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RESUMO

Esteartigo derevisao tem como objetivo descrever as principais caracteristicas do Staphylocococus
aureus e a relacdo deste micro-organismo com as doencas transmitidas por alimentos. S. aureus é
a principal espécie do género e o homem e os animais sdo os reservatorios. Este micro-organismo
se multiplica com facilidade em varios alimentos e produz enterotoxinas (EE) termorresistentes.
Leite cru e derivados, creme, tortas recheadas com creme, salada de batata, atum, carne de frango,
presunto, carnes e produtos a base de ovos ja foram incriminados nos surtos alimentares envol-
vendo os estafilococos. Os principais sintomas sdo nauseas, vomito, caibras abdominais e diar-
réia. O periodo de incubacao varia de 2 a 4 horas. Sao conhecidos 20 tipos diferentes de EE e sua
produgdo é influenciada pela temperatura, pH, atividade de agua, tamanho do in6culo, fonte de
carbono e nitrogénio, concentragdo de sal e condi¢des atmosféricas do substrato. A maioria das
intoxicagdes é produzida por EEA e EED. As EE sao detectaveis nos alimentos que apresentam
populacdes de S. aureus acima de 10°UFC/mL de alimento. A dose minima de EE ingerida para
causar intoxicacao é 100 ng. Para deteccao de EE, existem métodos como Sensibilidade Otima
em Placas (OSP- Optimun Sensitivity Place), microslide, Aglutinacdo Reversa Passiva em Létex
(RPLA- Reversed Passive Latex Agglutination) e ELISA. A Reagdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR- Polimerase Chain Reaction), apesar de nado diferenciar células viaveis de nao viaveis, pode
ser aplicada para deteccdo de diversos tipos de estafilococos enterotoxigénicos.

PALAVRAS-CHAVE: Entetotoxina, intoxicacéo estafilocécica, DTA.

ABSTRACT

STAPHILOCOCCI IN FOOD. This review article aims to describe the main characteristics of
Staphylocococus aureus and the relation of this microorganism with food-borne disease. S. aureus is
the main species of this genus, and man and animals are the main reservoirs. These microorgan-
isms can easily grow in food and produce thermo-resistant enterotoxins. Whole milk and dairy
products, cream, cream-filled pies, potato salad, tuna, chicken, ham, meat and egg-based products
have been incriminated in food-borne outbreaks involving Staphylococcus. The main symptoms are
nausea, vomit, abdominal cramps and diarrhea. The incubation period varies from 2 to 4 hours.
Twenty different enterotoxins are known and their production is influenced by temperature, pH,
water activity, inoculum size, carbon and nitrogen availability, salt concentration and atmospheric
conditions. The majority of food poisoning is caused by enterotoxins A and E. The enterotoxins are
detectable in food containing S. aureus populations above 105 CFU/mL. The minimum dose of
enterotoxin necessary to cause staphylococcal poisoning is 100 ng. To detect enterotoxins, methods
like optimum sensitivity plate (OSP), microslide, reversed passive latex agglutination (RPLA) and
ELISA can be applied. Although polimerase chain reaction (PCR) cannot differentiate viable and
nonviable cells, it can be used to detect different kinds of enterotoxigenic staphylococci.

KEY WORDS: Enterotoxin, staphylococcal poisoning, food-borne disease.

INTRODUCAO para a satide publica mundial. Oficialmente, surtos
sdo definidos como sendo a ocorréncia de dois ou

As Doencgas Transmitidas por Alimentos (DT As) mais casos de uma doenca, com o mesmo quadro
sdo consideradas, atualmente, um grande problema clinico, resultante da ingestdo de um alimento em
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comum (MEER; MISNER,1999). Acredita-se que nos
paises desenvolvidos, em média, 70% dos casos
de diarreia que acometem criancas com menos de
cinco anos tém origem alimentar (WoRLD HEALTH
OraGazizaTION, 1995). Segundo o Centro para o Con-
trole e Prevencdo de Doencgas “CDC - Center for
Diseases Control” (CENTER FOR Diseases CONTROL,
2009), ocorrem anualmente 38,6 milhdes de casos
de doencas gastrointestinais causadas por patdge-
nos conhecidos e 13,6 milhdes (36%) deste total sdo
atribuidos as DTAs.

Suspeita-se que, a cada ano, 76 milhdes de
americanos sao acometidos por doencas veiculadas
por alimentos, ocorrendo 325 mil hospitalizacoes e
5.200 mortes. Deste total os micro-organismos foram
responsaveis por cerca de 14 milhdes toxinfeccoes,
60 mil hospitalizacdes e 1.800 mortes (CENTER FOR
Diseasgs ConTROL 2009). Criangas, idosos, gestantes e
imunocomprometidos sdo consideradasa populagdo
de maior risco (BREweRr, 1991). Na Franca, entre os
anos de 1988 e 1997, foram notificados 3.839 surtos
de toxinfeccaoalimentar envolvendo 83.500 pessoas,
causando7.492 hospitalizagdes e 62 mortes (BUYSER et
al.,2001). De acordo com Loir et al. (2003), na Franga,
em dois anos (1999-2000), ocorreram 1.267 surtos
de doengas veiculadas por alimentos, envolvendo
17.378 pessoas com 1.383 hospitalizacdes e uma
morte. Em uma revisdo sobre surtos de toxinfecgdo
alimentar em escolas dos Estados Unidos, DANIELS et
al. (2002) relataram que, entre os anos de 1973 e 1997,
foi comunicado ao CDC um total de 604 surtos de
toxinfecgdo com49.963 doentes, 1.514 hospitalizagdes
e uma morte. Sabe-se também que, além dos prob-
lemas associados a satde publica, as DTAs geram
um custo alto aos paises como os EUA, que gastam
entre 5 e 17 bilhoes de dolares com medicamentos,
internamentos e queda na produtividade (BREWER,
1991).

Os contaminantes microbiolégicos, principal-
mente os bacterianos, sdo os principais agentes
associados aos quadros de toxinfec¢des alimentares
(Lomr et al., 2003; WorLD HEALTH ORGAZIZATION, 1995).
Em 2000, de acordo com o Departamento de Agri-
cultura dos Estados Unidos (U.S. Departament of
Agriculture), os patégenos bacterianos causadores de
doencas alimentares geraram um gasto de 6,9 bilhdes
de doélares (U.S. Departament of Agriculture, 2004).
Entre os micro-organismos associados aos quadros
de toxinfec¢des alimentares, o Staphylococcus aureus
representa 4,5% das DTAs que ocorrem anualmente
nos EUA, o que corresponde, em média, a 185.000
doentes, 1.753 hospitalizagoes e 2 mortes (U.S. De-
partament of Agriculture, 2001). De acordo com o
CDC, entre 1993 e 1997 foram notificados, nos EUA,
42 surtos de intoxicacao estafilocdcica, envolvendo
1.413 pessoas e causando um ébito (CENTER FOR Dis-
Eases CoNTroL, 2000). Segundo DaNieLs ef al. (2002),

do total de toxinfecgdes que ocorreram em escolas
nos EUA entre 1973 e 1997, o agente etiolégico foi
descrito em 40% dos casos e, deste total, 85% foram
causados por bactérias, sendo o S. aureusresponsavel
por 25% deles, resultando em 6.521 pessoas doentes
e 319 hospitalizacoes. Este micro-organismo é con-
siderado um agente de grande importancia, pois
tem alta frequéncia como contaminante e grande
potencial como causador de intoxicagdes (ZECCONI;
HanN, 2001; DINGEs et al., 2000). Essas intoxicagdes
sdo causadas pela ingestao de enterotoxinas pré-
formadas no alimento durante a multiplicacao bac-
teriana, destacando-se aqueles alimentos de origem
animal (BREWER, 1991).

Em 2000, noJapao, 13.420 pessoas foram envolvi-
das em um surto de intoxica¢do ao consumirem leite
desnatado reconstituido contaminado com entero-
toxina A e H produzidas por estafilococos (IKepa et
al., 2005). Na Franca, entre 1999 e 2000, o S. aureus
foi apontado como o segundo maior responsavel
pelos casos de DTA microbiana naquele pais (Lor
et al., 2003).

No Brasil, sao poucas as informagdes quanto
as doengas transmitidas por alimentos. Segundo
PEREIRA et al. (1994), as intoxicagdes estafilocdcicas
sdao muito comuns no pais, sendoamaioria dos casos
ndo investigada ou ndo notificada. De acordo com
o INsTITUTO PANAMERICANO DE PROTECAO DOS ALIMEN-
TOS E ZOONOsES (2002), entre os anos de 1993 e 2002,
ocorreram 18 surtos notificados de intoxicacdo esta-
filoc6cica envolvendo produtos lacteos, sendo dois
deles o leite. Deste total, 93 pessoas ficaram doentes
endo foi notificado nenhum 6bito. No Estado de Sao
Paulo, entre 2001 e 2002, foram notificados 25 surtos
de intoxicagdo por S. aureus envolvendo 200 pessoas
(CENTER FOR Diseases CoNTrOL, 2003). No Estado de
Minas Gerais, segundorelatos da Fundagao Ezequiel
Dias - FUNED, entre os anos de 1995 e 2001, 12.820
pessoas foramintoxicadas e 17 morreramapds ingerir
alimentos contaminados por EE. Nestes surtos, os
alimentos incriminados, em ordem de freqiiéncia,
foram refei¢des prontas, queijos, leite e derivados,
bolo recheado, frangos e embutidos, massas e maio-
nese (Carmo, 2002).

Segundo a Secretaria de Satde do Parand, em
1998 ocorreram 200 surtos de doencas veiculadas
por alimentos envolvendo 1.827 individuos, sendo
14 surtos e 94 pessoas envolvidas no Municipio de
Londrina. Do total de surtos daquele ano, apenas 107
tiveram o agente etioldgico isolado e identificado,
sendo 30 casos associados ao S. aureus e, destes,
31,2% foram confirmados laboratorialmente e 20%
por meio de suspeita clinica e epidemioldgica. Dos
alimentos incriminados, nos surtos onde o agente
etiolégico foiidentificado, 15 deles foram associados
a alimentos de preparagdo mista, isto é, que contém
matéria-prima de origem animal e vegetal, 6 surtos
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atribuidos a carne e derivados e 8 a leite e derivados,
ovo e suco de maracuja industrializado.

ESTAFILOCOCOS

Os estafilococos foram observados inicialmente
por Kock em 1878 a partir de material purulento
e, em 1881, houve a primeira publicagdo citando a
forma de cocos e a presenca constante desses micro-
organismos emabcessos agudosecrdnicos. Arelagdo
desses micro-organismos com surtos de intoxicacdo
alimentar sé ocorreu em 1884, em Michigan, EUA,
quando se associou 0s casos ao consumo de queijo
tipo cheddar contaminado com estafilococos (PEREIRA
et al., 2000).

Em alimentos, as espécies de maior importancia
sao S.aureus, S. hyicus, S. chromogenese S. intermedius,
(Franco; LANDGRAF, 2005; Su; WonNg, 1997) sendo S.
aureus a principal espécie associada aos casos de
intoxicagdo alimentar, representando, em média,
98% dos surtos por este género.

Os estafilococos sdo micro-organismos mesoéfilos
com temperatura de crescimento entre 7 e 47,8° C e
podem produzir enterotoxinas termorresistentes a
temperaturasentre 10e46°C, com temperatura 6tima
entre40e45°C.OpHideal paraseu desenvolvimento
varia entre 7 a 7,5, mas é possivel a multiplicagdo
em alimentos com pH variando entre 4,2 e 9,3. Este
grupo de micro-organismos ainda tem a capacidade
de sobreviver e se multiplicar em uma concentracdo
de cloreto de sédio de até 15% e a producdo de
enterotoxina acontece em concentragdes de sal de
até 10%, o que faz com que os alimentos curados
também sejam veiculos potenciais de intoxicacao.
Quanto a atividade de dgua (aw) os estafilococos
sdo dnicos em sua capacidade de se multiplicarem
em alimentos com valores de atividade de dgua in-
ferioresaonormalmente considerados minimos para
outras bactérias haldfilas. O valor minimo de aw é
0,86, apesar de ja ter sido relatada a multiplicagdo
desses micro-organismos em alimentos com aw de
0,83 (WonNG; BErGDOLL, 2002; FRANCO; LANDGRAF, 2005).
A presenca de outros micro-organismos também
é um ponto importante, pois os estafilococos sdo
considerados mal competidores (Loir et al., 2003).
Segundo BAIRD-PARKER (1990), a temperatura para
destruigdo do S. aureus varia entre 43 segundos e 8
mina60°C, ondeas culturas maisjovensapresentam
maior sensibilidade a esta mudanga de temperatura
(WALKER; HARMON, 1966).

A versatilidade nutricional e a capacidade de
crescerem em diferentes condi¢des ambientais fazem
com que o S. aureus desenvolva-se com facilidade
em vérios alimentos (LoIr ef al., 2003; Carvo, 2002).

Existem alguns fatores de viruléncia dos estafilo-
cocos, associados asua capacidade enterotoxigénica,
importantes para o fechamento das conclusdes deum

processo deinvestigagdo epidemioldgica. Entre estes
fatores de viruléncia utiliza-se a pesquisa da coagu-
lase e da termonuclease (Tnase) como osindicadores
mais aceitos quanto a presuntiva evidéncia da sua
propriedade enterotoxigénica (PEREIRA et al., 2000).

A produgdo da coagulase, uma enzima extrace-
lular, é uma das provas mais amplamente utilizadas
para correlacionar a cepaisolada coma produgao de
enterotoxina (EE), emboraarelagdoentrea produgao
dacoagulase eade EEndosejaabsoluta (WONG; BERG-
poLL, 2002; ORDEN et al., 1992). A coagulase promove
a transformagdo do fibrinogénio em fibrina e con-
sequente coagulagdo do plasma sanguineo (WONG;
BercpoLL, 2002; PEREIRA et al., 2000). Segundo SiLva
et al. (2000), grande parte dos laboratdrios utiliza-se
da prova da coagulase e/ou termonuclease para
identificar as cepas de S. aureus.

A produgdo de enterotoxinas por outras espé-
cies de estafilococos coagulase positivos (ECP),
como S. intermedius e S. hyicus, e outras espécies
de estafilococos coagulase negativos (ECN) ja foi
relatada. Porém, os surtos de intoxicacao alimentar
estdo relacionados a contaminacdo de alimentos
por S. aureus enterotoxigénicos (Zoti et al., 2002). De
acordo com Santos (2003), a importancia dos ECN
em diversas patologias de seres humanos e animais
éindiscutivel, mas sua participacao em surtos de in-
toxicacdo alimentar nao tem sido verificada. PEREIRA
etal. (2001), ao avaliarem o comportamento de ECN
pauciprodutores, inocularam estaslinhagens em leite
UHT e presunto cozido e encontraram contagens de
estafilococos variando entre 10° e 10° UFC/mL, ndo
sendo possivel a detecgdo da EE nos alimentos em
questdo. Embora ECN possam produzir quantidades
menores de EE quando comparada com S. aureus,
esses micro-organismos ndo devem ser excluidos
da investigacdo quando a ocorréncia em surtos de
intoxicac¢Oes alimentares (ORDEN et al., 1992).

EPIDEMIOLOGIA

O homem e os animais sdo os principais reser-
vatorios de S. aureus, sendo a cavidade nasal do
homem seu principal habitat (FRANCO; LANDGRAF,
2005; Wong; BercpoLL, 2002) e pode ser encontrado
em 30% a 50% dos individuos saudaveis (Loir ef al.,
2003; WonNG; BergpoLL, 2002; U.S. Foop AND DRUG AD-
MISTRATION, 1992; BREWER, 1991). Ea partirdacavidade
nasal que o micro-organismo atinge a epiderme, ar,
agua, solo, alimentos, ou qualquer outro objeto que
entre em contato com o individuo. Os portadores
nasaisde S. aureusaomanipularemalimentos podem
se tornar importante fonte de contaminagdo para os
alimentos (FRaNCO; LANDGRAF, 2005; ASPERGER, 1994;
LANCETTE; TATINI, 1992).

S. aureus é um dos principais agentes causadores
deinfecgdes na glandula mamadria de vacas produto-
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ras deleite (Cenc-Goga, 2003; WoNG; BErGDOLL, 2002;
ZEccoN; HAnN , 2001; AKINEDEN et al., 2001, SiLvA et
al. 2000; LANCETTE; TATINI, 1992), sendo considerado
omicro-organismo patogénico mais frequentemente
isolado de leite cru (Zeccon;; Hann , 2001) e em
quadros de mastite (SiLva et al. 2000). De acordo
com a WHO (WorLD HeaLTH ORGAZIZATION,1995),
este micro-organismo é o maior responsavel pelo
aumento na Contagem de Células Somaticas (CCS)
no leite, o que acarreta redugdo na produtividade
e comprometimento na composicao nutricional do
leite (ASPERGER, 1994).

Os estafilococos, na maioria das vezes, atingem
a glandula mamaria através da superficie de tetos
higienizados inadequadamente, equipamentos
e utensilios de ordenha contaminados, maos de
manipuladores e ordenhadores (ASPERGER , 1994).
AMARAL et al. (2003) verificaram o papel da dgua
utilizada durante a producao do leite como via de
transmissao de Staphylococcussp.em30 propriedades
leiteiras situadas na regido Nordeste do Estado de
Sao Paulo. As maiores ocorréncias de isolamentos
(10,0 € 16,6%) e os maiores valores médios (4,3 x 10*
e 2,5 x 10* UFC/mL) de contagens desses micro-
organismos foram encontrados nas amostras de
agua dos estdbulos utilizada na obtengdo de leite.
Ovvinpoetal. (2009) aplicaram a técnica de REP-PCR
nomonitoramento daqualidade do leite de cabra por
meio da detec¢do de S. aureus em amostras de maos
deordenhador, tetos das cabras, leite, ordenhadeirae
agua. Osautores observaram comportamentos muito
similares das bandas, o que indica que os isolados
podem ser relatados como clones epidemiolégicos.
As maos do ordenhador caracterizaram-se como
iniciador de contaminac¢do nas amostras S. aureus.

Brito et al. (1998), em Juiz de Fora, MG, ao anal-
isarem 33 rebanhos de gado de leite da regiao, cujas
amostras foram obtidas na plataforma derecepcaoda
industria, isolaram S. aureus em 26 (78,8 %) amostras.
Borges et al. (2008) avaliaram a contaminacao por S.
aureus de uma linha de produgao de queijo coalho
e encontraram nas amostras de leite cru 100% das
amostras positivas para estafilococos coagulase-
positiva, sendo que a presenca da EE foi detectada
em 20% das amostras analisadas.

Em municipios de Minas Gerais, de 127 amostras
de cepas de S. aureus isoladas de casos de mastites,
60 (47 %) delas produziram pelo menos um dos tipos
de enterotoxinas testadas (TSST-1, EEA, EEB, EECe
EEE), sendo algumas cepas produtoras de até quatro
delas (Carposo et al., 2000). NormaNoO et al.(2005)
analisaram 3.097 amostras de leite e derivados e
encontraram 20,7% das amostras como ECP. Dos
ECP isolados, 364 cepas foram para identificacao e
362 foram identificadas como S. aureus, onde 59,9%
eram enteroxigénicos e a maioria produtores de
EEC. CaRVALHO et al. (2002), ao analisarem S. aureus

recuperados de 31 amostras de leite in natura e de
64 alimentos envolvidos em intoxica¢des alimen-
tares, encontraram a quase totalidade das amostras,
positivas para a producdo de ao menos uma das
EE testadas, sendo Toxina da Sindrome do Choque
Toéxico (TSST-1) mais frequente em leite (87,10%) e
Enterotoxina Estafilocécica B (EEB) prevalecendo
nas amostras dos surtos (65,63 %). Em um estudo rea
lizado em Trinidade e Tobago, 45 (42,9%) das cepas
isoladas de tanques de estocagem eram produtoras de
uma ou mais das enterotoxinas testadas (EEA, EEB,
EEC e EED), 69 (47,3%) cepas do leite de tanques de
conjunto e 66 (45,2%) daquelas isoladas de maos de
ordenhadores seguiam as mesmas caracteristicas
enterotoxigénicas do primeiro resultado (ADEsyuN et
al.,1998). Cencl-Goga et al. (2003) isolaram 160 cepas
de S. aureus de animais com mastite, oriundas de 18
propriedades na Califérnia (EUA), e encontraram
22 (14%) cepas como produtoras de EE, sendo 7
produtoras de EEC, 12 de EED e 3 de EEC e EED.

Osalimentosenvolvidosemsurtos deintoxicacdo
por ingestdo de toxina estafilocécica variam nos di-
versos paises e em diferentes regides de um mesmo
pais, devido as diferencas nos habitos alimentares
(Lomr et al., 2003, WongG; BErGDOLL, 2002). Na Franga,
por exemplo, o principal alimento envolvido nos
quadros de intoxicacao por estafilococos entre 1999-
2000 foram os derivados lacteos, principalmente os
queijos, sendo responséveis por 32% dos casos (Lolr
etal., 2003). BuysEr et al. (2001), em sua revisdo sobre
surtos de intoxica¢do alimentar na Franca entre os
anos de 1988 e 1997, relataram que leite e derivados
foram incriminados em 177 surtos de toxinfec¢oes
alimentares (4,6%), sendo o S. aureus envolvido em
59% dos surtos. De maneira geral, o leite cru e de-
rivados, creme, tortas recheadas com creme, salada
de batata, atum, carne de frango, presunto, carnes e
produtos a base de ovos estdo envolvidos em surtos
alimentares causados por este patégeno em questao
(Franco; LANDGRAF, 2005; Loir ef al., 2003; PEREIRA et
al., 2001; BREWER , 1991).

Nos EUA, os surtos de intoxica¢do alimentar em
escolas, reportados ao CDC, incriminam alimentos
contendo carne (18,6%), saladas (6 %), comidas mexi-
canas (6%), bife (5,7 %) e produtos lacteos como o leite
e queijos (5%). Nessas escolas foi também relatado
que, entre osanos de 19881992, do total de 465 surtos
de intoxica¢do onde o alimento foi identificado, em
2,2% oleitee derivados foram incriminados (DANIELS
etal.,2002). Na Inglaterra e Pais de Gales, entre 1992
e 1993, 204 alimentos foram envolvidos em surtos,
sendo o leite e derivados associados a 4,4% destes e,
na Alemanha (1993-1996), do total de 547 casos, 5,5%
tiveram o leite e seus derivados como responsaveis
por casos deintoxicagdo alimentar (Buyseret al., 2001).

Os alimentos que requerem consideravel ma-
nipulacdo para seu preparo, que permanecem em
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temperatura ambiente elevada e por longo tempo
ap6s sua preparacao sao, geralmente, considerados
de alto risco (CENTER FOR Disgases CoNTRrOL, 2003).
Segundo RoBerTs (1990), os quadros de intoxicagdo
por S. aureus estao associados a comidas frias muito
manipuladas durante a preparagao e produtos léac-
teos, especialmente aqueles preparados a partir de
leite cru.

SINTOMATOLOGIA

Operiodo deincubagdo easintomatologia variam
com a sensibilidade individual e a quantidade de
toxina no alimento ingerido (FrRaNcO; LANDGRAF,
2005). Os principais sintomas sdo nauseas, vomito,
cdibras abdominais e diarreia. Quadros febris sdo
incomuns e, quando presentes, normalmente estao
associados a ingestdao de grandes quantidades de
toxina. O periodo deincubagdo variade 15 minutosa
8 horas, sendo em média 2 a 4 horas (Lor et al.,2003;
WONG; BERGDOLL , 2002; DINGES et al., 2000; Su; WONG,
1997; LANCETTE; TaTINI, 1992, EVENSON efal., 1988). A
cura espontanea é comum, ocorrendo apds 24 horas
(Loretal.,2003) e arecuperacao completaentre 1 e 3
dias (Su; WoNg, 1997). Os sintomas muitas vezes se
confundem com os de outros patégenos causadores
de DTA, como é o caso de Bacillus cereus que também
causa um quadro intenso de vomito (U.S. Foop AND
DRruG ADMISTRATION, 1992).

PRODUCAO DE ENTEROTOXINAS

Os diferentes tipos de enterotoxinas produzidas
pelos estafilococos foram inicialmente descritos por
BerGDOLL et al., em 1973, como sendo 5 tipos sorologi-
camente distintos, denominados de EEA, EEB, EEC1,
EEC2, EEC3, EED e EEE. Na sequéncia, novas entero-
toxinas e seus genes correspondentes foram descritos
emboraseu envolvimento com os surtos deintoxicagao
alimentar ndo estejam ainda bem esclarecidos. Estas
novas EE foram denominadas EEG, EEH, EEI, EE],
EEK, EEL, EEM, EEN, EEO, EEP, EEQ, EER e EEU
(JORGENSEN et al., 2005). O International Nomen-
clature Committee for Staphylococcal Superantigen
Nomenclature (INCSSN) recomendou que apenas 0s
superantigenos estafilocécicos que induzem vémito
ap6s administracao oral experimental em macacos
pode ser designado como EE. Aqueles que ndo pro-
movem emese no modelo experimental designado
ou nao foram testados devem receber a denominacado
de staphylococcal enterotoxin-like (SEI). Desta forma as
enterotoxinas dos tipos SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO,
SEP, SEQ e SEU deveriam ser renomeadas para SEIJ,
SEIK, SEIL, SEIM, SEIN, SEIO, SEIP, SEIQ e SEIU,
respectivamente (OMOE et al., 2005).

As enterotoxinas estafilocécicas sdo proteinas
simples de baixo peso molecular (27,5a 30,0 KDA) e

suas cadeias polipeptidicas apresentam quantidades
apreciaveis de lisina, acido aspartico, acido gluta-
mico e tirosina. A composicao dos aminodacidos das
EEA, EED e EEE sdo similares, o mesmo ocorrendo
com EEB e EEC. Estas proteinas sdo resistentes a
tripsina, quimotripsina, renina, papaina e pepsina,
o que possibilita a sua passagem pelo trato gastroin-
testinal. Apenas a EEB é inativada pela pepsina em
pH préximo de 2.0. As enterotoxinas ainda sdo ter-
morresistentes, o que aumenta sua importancia na
industria de alimentos uma vez que a maioria dos
alimentos recebe tratamento térmico (WoNG; BErG-
poLL, 2002; FRaNco; LANDGRAF, 2005; ASPERGER, 1994).
O grau de resisténcia das enterotoxinas depende de
varios fatores como o tipo de enterotoxina, pH e o
meio. As EEs quando purificadas tornam-se mais
termossensiveis que as ndo purificadas, enquanto
que a inativacdo por tratamento térmico é mais ra-
pida em solu¢des tampao que em meios de cultura
e alimentos (WongG; BErGpOLL , 2002).

A produgdo de enterotoxinas é influenciada pela
temperatura, pH, aw, tamanho do inéculo, fonte de
carbono e nitrogénio, concentracdo desal e condigdes
atmosféricas do substrato. Em temperaturas 6timas,
a enterotoxina torna-se detectavel entre 4 a 6 horas
(Franco; LANDGRAF, 2005; WoNG; BErcpoLL, 2002). Os
alimentos expostos a temperaturas mais elevadas
apresentam um maior potencial a produgdo de ente-
rotoxinas pelos estafilococos, em especial alimentos
fermentados e lacteos (LANCETTE; TAaTINI , 1992). A
manutencao em baixas temperaturas pode ser usa-
da no controle da producao de enterotoxinas em
alimentos, pois a multiplicacdo bacteriana diminuie
asintese de enterotoxinas é quase totalmente inibida
em temperaturas inferiores a 7° C (ASPERGER, 1994).
Segundo BercpoLL, 1983 (apud Lorr et al., 2003), as
enterotoxinas sao mais termorresistentes emalimen-
tos que em meios de cultura, podendo serinativadas
através do tratamento térmico como a esterilizagdo
no caso de alimentos enlatados, quando em baixas
concentra¢des no alimento. Para a inativacdo da
toxina seriam necessarios de 3 a 8 minutos a 121° C
(BAIRD-PARKER , 1990). Segundo FDA (U.S. Foop AND
Druc ApmistraTION, 2001), a toxina estafilocécica é
sensivel entre 98,9° C por 68,5 min e 126,7° C por 6,2
minutos. A produgdo de EE é ideal em pH neutro,
sendo o pH acido desfavoravel, ocorrendo ainibicao
de sintese de enterotoxinas em pH menor que 5.0.
Por outrolado, pHs alcalinos levam a diminuicao da
sintese de EEB, EEC e EED (Lorr et al., 2003).

As enterotoxinas A e D sdo produzidas em con-
dicdes amplas de pH, aw e Eh, diferentes da EEB e
EEC que, quando em condic¢des de pH abaixo do
ideal, sao o produzidas em maior quantidade que as
primeiras (WoNG; BErRGDOLL , 2002; Zovi et al., 2002).
Sabe-se que em meio de cultura as enterotoxinas B e
Csaoproduzidasem maiores quantidades (>100ug/
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mL) do que outras como a EEE e EED, sendo a EEH
normalmente produzida em quantidades menores
que 1 ug/mL (Wong; BerGpoLL , 2002).

A maioria das intoxicagdes é produzida princi-
palmente pela ingestdao de EEA e EED (Zoti et al.,
2002; Fey et al., 1984), sendo necessario também uma
quantidade menor de micro-organismos para a sua
producao, quando comparadas aos outros tipos de
EEs (WoNG; BErGDOLL, 2002; ZoLiet al., 2002). Segundo
KoxkaN; BERGDOLL (1987), as cepas produtoras de EED
saoresponsaveis pelamaior parte dos surtos deinto-
xicacao estafilocdcica, principalmente aqueles onde
o alimento envolvido é o leite. Nos casos de mastite
estafilocdcica, a enterotoxina mais frequentemente
produzida é a EEC (WiLsoN et al., 1991). Mas recen-
temente foram descritos outros tipos de EEs (EEG a
EE]) em casos de mastite, resultados estes ainda ndao
bem esclarecidos (Katsupa et al., 2005).

As EEs sao detectaveis nos alimentos apenas
quando as contagens de S. aureus ultrapassam 10°
UFC/mL ou g de alimento (WoNG; BerGpoOLL , 2002;
LaNceTTE; TATINT, 1992; PARK et al., 1992). Segundo
ASsPERGER (1995), 10° pode ser usado como quantidade
minima para detecgdo de EE, embora em pesquisas
laboratoriais tenha-se observado que s6 é possivel a
detecgdo de enterotoxinas em contagens de S. aureus
acima de 10° UFC. Na maioria dos alimentos asso-
ciados as intoxicagdes, contagens de 10° ou valores
superiores sdao raramente relatados.

Segundo WonNG; BercpoLL (2002), S. aureus é
relativamente resistente a dessecacdo, ocorrendo
desta forma surtos de intoxicacdo com leite em p6
e alimentos contendo este produto. No Egito, no
ano de 1986, o leite em p6 foi incriminado em surtos
de intoxicagdo detectando-se 0,125 ug de EEA e 1,5
ug de EEB (EL Damrourty, 1989), com auséncia de
estafilococos coagulase positiva e outros patégenos
e contagens totais de micro-organismos entre 7,9 x
10% e 5 x 10* células/g. Em 2000, em um surto no
Japdo, por ingestdo de leite em pé reconstituido,
detectou-se em média 3,7 ng de EEA /g de alimento
(IxEDA et al., 2005).

Vérias condi¢des sdo necessarias para que ocorra
producao de enterotoxina em alimentos, dentre as
principais que o alimento fornega condicdes para o
crescimento bacteriano, como tempo e temperatu-
ra, e que as cepas presentes tenham caracteristica
enterotoxigénica (WoNG; BErRGDOLL , 2002; ASPERGER
,1994). Segundo OLIVEIRA ef al. (1994), o problema de
contaminacdo dos alimentos esta associado a falhas
na manipula¢do ou na conservagao como cozimento
ou descongelamento incorreto, aproveitamento de
sobras e equipamentos higienizadosincorretamente.

No diagnédstico de um surto de intoxicacdo ali-
mentar éimportante que sejam utilizadas entrevistas,
analises epidemiolégicas e métodos soroldgicos
para verificacdo da capacidade enterotoxigénica do

S. aureus isolado do alimento envolvido (U.S. Foop
AND DRUG ADMISTRATION, 1992). A presenca de um
grandenimero de estafilococos em umalimentondo
é suficiente para incriminar o agente e o alimento
como responsavel por um surto e, ainda, a auséncia
do patégeno ndo o exclui como causador do surto.
E preciso que para isso se determine o potencial
enterotoxigénico dos estafilococos e/ou a presenca
daenterotoxinanoalimento (LANCETTE; TATINI, 1992).

PESQUISA DE ENTEROTOXINA

Historicamente, a primeira investigacdo sobre
intoxicacdo estafilocdcica ocorreu em 1914 onde,
ap6s algumas visitas a propriedades leiteiras e in-
gestdo de leite cru, Dr. Barber apresentou sintomas
da doenga, isolando, em suas pesquisas posteriores,
o micro-organismo do leite. Em 1929, houve uma
redescoberta da intoxicacdo estafilococica com um
trabalho cldssico publicado, onde dois doces de
Natal foram responsaveis pela intoxicacdo de 11
pessoas. O micro-organismo foi isolado e o sobrena-
dante da centrifugacdo foi testado em voluntarios,
que apresentaram a mesma sintomatologia (WONG;
BercpoOLL , 2002).

O diagnéstico da intoxicagdo estafilocécica é
feito basicamente por dois aspectos: sintomatologia
e presenca da EE no alimento (NAJERA-SANCHES et
al.,2003). A confirmacao da presenga de enterotoxi-
nas estafilocécicas para elucidagdo dos surtos era
conduzida por métodos biolégicos, que consistiam
na administracdo da toxina por via gastrica em
macacos e por via intraperitonial ou intravenosa
em gatos ( PEREIRA et al., 2001; PEREIRA et al., 2000).
Esses métodos eram pouco sensiveis, com diferen-
cas de suscetibilidade entre os macacos e reagdes
nao especificas em gatos, sendo esses problemas os
principais fatores que levaram ao desenvolvimento
de outros métodos de diagnoéstico (Su; Wong, 1997).
A partir da identificacdo das proteinas entero-
toxigénicas, por BERGDOLL et al. (1959), as técnicas de
deteccdao fundamentaram-se no uso de anticorpos
preparados contra as enterotoxinas, uma vez que as
toxinas apresentavam-se como proteinas simples,
nao passiveis, portanto, de deteccdao por métodos
quimicos ( PEREIRA et al., 2001).

A dose minima para causar um surto de intoxi-
cacgao estafilococica ndo estd bem esclarecida, mas
com base nos dados de surtos e estudos, sabe-se
que o consumo minimo de 100 ng de EE ja pode
causar um quadro de intoxicacdo em individuos
suscetiveis (U.S. Foop AND DRUG ADMISTRATION,1992;
LaNceTTE; TAaTINI, 1992; KOKAN; BERGDOLL , 1987). De
acordo com ASPERGER (1994), a dose minima para
causar sintomatologia pode variar entre 100 e 1.000
ng. A dificuldade na determinacdo da dose emética
estd relacionada com a anélise do alimento, pois, na
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maioria dos surtos, a enterotoxina nao esta uniforme-
mente distribuida no alimento e ha dificuldade de
se avaliar quanto o individuo ingeriu do alimento
(Wong; BercpOLL , 2002). Zoti et al. (2002) relataram
que a quantidade de toxina presente em alimentos
envolvidos em surtos varia de menos Inga 1mg/g,
destacando-se a importancia da sensibilidade dos
testes para deteccdo direta da enterotoxina em ali-
mentos. ZeccoN; Hann (2001) estimaram que em
50 g de queijo feito com leite cru contaminado com
S. aureus, a dose toxica varia entre 0,1 e 1 mg. De
acordo com WongG; BercpoLL (2002), a quantidade
de enterotoxina presente nos alimentos é geralmente
pequena, variando entre 10 e 50 ng/ g de alimento,
0 que ndo resulta em morte do individuo.

Para deteccdo de enterotoxina estafilocécica,
varios métodos foram desenvolvidos como os bi-
oldgicos e os imunoldgicos. Os métodos imunoldgi-
cos sdo mais sensiveis e especificos (Su; WonG, 1997)
e utilizam anticorpos monoclonais e policlonais
especificos para identificagdo das EEs (LANCETTE;
TaTiNg, 1992). De acordo com LANCETTE; TATINI (1992),
o maior problema na identificacdo da enterotoxina
estafilocdcica em alimentos é a pequena quantidade
queéencontradanoalimentoincriminado emsurtos
de intoxicacdo alimentar.

O primeiro teste sorolégico desenvolvido foi o
método de imunodifusdo baseado na reagdo em gel
da enterotoxina com anticorpo especifico, formando
uma linha de precipitacdo (WoNG; BErGDOLL , 2002;
Su; WoNG, 1997). A técnica de Sensibilidade Otima
em Placas (OSP- Optimum Sensitivy Plate) permite a
deteccaode(,5ugde EE/mL, sendosuasensibilidade
adequada para maioria das cepas enterotoxigénicas
(Wong; BErcpOLL, 2002; PEREIRA et al., 2001; Su; WONG,
1997, ROBBINS et al., 1974), ndao sendo possivel
detectar linhagens pouco produtoras (BErGDOLL ,
1990). A utilizacao de técnicas de producdo e con-
centracaocomocellophane-over-agar podeaumentar
a sensibilidade para 0,1 ug/mL (WoNG; BErRGDOLL ,
2002; CunHA et al., 1996). A técnica de OSP foi desen-
volvida com o objetivo de promover um teste com
maior sensibilidade, de maneira a ndo comprometer
a visualizacdo da linha de precipitagdo. Sabe-se que
fatores como o tipo e a concentragdo do dgar, quan-
tidade distribuida na placa, tamanho e localizagao
dos pocos e a concentragdo do antissoro e toxina
podem influenciar na sensibilidade e resolucao do
teste (RoseINs et al., 1974). Ométodo deimunodifusao
em microlaminas (microslide) é o mais sensivel na
imunodifusdoem gel, tendoacapacidade de detectar
de0,05a0,1ug/mL, emboraapresenteresultados de
dificil interpretacao (WoNG; BErGDOLL , 2002).

O método imunolégico atualmente mais em-
pregado para deteccdo de enterotoxina estafilocécica
é a técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosor-
bent Assay). Outro ensaio imunoldgico é a técnica

de Aglutinagdo Reversa Passiva em Latex (RPLA-
Reversed Passive Latex Agglutinations) baseada
em anticorpos especificos aderidos a particulas de
latex, apresentando uma sensibilidade de 1 ng/mL
(Wong; BercpoLL, 2002).

Virios tipos de ELISA foram desenvolvidos,
sendo o ELISA sanduiche o método mais comum
(Santos, 2003; Wong; BercpoLr, 2002; Su; WoONG,
1997), podendo detectar menos de 1 ng de EE por
mL de sobrenadante (FReeD et al., 1982). Essa técnica
é a mais adequada para detecgdo de enterotoxinas
estafilocdcicas em alimentos, pois o desenvolvimento
de cor é diretamente proporcional a quantidade
de enterotoxina presente na amostra, além de nao
necessitar de enterotoxinas altamente purificadas
parao preparo dacurva padrao (Santos, 2003; WONG;
BercpoLt, 2002). Segundo FDA (U.S. Foop aNp Druc
ADMISTRATION, 2001), a técnica de ELISA é sensivel,
simples, rapida e disponivel em kits comerciais com
anticorpos distintos, policlonais ou monoclonais
(Su; WonG , 1997). Segundo Santos (2003) e Lan-
cetTE; TATINI (1992), apesar de a técnica ser rapida
e sensivel, pode apresentar falsos positivos devido
as reagdes inespecificas, principalmente com a pro-
teina A. Quando se trata de alimentos que passaram
por tratamentos térmicos pode haver resultados
falso negativos, pois as enterotoxinas podem estar
agregadas, reduzindoareagdocomoanticorpo (U.S.
Foop AND DrUG ADMISTRATION, 2001). Para pesquisa
de enterotoxina em alimentos, uma série de kits
comerciais sdo usados, sendo a maioria baseada na
técnica de ELISA e com sensibilidade variando entre
0,1 e1ng/mL (Su;Wong, 1997).

O desenvolvimento das técnicas moleculares
permitiu a utilizagdo de uma nova ferramenta para
deteccdo da sequéncia de nucleotideos do gene,
responsavel pela produgdo de enterotoxina pelos
estafilococos. Técnicas como a Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) pode ser aplicada para detecgao
de diversos tipos de estafilococos enterotoxigénicos
em culturas e alimentos. Sdo conhecidos pelo menos
quatro sistemas regulatdrios que afetam a expressao
de proteinas extracelulares ou de superficie celular,
sendo o principal sistema regulatério dos fatores de
viruléncia no S. aureus o gene acessorio regulador
(agr), que atua em combinagdo com o acessério regu-
ladorestafilococal (sar), envolvidos em um complexo
sistema global regulatério. A maioria dos genes EE
é controlada pelo sistema agr. Os genes seb, sec e
sed tém sido demonstrados como agr dependentes,
enquanto os sea e sej como agr independentes (Lolr
et al., 2003; WoNG; BErcDOLL , 2002). A produgdo do
agr-dependente em alimentos esta relacionada com
a capacidade da populacdo de S. aureus em atingir
uma populagdoemtornode10°UFC/goumlL, sendo
os fatores ambientais de grande importancia na sua
expressdo (Lomr ef al., 2003).
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Atécnicade PCR éaltamente sensivel eespecifica,
permitindo a deteccdo dos micro-organismos em
periodorelativamente curto a partir de uma pequena
amostra. (Su; WoNG, 1997). Apesar dessas vantagens,
nao é possivel a diferenciagdo entre células viaveis
e invidveis. Dessa forma o resultado positivo para a
presenca do micro-organismo nao necessariamente
indicard a presenca de células vidveis produtoras
de EE na amostra de alimento (WoNG; BERGDOLL,
2002; Su; WoNG, 1997), ndo sendo o diagnéstico final
conclusivo.

CONCLUSAO

Desta forma, entende-se que os estafilococos
sdao um patégeno de importancia dentro das DTAs,
tornando necessdrias mais informacdes epidemi-
olégicas a respeito dos surtos envolvendo esse
micro-organismo. Falhas no diagnédstico clinico e
laboratorial sao muitas vezes o principal motivo
para as subnotificacdes a respeito das intoxicagdes
alimentares no pais.
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