padrao, antes preparada com solugoes de an-
tigenos puros de concentragoes conhecidas.

Os métodos de simples e dupla difusao sao utili-
zados quando a concentracao de antigenos no extrato a ser anali
sado for superior a lfbg/ml. Para concentracoes inferiores a es
se valor, empregam-se métodos como o de difusdo simples em tu-
bos capilares (24,25), e o de microdifuszo dupla em laminas(l0),

que apresentam uma sensibilidade aproximada de O,I/Lg/ml.
I.6.5. Produgcao de enterotoxinas

Varios autores (35,36,52,54) sugeriram diferen-
tes métodos e meios de cultura para a produgdo de enterotoxinas
estafilococicas.

Autilizacio de meios derivados de hidrolisados
proteicos s3o os recomendados (35,52). Entre estes, citam—-se ©
meio PHP (Protein Hydrolysate Powder) e o meio N-Z Amine NAK, i
solados ou combinados em diversas concentracoes e suplementados

com 0,00005% de tiamina e 0,01% de niacina (36,69).



A escolha do meio para a producao de enterotoxi -
nas & critica, segundo a literatura pesquisada. Os estudos mos-
tram que a produgao de enterotoxinas & muito afetada pela compo-
sigﬁo dos diferentes meios. Assim, o meio BHI (Brain Heart Infu-
sion) é inferior gquando comparado aos meios N-Z Amine NAK 4%, ou
NAK 3% mais PHP 3%, nas condi¢Oes iniciais de pH 5,3 e 6,8, tem-
peratura de 37°C e agitacio, na produgdo de enterotoxinas A, B e
C (52)

Estudos feitos com respeito as necessidades nutri
cionais de S. aureus S5-6, revelaram que o meio minimo, quimica -
mente definido, para a produgao de niveis demonstraveis de ente
rotoxina & composto de glutamato rmonossoédico que atua como fonte
de carbono, nitrogénio e energia, aminoacidos essenciais, a sa-
ber, arginina, cistina e fenilalanina, seis sais organicos e qua
tro vitaminas (42,69).

Quando se utiliza glicose como fonte de carbomo é
necessario suplementar o meio com os aminoacidos prolina e vali-
na.

A an3lise rotineira de enterotoxinas, requer cul-
turas concentradas de maneira que o sobrenadante possa ser testa
do corretamente. Para este fim, muitos pesquisadores usam técni-
cas de produgéo em meios de cultura sélidos, recobertos por celo
fané (35) e culturas em sacos de celofane (31,54) .

0 método de cultura em frascos sob agitagao (36)

empregado para a producao de enterotoxinas para fins de purifica



¢ao, estd sendo atualmente substituido pelo método de fermenta-
- = i
¢ao continua .

A relacao entre sintese de enterotoxina e cresci
mento microbianc é motivo de controvérsias por parte de varios
autores. Segundo alguns, uma alta produgao de enterotoxinas & a
companhada de abundante crescimento e, quando este for prejudi-
cado gquer por alteragoes nas condicoes de cultura quer por adi-
tivos, a sintese também sera afetada (27,31,63). Entretanto, um
bom crescimento, nao & necessariamente acompanhado de alta pro-
dugao de enterotoxinas. Este fato pode ser observado pelos estu
dos com meios sintéticos nos quais a producao de enterotoxina B
acompanhou paralelamente o crescimento celular, até que alguns
aminoacidos fossem completamente utilizados. A partir desse ins

tante, o crescimento continuou por varias horas, O que nao ocor

reu com a producao de enterotoxinas (19).

1.6.6. Fatores que afetam a producao de enterotoxi

nas estafilocécicas

Os principais fatores que interferem com a sin-
tese de enterotoxinas estafilocdcicas em laboratdrio sdo: a pre
senca de inibidores nos meios de cultura, pH, temperatura de in

cubacao, taxa de aeragao, presenga de outros microrganismos, -

Bergdoll, M. S. - informagao pessoal.



etc. (21,41).

Com respeito as substancias inibidoras presentes
no meio, podemos citar: cloreto de sbdio, cloranfenicol, tween
80, Aacido oleico, deoxicolato de sédio, penicilina, D-cicloseri
na e bacitracina (22,23). Das substincias mencionadas, o clore-
to de sodio é de grande importadncia, uma vez que & amplamente
utilizado em processamento de alimentos, como preservativo natu
ral.

A producao de enterotoxinas B e C € muito afeta-

\

da pelo pH maior a pH 6,8{' ai
minuindo pafa valores de pH menores. A produgao de enterotoxina
A é menos sensivel ds variagOes de pH (52) e praticamente cons-
tante dentro do intervalo de 5,3 a 7,0 (40).

A sintese de enterotoxina B, segundo alguns pes-
quisadores apresenta um aumento acima de pH 6,4, e consideravel
diminuicao abaixo dele (47).

A adicao de sais como cloreto de sbédio, afetam -
grandemente a producao das entérotoxinas gquer pelo efeito inibi
dor dos seus ions quer pela diminuigdo da atividade de agua (aw)
no meio de cultura. O abaixamento de éw de 0,99 a 0,98 ou 0,97
resulta em niveis muito baixos de produgao de toxina, apesar de
ndc comprometer de maneira apreciavel o crescimento (63,64).

Outros estudos nos mostram que concentracoes de

10% de NaCl tem pouca influéncia no crescimento de S. aureus,po

rém a niveis pouco maiores que 3%, o decréscimo na produgao de
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toxinas € evidente (45).

A acao conjunta de NaCl, pH e temperatura é lar-
gamente utilizadas em estudo de inibicao da sintese de enteroto
xinas (62). De acordo com alguns autores, o S. aureus é capaz
de crescer em caldos contendo 12% de Naci a temperaturas entre
20 e 35°C. Nestas condicdes a produgao de enteroto¥ina B & ini-
bida. Todavia a producdo continua se a concentragdo de NaCl for
inferior a 4% (64).

Outros trabalhos realizados nas condigoes de pH
6,9 e 10% de_NaCl, e pH 5,1 e 4% de NaCl, mostram que pode OcCOX
rer a producao de enterotoxina B (27).

A adigc3o de glicose ao meio de cultura,  também
interfere com a sintese de enterotoxina B, nao s pela diminui-
¢ao do pH, devido ao metabolismo de fermentagao, como também pe
la acdo inibitdria de compostos intermediarios (45,46).

Com respeito a temperatura, alguns autores suge-
rem temperaturas ao redor de 4OOC, como Otimas para a produgao
de enterotoxina B em meios de cﬁltura (66), contrariando outros
que gituam a producao maxima a 37°%¢ (52)

Os autores discordavam, até a algum tempo, quan-
to as taxas de produgao das enterotoxinas A e B. Segundo alguns,
o infcio da sintese de enterotoxinas A e B ocorria em tempos di
ferentes. Assim a enterotoxina A seria produzida continuamente
pelas células durante a fase exponencial de crescimento, e a B

somente a partir da fase transitéria entre o final do crescimen
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to exponencial e comego da fase estacionéaria.

Por isso essas enterotoxinas foram caracterizadas
como metabdlitos primdrio e secundirio respectivamente (39,40).

Este ccnceito contudo nadc deve persistir pois tra
balhos posteriores, mostraram gque a sintese de ambas as enteroto
xinas, ocorre durante todas as fases de crescimento bacteriano ,
porém com diferentes velocidades de producdo. Estes resultados -
foram confirmados pelo emprego de técnicas de determinagao com

limites de sensibilidade superiores aos anteriormente utilizados

(19) .



IT. MATERIAL

IT.l. Organismo: Staphvlococcus aureus S5-6, fornecido

por M. S. Bergdoll, do TFood Research Institute (FRI), Universida

de de Winsconsin, Madison, U.S.A.

TT.2. Meios de Cultura

II.2.1. Meio de enriquecimento seletivo: infusao
’ —~
de cerebro e coracao Difco, suplementado com 10% de NaCl (BHI+10%

NaCl) (61).

ITI.2.2. Meio seletivo: meio modificado de Baird-
-Parker Difco, adicionado de Bacto EY (telurito e gema de ovo)

(61) .

II.2.3. Meio para produgao de enterotoxinas: meio
N-Z Amine NAK (digerido pancreatico de caseina), Sheffield Chemi
cal Co., suplementado com tiamina (0,00005%) e niacina (0,01%)

(36:69)
II.3. Reagentes para testes bioguimicos caracteristicos
e diferenciais da espécie

I7.3.1. Reativos para coloragdo de Gram, pelo méto

do modificado de Hucker (1).

' I1.3.2. Plasma liofilizado .de coelho Difco, para
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determinagao de enzima coagulase.

I7.3.3. Meio especifico para determinacao das en-
zimas desoxirribonucleases termo-sensivel e termo-resistente.

Composicao do meio (5):

DRNA (DLECO) ivswaswensss o snwnvssss vvwwwames Up3 G
Agar (DifCO) seeeensenssenasscscecnesesanaasae 10,0 g
cacl, 0,01M 5 e - 8 e s = % el Ll BT
NACL. oo ecrdlainss § & § HOAERTRR ¥ § Faeneees o 8 o wewwe Ll
Azul de toluidina 0,1M .cicieeccaoecccsncacs 3,0 ml

Tampao Tris 0,05M a pH 9,0 ......... g.S.p. 1000 ml

TT.4. Enterotoxinas estafilocdcicas, parcialmente puri
ficadas, tipos A e B e seus respectivos antissoros cedidos por

M. S. Bergdoll (FRI).

II.5. Solucao de tampao fosfato salino (PBS) 0,02M, pH

7,4; solucdo de NaOH 0,1N e solugdo de HCLl 0,1N.

r

"II.6. Equipamentos especiais

IT.6.1. Incubador "shaker" com temperatura contro
lada Modelo G-25, New Brunswick, Scientific Industries Co. Inc.

New Jersey, U.S.A.

TT.6.2. Incubador de temperatura gradiente, Scien



tific Industries Co. Inc., New Jersey, U.S.A, equipado com tu-
bos de vidro especiais em forma de "L" (17 mm de diametro e

170 mm de comprimento).

ITI.6.3. Spectrofotometro "Bausch and Lomb", Spec-
tronic 20, com adaptador para operar com tubos de 20 mm de dia-

metro externo. Comprimento de onda utilizado, 600 nm.

IT.6.4. Potencidmetro de pH, Corning Digital 110,

de escala expandida e resolugao de 0,01 pH (0,001 pH expandido).

IT.6.5. Banho termostdtico de temperatura contro-

lada “"Fanem", Modelo 120/2 de 110V e 1000KW.

I1.6.6. Centrifuga refrigerada, Modelo IEC B-20A.

International Equipment, U.S.A.

IT.6.7. Liofilizador de bandeja Virtus.The :Virtis

Company, Modelo n? 10-146 MR-BA, Gardiner, N.Y.

17.6.8. Tubos de vidro com 4 mm de diametro inter
no e 100 mm de comprimento para método de simples difusao em

gel (tubos de Oudin).

IT.6.9. Molde de acrilico 0.S.P. (Optimun Sensiti

ve Plate), modelo FRI, para teste de dupla difusao em gel.
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III. METODOS

III.1l. Caracterizagao da cultura

As culturas recebidas foram ativadas em meio BHI
mais 10% de NaCl (61) a 37OC, por 24 horas. A partir deste cal-
do assim obtido, inoculou-se por esgotamento placas com meio de
Baird-Parker modificado (61).

Colonias tipicas isoladas, pretas, brilhantes -
com halo de transparéncia e precipitacao, foram caracterizadas
pela reacao de Gram e testes bioquimicos.

As coldonias selecionadas foram conservadas em
meio BHI agar a 10°% e repicadas a intervalos de 60 dias para

manutengao.

III.2. Testes bioquimicos aplicados

Para a realizacdao dos testes biogquimicos de pro-
dugado de coagulase e desoxirribonucleases, utilizaram-se cultu-

ras de 18 a 24 horas a BTOC em caldo BHI ou similar.
III.2.a. Teste de producao de coagulase

Plasma liofilizado de coelho, reconstituido com
3 ml de Agua destilada e dividido em porgoes de 0,4 ml em tubos
de 0,5 mm de diadmetro, foi inoculado com 0,05 ml de cultura de

densidade &ptica (D.0.) de 0,30. A seguir os tubos foram incuba



dos a 370C e observados com intervalos de uma hora, durante 4
horas e apds 24 horas.

O resultado foi considerado positivo quando ocor
reu coagulag&o do plasma, levando-se também em conta o tempo re

querido para que ocorresse a reagao.

III.2.b. Teste de produgao das enzimas desoxirri-
bonuclease termo-sensivel e termo-resis-

tente (5)

0 principio desta reacao €& a mudanca de colora -
cao azul apresentada pelo complexo agar-DNA-azul de toluidina ,
para coloracdo rdsea, pela agdo da enzima desoxirribonuclease ,
gue hidrolisa o acido desoxirribonucleico.

A reacao foi realizada em l3minas de vidro pre-
viamente recobertas pela miétura agar-DNA-azul de toluidina. ﬁg
te material foi preparado com antecipacao e guardado em camara
Gmida a 10°C. Imediatamente antes da realizacao do teste, foram
feitos orificios de aproximadamente 3 mm de diametro, dispostos
em fileira dupla e distanciados 1 cm dos orificios adjacentes.
Culturas com 18 a 24 horas de incubagao foram padronizadas para
uma D.O. de 0,3 e divididas em duas partes, sendo uma aqueci-
da em banho de agua em ebuligao, durante 20 minutos. Ambas fo-
ram inoculadas nas laminas com o auxilio de uma pipeta "Pasteur"
utilizando-se os orificios superiores para as culturas aqueci -

das e os inferiores para as que nio sofreram tratamento térmico.
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A sequir foram incubadas em cimara GUmida a 37°C. A primeira -

observacao foi realizada apds 3 horas e a Qltima apds 24 horas.

III.3. Estudo da cinética de crescimento da linhagem de

S. aureus S-6 em meio NAK.
III.3.a. Preparo do indculo

Uma alcada de cultura proveniente de meio sdélido
foi semeada em tubo contendo meio BHI e este incubado a 37°¢
sob condigdes estadticas durante 18 a 24 horas. Desta cultura 5
ml foram inoculados em frasco Erlenmeyer de 250 ml, contendo -
50 ml de meio NAK e incubados sob agitagdo de 250 rpm a 37°C du
tante duas horas.

A semeadura foi feita transferindo-se 0,05 ml de
indculo (uma gota de micropipeta soroldgica calibrada), padroni
zado a D.0. 0,5 em cada tubo do incubador de temperatura gra-

diente, contendo 10 ml de meio NAK.
III.3.b. Incubacao e medidas de crescimento

O intervalo de temperatura foi ajustado entre 18
e 60°C, utilizando-se 18 tubos. Os tubos foram conectados ao in
cubador anteriormente & inoculacdo, com o propdsito de estabili
zar-se a temperatura do meio em cada um deles.

A incubacao foi feita sob agitagao reciproca na

velocidade de 30 ciclos/minuto. O crescimento dos microrganis-



mos foi determinado pelo método turbidimétrico, utilizando-se -
espectrofotometro. As leituras de D.O., foram efetuadas a inter
valos regulares de 15 minutos.

As curvas de crescimento foram obtidas, cons-
truindo-se graficos com o logaritmo das D.O. em ordenadas e o
tempo em minutos nas abscissas. As constantes especificas de
crescimento (k), foram determinadas a partir das porgoes retili
neas de maximo declive nas curvas de crescimento, e calculadas

pela expressao:

_ _ _ . -
k = 2,303 (log x, log xl) / t, t, min

1 € %5 foram os valores das D.0O. nos tempos tl e t2 res

pectivamente. A partir das constantes de crescimento, obtidas a

onde, X
diferentes temperaturas, foram tracadas as curvas de Arrhenius.

III.4. Produgao e caracterizagao das enterotoxinas esta

filocdcicas a partir da linhagem S. aureus S5-6
III.4.a. Padronizagao do indculo

Um Erlenmeyer contendo 50 ml de meio NAK, fol i-
noculado com uma alcada de cultura de S. aureus S-6 proveniente
do meio BHI agar. O frasco foi incubado sob agitacao a 250 rpm,

370C durante 18 a 24 horas.

ApSs a incubagao a D.O. da cultura foi acertada,

utilizando-se volumes conhecidos de meio NAK, a um valor entre



0,4 e 0,5. A partir desta suspensdo efetuaram-se diluigdes e le
ram-se as respectivas D.O.

O nimero de microrganismos da suspensao original
e subsequentes, foi determinado pelo método de diluicoes e pla-
queamento. Como diluente foi utilizado o proprio meio NAK e o
plagqueamento em meio BHI agar.

Com os valores obtidos, construiu-se a curva pa-
drao correlacionando D.O. a numerc de microrganismos. Esta cur-
va foi utilizada durante o decorrer dos experimentos subsequen-

tes (Figura 1).

ITI.4.b. Producao de enterotoxinas tipo A e B em
meio NAK a 37°C, pelo método de cultura

em saco de celofane

Para a producao de enterotoxinas, foi escolhida
a técnica de cultura em saco de celofane (54).

Um volume de 100 ml de meio NAK foi adicionado
em tubo de celofane, do tipo utilizado em embutidos carneos e
similares, previamente fechado em uma das extremidades. Apds a
adicao do meio, o tubo foi fechado e introduzido em Erlenmeyer
de 300 ml, contendo 19 ml do mesmo meio. O conjunto fechado com
tampao de algodao, foi esterilizado em autoclave a 121°c duran-
te 15 minutos.

Apds a esterilizagdo o meio foi esfriado a tempe

ratura ambiente e inoculado com 1 ml de cultura padronizada,con
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tendo 10'/ml microrganismos. Os frascos foram incubades em -

"shaker" rotatdrio a 250 rpm e 37°C durante 18 horas.

IIT.4.c. Preparo das amostras para anilise de en-

terotoxinas

Terminada a incubacao foram retiradas duas amos-
tras de 10 ml cada, e centrifugadas a 5000 rpm durante 10 minu-
tos a 4°cC.

O sobrenadante foi dialifado contra dgua destila
da a 4OC.por 24 horas, com trocas de dgua a intervalos de 1 ho-
ra nas primeiras 6 horas.

Os dialisados foram a seguir liofilizados em pla
cas de Petri envoltas em papel aluminio, em liofilizador de ban
dejas. Para a determinacao de enterotoxina B, © liofilizado foi
ressuspendido ao volume original com tampao PBS. Para a entero
toxina A, foi utilizado um volume correspondente a uma concen -

tracao de 5X a do volume original.

IIT.4.d. Analise qualitativa - Método de 0.S.P.
(Optimun Sensitive Plate) - modificacao

do método de Ouchterlony (54,49)

0 método de dupla difusdo em gel, foi utilizado
para a determinacao gualitativa das enterotoxinas. Este proce-
dimento utiliza placas de Petri com 80 mm de diametro, recober

tas com 3 ml de agar Noble 1,2%, preparado com PBS e filtrado



a quente através papel Wattman n?® 2, a vacuo.

Apbds a solidificacao o agar foi perfurado, utili
zando-se um molde padronizado (0.S.P.).

Ao orificio central da placa foi adicionado anti
-soro, nos laterais (orificios menores) os antigenos padroes e
nps restantes as solugoes a serem analisadas. O antiSsoro B pa-
drdo foi adicionado na diluigao de 1:20 e o antiSsoro A na dilu
icdo de 1:12, e as enterotoxinas padrao na concentragao de -~
4;Lg/ml.

As placas foram incubadas em camara umida a 37°%
por 24 horas. Apds este tempo observaram-se com luz indireta -
sob fundo de vidro escuro, visualizando-se linhas de precipita-

cao ao redor do orificio central (Figura 16).

III.5. VariacOes nas condigoes de cultura
III.5.a. VariacBes de temperatura de incubagao

Inoculou-se 21 frascos com a técnica referida no
{tem III.4.b.e incubou-se em "shaker" rotatério a 250 rpm, sen-
do 3 frascos para cada temperatura de 20, 25, 30; 37, 39,5, 45
e 50°C.

As amostras foram retiradas apds 18, 24, 48 e 72

horas de incubagao.

III.5.b. Variacoes dos valores de pH do meio
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A produgao de enterotoxinas foi determinada nos
sequintes valores de pH: 4,5; 5,0; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0e 9,0.
Estes valores foram obtidos pela adicao de solugoes de NaOH -
0,1N e HC1 0,1N ao meio de cultura.

Os meios inoculados como referido no Item III.4.Db,
foram incubados a 37°C em "shaker" rotatdrio a 250 rpm, sendo -
trés cada valor de pH utilizado.

As amostras foram retiradas as 18, 24, 48 e 72

horas de incubagao.

ITI.5.c. Variacoes da concentracao salina do meio

£Dra"}1‘|
Ao meio basal NAK, £=i adicionad@sas seguintes

concentracoes de NaCl: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 e 12% (p/v) .
Os frascos, sendo trés para cada valor, foram inoculados comd
referido no Item III.4.b. e incubados em "shaker" rotatério a
250 rpm.

As amostras foram obtidas apds 12, 15, 18, 24

48 e 72 horas.

III.5.d. Variacdes conjuntas na concentragao sa-

lina e pH do meio

Foram testadas as seguintes combinagoes de con-
centfagao salina e pH: 1% NaCl, pH 6,0; 1% NaCl, pH 6,5; 2% NaCl
pH 6,0; 2% NaCl, pH 6,5; 4% NaCl, pH 6,0 e 4% NaCl, pH By

Os frascos inoculados em nimero de trés para ca-



da combinacao, foram incubados como ja descrito anteriormente e

as amostras retiradas as 18, 24, 48 e 72 horas de incubagao.

III.6. Preparo e analise das amostras
ITII.6.a. Preparo das amostras

Foram retirados 5 ml de cada frasco e divididos -
em duas partes iguais, uma para determinagao de enterctoxina A e
outra para a de enterotoxina B.

As amostras foram tratadas pelo procedimento des-
crito no item III.4.c.0s volumes de tampao PBS utilizados foram,
2,5 ml para a amostra ressuspendida ao volume original e 0,5 ml

para a amostra concentrada.

ITII.6.b. Andlise quantitativa das enterotoxinas.Mé

todo de Oudin (28,36,47,50,52,58,70)

Este método & baseado na técnica de simples difu-
sao em gel, utilizando-se tubos de Oudin contendo agar-soro-anti

toxina.
III.6.b.1l. Preparc do agar

Agar Noble na concentragao de 0,6%, foi dissolvi-
do e fundido em tampao PBS, a seguir filtrado a quente, utilizan
do-se papel de filtro Wattman n® 2, com auxilio de vacuo. O agar

assim preparado foi estocado em geladeira em volumes de 25 ml a-



proximadamente. Quando necessaria a preparagao de novo conjunto
de tubos, o agar foi fundido novamente em banho de agua sob -

fervura.
ITI.6.b.2. Revestimento dos tubos

0 agar preparado de acordo com o item anterior ,
foi utilizado para revestimento dos tubos, isto se conseguiu pe
lo enchimento e esvaziamento rapido dos mesmos com agar, utili-
zando-se pipeta "Pasteur". Imediatamente apds, foram colocados
em banho de gelo.

O conjunto de tubos assim preparado, foi coloca-
do em dessecador durante aproximadamente 24 horas e logo estoca

do em condigoes ambientais.

III.6.b.3. Preparo do agar-soro-antitoxi

na

0 soro diluido & metade da concentragao final de
sejada, 1:10, com tampao PBS, foi colocado em banho de agua a -
temperatura controlada, até atingir 50°C. Um igual volume de a-
gar fundido e esfriado a temperatura de SOOC, foi adicionado 4
preparacio anterior, obtendo-se assim a diluicao final de 1:20.

Com esta solucao de agar-soro, os tubos foram
preenchidos até a metade com o auxilio de pipeta "Pasteur", evi
tando-se escorrer a solugdo pelas paredes internas dos tubos e

a formagao de bolhas de ar.



III.6.b.4. Preparo das solugoes de antige

nos

As enterotoxinas puras, antigenos, foram-diluf -
das utilizando-se tampao PBS nas seguintes concentragoes: 64, -
32, 16, 8, 4 e 2/Lg/ml.

Um volume de aproximadamente 0,5 ml das solugoes
de antigenos foi adicionado a cadaltubo contendo agar antissoro.

| Os tubos selados com papel para-filme, foram in

cubados a 250C durante 7 dias.

IIr.6.b.5. Leitura das bandas de precipi-
tacio e construgao da curva pa

drio (Figuras 2 e 3 )

Apds a incubagao, o comprimento da banda de pre-
cipitacdo desenvolvida, foi medido com o auxilio de um paquime-
tro, levou-se este valor a um grafico contra o logaritmo das
respectivas concentragBes de antigenos, o que nos permitiu obter
a curva padrao, na qual a cada valor de comprimento correspondel
uma concentracao de antigeno (Figura 17).

Foram construidas duas curvas padrao, uma para o

sistema antigeno-anticorpo A, e outra para o sistema B.

IITI.6.b.6. Analise das amostras

Um volume de 0,5 ml de cada amostra de acordo

com o processo descrito no {tem III.4.c.,foi adicionado ao res-



pectivo tubo de agar-soro anti-A ou anti-B e incubado a 25°¢ du
rante 7 dias.

Apés a incubagéo, oS comprimentos'das bandas de
precipitacdo foram medidos como no item III.6.b.5, e pela curva
padrao obtiveram-se as concentragoes das enterotoxinas presen -
tes nas amostras.

No caso da enterotoxina A, o valor da concentra-
cao obtido da curva padrao, foi dividido pelo valor 5, uma vez
que a amostra foi concentrada 5 vezes.

A cada ponto, correspondeu a média aritmética de
trés repeticdes, uma vez que a cada parametro estudado, corres-
pondiam trés frascos de culturas como descrito anteriormente no

Stem III.5.



IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.l. Caracterizacac da cultura de Staphylococcus aureus

5-6.

Os testes biocquimicos realizados, confirmaram as

caracteristicas da linhagem em estudo.
IV.2. Estudo da cinética de crescimento.

A temperatura otima de crescimento obtida para a

linhagem S-6.foi 39,4OC i O,BOC, com uma velocidade especifica,

k, de 15,9 x 10—3 min_l. A temperatura inferior considerada nes-

+ 3

te experimento foi de 22,600 - 0,3OC con valores de k

P
. oA g 5,7 x 1073 min_l, respectivamente (Tabela 1, Figura 4).A

2,2 x 10~

temperatura de 44,80C z 0,30C foi a mais alta né qual ainda se

encontrou crescimento. Os valores cardinais de temperatura foram
proximos aos observados para outras linhagens de S. aureus (44,

71) .

IV.3. Producao das enterotoxinas A e B em meio NAK a

pH 7,0 e 37% pelo método de saco de celofane.

A enterotoxina B somente pode ser detectada apos

12 horas de incubagao e a enterotoxina A apds 15 horas (Tabela

2, Figura 5). O método de analise, difusao simples em gel, nao

. . . - ] daS
nos permitiu determinar com precisao o 1nicio da secrecgao

i a ser determi
toxinas, uma vez dque a minima concentragao capaz de i



nada por este procedimento € a de lag/ml. Métodos mais sensive
is de determinacao, bem como concentragao das amostras destina-
das a analise de enterotoxina B, nao foram utilizados, uma vez
que o principal objetivo do trabalho foi a comparacao na produ-
cao das enterotoxinas A e B em diferentes condigoes de cultura,
e nio o estudo detalhado da cinética desta produgao. Estudos re
lativos 3 producao de ambas as enterotoxinas no inicio e duran-
te a fase exponencial de crescimento, utilizando a linhagem S-6
foram anteriormente efetuados por outros pesquisadores (19).

| para o estudo da variagao das velocidades de sin
tese das enﬁerotoxinas, determinou-se a quantidade de toxina -
produzida por hora, num dado intervalo de tempo. Para a entero-
toxina B observou-se um maximo de producao de 9,5/¢g/ml/h no in
tervalo entre 18 e 24 horas (Tabela 3, Figura 6) e para a ente-
rotoxina A 0,12 pg/ml/h no intervalo de 12 a 15~ (Tabela 3, Figu
ra 7). Os intervalos apreciadcs, assim como a quantidade de to-
xina produzida por hora, devem ser considerados como aproxima -
dos, ja que para a obtengéo de'dados mais precisos, as determi-
nagoes deveriam ter sido realizadas a intervalos de tempo mais

curtos.

TV.4. Estudos dos parametros que afetam a produgao das

enterotoxinas estafilococicas.

A determinacao das porcentagens de inibicgao da

producao de enterotoxinas observadas nos itens IV.4.1 a IV.4.4.



refere-se a um periodo de incubagao de 72 horas.

IVv.4.1. Estudo do efeito da temperatura de incuba

cao na produgao de enterotoxinas.

A maxima producao de ambas as toxinas, correspon-
deu a temperatura de otimo crescimento da linhagem, ou seja, -
39,4OC. A esse respeito, grande parte da literatura indica 37%
como sendo a temperatura otima de crescimento e produgao de ente
rotoxinas, no entando trabalhos mais recentes coincidem com os -
resultados por nds obtidos (66) (Tabela 4, Figuras 8 e 9).

0 efeito da temperatura na producao das enteroto-
xinas A e B, foi diferente para cada uma delas. A 45°C houve um
decréscimo de 82% para B e de 25% para A em relacao ao valor obti
do & temperatura Otima (Tabela 10). A 25°C, a produgado de toxina

B sofreu uma reducido de 90% e a de toxina A de 26% (Tabela 10).

IV.4.2. Estudo do efeito de pH na produgao de en-

terotoxinas.

O pH otimo para a producao de ambas as enterotoxi
nas 7,0, coincidiu com o valor otimo para o crescimento. O inter
valo de maxima producdao sitou-se entre os valores de pH 6,5e¢7,5
para as toxinas A e B (Tabela 5, Figura 10 e 11). Para Valores
extfemos de pH 5,0 e 9,0, houve um decréscimo de 98% para a toxi
na B e de 50% para a A, sendo totalmente inibida a produgao .de

ambas as enterotoxinas a pH 4,5 (Tabela 11).



IV.4.3. Estudo do efeito da concentragao salina na

producao das enterotoxinas.

Observou-se uma relacao direta entre o aumento da
concentracao salina (NaCl) e o decréscimo na producao das entero
toxinas (Tabela 6 e 7), sendo este efeito mais marcante na produ
cdo de enterotoxina B (Figura 12 e 13). Para 1% de NaCl, a produ
c3o de toxina B sofreu um decréscimo de 40% e a toxina A de ape-
nas 7% (Tabela 12). As demais concentracoes do sal afetaram a -
producao de ambas as toxinas de forma menos acentuada e aproxima
damente linear.

As enterotoxinas A e B, nao foram detectadas a con
centragoes do sal acima de 10%. Estas observagoes coincidiram -

com os resultados obtidos por outros autores (26,27 ,31}).

IV.4.4. Estudo do efeito combinado de concentracoes
salinas e pH na produgao de enterotoxinas,

(Tabela 8 e 9, Figuras 14 e 15).

Para o valor de pH 7,0 e concentragoes de NaCl de
1, 2 e 4%, as porcentagens de inibigao para enterotoxina B foram
muito maiores gquando comparadas is de A (Tabela 13). Com a combi
nacao de concentracoes de 2% de NaCl e valores de pH de 7,0; 6,5
e 6,0, houve uma inibicao de 55, 64 e 67% para enterotoxina B e
para enterotoxina A, nestas mesmas condigaes, observamos as por-
centagens de 18, 43 e 51% de inibicdes respectivamente.

A analise dos resultados obtidos aos mesmoS valo -



.{’arcehfnaen's )
res de pH e 4% de NaCl, nos mostraram que as vantagens de inibi

cao cresceram de modo drastico; correspondendo para a enteroto-
xina B os valores de 83, 88 e 90% e para enterotoxina A de 31,
65 e 100%, respectivamente. Pode-se também cbservar que a medi-~
da que a concentraggo salina aumentou, o efeito inibidor dos va

lores de pH decrescentes passou a ser quase desprezivel.
IV.5. Consideragoes gerais.

Pelos resultados cobtidos observa-se que a produ-
cao de enterotoxina B foi mais afetaaa que a de A pelos valores
extremos de éH e temperatura, e como por concentracoes salinas
crescentes. Estes resultados comprovam as observacoes de outros
pesquisadores que trabalharam com linhagens distintas (26,36,45)
No entanto, a forma de agao destes agentes na excregao das ente
rotoxinas ou na sua sintese, até o presente momento nao se en-
contra satisfatcoriamente explicada, deixando assim possibilida-
des para estudos posteriores.

A relacio das concentracgdes das enterotoxinas B
e A (B/A), nos experimentos realizados ficou compreendida entre
30 e 300. Estes resultados também conéordam com os encontrados
na literatura (19,62).

Os resultados obtidos no estudo do efeito da tem
peratura, pH e NaCl na produgéo de enterotoxinas A e B, concor-
daram em geral com os obtidos por outros pesquisadores que uti-

lizaram diferentes linhagens para o estudo das enterotoxinas.



Desta maneira, ficou esclarecido que o comportamento observado
para cada toxina, no que diz respeito a velocidade de secrecao,
concentracio nos diferentes estagios de cultura e efeito dos
demais paridmetros em estudo, parecem ser propriedades intrinse-
cas da toxina em questao e nao da linhagem produtora.

A extrapolacao direta dos resultados cbtidos pa-
ra recomendacoes no processamento e conservacao de alimentos,de
ve ser considerada juntamente com uma etapa intermediaria de es
tudo das propriedades intrinsecas dos alimentos em questao (55),
bem como o desenvolvimento de S. aureus e producao de enteroto-
xinas nesses alimentos, a fim de se determinar as condigoes mais
adequadas para O seu processamento. Nao obstante, numa primeira
aproximagao podemos indicar que: concentracoes alinas da orden
de 12% de NaCl a pH 7,0; concentracoes superiores a 4% combina-
das a valores de pH iguais ou inferiores a 6,0 e temperaturas -
inferiores a 20°C ou superiores a 450C, propiciam uma inibicao

marcante na producao das enterotoxinas A e B.



V. CONCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos em relagao ao

crescimento e producdo de enterotoxinas da cultura de Staphylo -

coccus aureus S-6, nos leva as seguintes conclusoes:

l‘

HA coincidéncia nos valores de temperatura e pH Otimo no que

diz respeito ao crescimento da cultura e producao de enteroto

xinas A e B.

Os intervalos de maxima producao de enterotoxinas estiveram -
situados entre 12 a 15 horas e 18 a 24 horas paras as enterc-

toxinas A e B, respectivamente.

A producac de enterotoxina B foi de 30 a 300 vezes superior a

de A.

A producdo de enterotoxina B foi mais afetada pelos valores
extremos de temperatura e pH, assim como pelas concentragoes

salinas crescentes.

No efeito combinado de NaCl e pH, a medida que a concentracao
salina aumentou, o efeito inibidor do pH decrescente passou

a ser desprezivel na producao de ambas as toxinas.

Os efeitos dos diversos pardmetros na producgao de ambas as to
xinas, provenientes de uma tnica linhagem, concordaram em ge-
ral com os resultados de outros pesquisadores que utilizaram

linhagens diversas para a producao destas enterotoxinas.
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TABELA 2 -. Crescimento e producdo de enterotoxinas estafilocbdcicas
A e B em meio NAK-4%, a pH 7,0 e B?OC, utilizando-se a

linhagem S. aureus S-6.

Tempo (h) UFC/ml* EEA (/Lg/ml)** EEB (/Ag/ml)***
12 26,6 0,00 14,2
15 30,5 0,38 15,2°
18 45,0 0,50 - 28,7
24 65,0 0,62 85,6
48 66,6 0,67 198,6
72 71,0 072 220,0

* -
UFC/ml - Unidades formadoras de colonia/ml.
**EEA - Enterotoxina estafilocbcica tipo A.

***EEB - Enterotoxina estafilocdcica tipo B.
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TABELA 3 - Taxa de producao de enterotoxinas A e B por hora em meio

NAK=-4%

aureus

a

5-6.

pH 7,0 e 370C, utilizando-se a linhagem S.

Intervalos de

arg EEA/ml/h

temoo (h)

12 - 15 0,126 0,33
15 - 18 0,040 4,50
18 - 24 0,020 9,48
24 - 48 0,002 4,71
48 - 72 0,002 0,89
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FIGURA 1 - Curva padrao para crescimento da linhagem S. aureus S-6,

utilizando-se meio NAK-4%, pH 7,0 e a 37OC.
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FIGURA 2 - Curva padrao para determinagao de enterotoxina estafi-

lococica tipo B, utilizando-se antissoro na diluigao

de 1:20.
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FIGURA 3 - Curva padrao para determinacao de enterotOX1na estafi-
lococica tipo A, utilizando-se antissoro na diluigao

de 1:20.
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FIGURA 4 - Curva de Arrhenius.
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FIGURA 5 - Crescimento e producdo de enterotoxinas estafilocdci -

cas A e B (EEA e EEB), em meio NAK-4%, a pH 7,0 e 37°C,

utilizando-se a linhagem S. aureus S-6. Simbolos:

0O - EEB; o-EEA e A-UFC.
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FIGURA 6 - Taxa de producdo de enterotoxinas B por hora em meio

NAK-4% a pH 7,0 e 37°c, utilizando-se a linhagem S. au-

reus S-6.
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FIGURA 7 - Taxa de producao de enterotoxina A por hora em meio

NAK-4% a pH 7,0 e 37°%c, utilizando-se a linhagem S. au-

reus S-6.
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FIGURA 8 - Producao de enterotoxina B, a diferentes temperaturas

de incubacao em meio NAK-4% e a pH 7,0, utilizando-se
a linhagem S. aureus S-6. Simbolos: o - 18 h; O -

24 h; A - 48 he @ - 72 h.
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FIGURA 9 - Producao de enterotoxina A, a diferentes temperaturas

de incubacdo em meio NAK-4% e a pH 7,0, utilizando-se

a linhagem S. aureus S-6. Simbolos: o - 18 h; O -

24 h: A -48 he @ - 72 h.
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FIGURA 10 - Producao de enterotoxina B, a diferentes valores de

pH em meio NAK-4% e a 370C, utilizando-se a linhagem S.

aureus S-6. Simbolos: ©

@ - 72 h.

- 18h;

O - 24h;

A

- 48 h; e
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FIGURA 11 - Producao de enterotoxina A, a diferentes valores

de

pH em meio NAK-4% e a 3?°C, utilizando-se a linhagem

S. aureus S-6. Simbolos:
48 h e © - 72 h.

o]

- 18 h; O

- 24 h;

A
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FIGURA 12 - Producio de enterotoxina B, a diferentes concentra -
goes de NaCl, em meio NAK-4% a pH 7,0 e a #7198 wkild
zando-se a linhagem S. aureus S-6. Simbolos: A _ 10%

NaCl: B - 8% NaCl: e - 6% NaCl; VY - 5% NaCl; %4 -
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FIGURA 13 - Producao de enterotoxina A, a diferentes concentra -
goes de NaCl, em meio NAK-4% a pH 7,0 e a 3717, utdili
zando-se a linhagem S. aureus S-6. Simbolos: 4 - 10%

Nacl: B - 8% NaCl: e - 6% Nacl; VY - 5% NaCl; @ -
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FIGURA 14 - Producao de enterotoxina B, sob a agao conjunta de va

riacoes na concentracao de NaCl e valores de pH, em

meio NAK-4% a 370C, utilizando-se a linhagem S. au-

reus S-6. Simbolos: V - pH 6,0 e 4% NaCl; e - pH 6,5

e 4% NaCl; @ - pH 6,0 e 2% NaCl;

A - pH 6,5 e 2% NaCl;

O- pH 6,0 e 13 NaCl; 0 - pH 6,5 e 1% NaCl; ¥ - pH

7,0 e 4% NaCl; A - pH 6,0 e 0% NaCl; @ - pH 7,0 e 2%

NaCl; @ - oH 7,0 e 1% NaCl; ® - pH 6,5 e 0% NaCl e

e - pH 7,0 e 0% NaCl.
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FIGURA 15 - Producao de enterotoxina A, sob a agao conjunta de va
riacoes na concentracao de NaCl e valores de pH, em
meio NAK-4% a 37°C, utilizando-se a linhagem S. au-
reus S-6. Simbolos: € - pH 6,5 e 4% NaCl; @ - pH 6,0
e 2% NaCl; A - pH 6,5 e 2% NaCl; O - pH 6,0 e 1% NaCl;
O - pH 6,5 e 1% NaCl; Y - pH 7,0 e 4% NaCl; A - pH
6,0 e 0% NaCl; ¢ -~ pH 7,0 e 2% NaCl; @ - pH 7,0 e 1%

NaCl; ® - pH 6,5 e 0% NaCl e ¢ - pH 7,0 e 0% NaCl.



