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RESUMO

Linhagens de estafilococos coagulase negativos e pauciprodutores
de enterotoxina de A a E, com capacidade de sintese variando
de 1,4 a 16ng/mL oriundas de sitios anatémicos de cabras sadi-
as, procedentes da Espanha, foram estudadas com o intuito de
se avaliar a capacidade de desenvolvimento e produgéo de
enterotoxina estafilocécica (“SE”), em alimentos experimental-
mente inoculados. Para tal, leite integral “tipo longa vida” e pre-
sunto cozido foram, de maneira isolada e em duplicata, inocula-
dos com 14 linhagens teste, S.caprae, duas amostras;
S.chromogenes; S.cohnii; S.epidermidis; S.haemolyticus, duas
amostras; S.hyicus; S.lentus; S.sciuri; S.xylosus, duas amos-
tras; e S.warneri, duas amostras; previamente caracterizadas
bioquimicamente. Estes substratos alimenticios, uma vez ino-
culados, foram mantidos em estufa a 30°C, durante 24 e 48h de
incubagéo e, neste periodo, submetidos a contagem de células
estafilococicas em agar Baird Parker e a avaliagéo de presenca
de “SE”, através do ensaio de “ELISA-SET-EIA, Enzyme Linked-
Immunosorbent Assay,” e “RPLA, Reversed Passive Latex
Agglutination Assay”. Os resultados obtidos evidenciaram, tan-
to em leite integral “tipo longa vida” como em presunto cozido,
desenvolvimento minimo estipulado em 106 e maximo de 10°UFC/g
ou mL do alimento, decorridas 48h de incubagado.De acordo com
as condicdes aplicadas neste experimento nao apresentaram,
contudo, em nenhuma ocasido produgao de “SE” que pudesse
ter sido detectada .

Palavras-chave: Staphylococcus-coagulase negativos;
enterotoxinas.

SUMMARY
EVALUATION OF GROWTH AND ENTEROTOXIGENIC CA-
PACITY OF COAGULASE-NEGATIVE LOW-ENTEROTOXIN-
PRODUCING STAPHYLOCOCCAL STRAINS IN EXPERIMEN-
TALLY INOCULATED FOOD. Fourteen coagulase-negative low-
enterotoxin-producing staphylococcal strains — S.caprae;
S.chromogenes; S.cohnii; S.epidermidis; S.haemolyticus, two
strains; S.hyicus; S.lentus; S.sciuri; S.xylosus, two strains; e
S.warneri, two strains — with capacity of synthesis ranging from
1.4 to 16.8ng of staphylococal enterotoxin/mL were obtained from
anatomic sites of healthy goats in Spain. Those staphylococcal
strains were used with the aim of evaluating their growth and
enterotoxigenic capacity in experimentally inoculated foods. Samples
of whole milk and cooked ham were inoculated with 10‘UFC
Staphylococcilg ormL. These substrates were kept at 30°C, during
24 and 48 hours and submitted to the enumeration of staphylococcal
cells on Baird Parker agar. The enterotoxin detection was made
by ELISA and RPLA. The results revealed, concerning to
staphylococcal behaviour in whole milk and cooked ham, that all
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strains showed development range of 10°to 10°CFU/g ormL after
48 hours incubation and no SE production was observed in the
inolculated substrates that could be detected by ELISA, SET-
EIA and RPLA.

Keywords: coagulase-negative low-staphylococcal; enterotoxins.

1 — INTRODUGAO

Varios tipos de alimentos ja foram epidemiologica-
mente incriminados e s&o freqlientemente relatados como
capazes de suportar o desenvolvimento natural e artifi-
cial de Staphylococcus aureus, bem como a produgao
de suas enterotoxinas. Dentre os substratos alimentici-
os podem ser destacados produtos lacteos (queijos, leite
cru, pasteurizado e em p6, manteiga e sorvetes), pro-
dutos de confeitaria (tortas, bolos recheados e doces
cremosos), carnes frescas e curadas, ovos e massas
alimenticias.

A deteccdo de enterotoxinas estafilocécicas, “SE”,
até o presente momento designadas como “SEA”, “SEB”,
“SEC”, “SED”, “SEE”, “SEG”, “SEH”, foi realizada atra-
vés de métodos biolégicos, que consistem na adminis-
tracdo da toxina por via intragastrica em macacos. A
partir de sua purificagéo, as técnicas de detecgéo funda-
mentaram-se no uso de anticorpos preparados contra
as mesmas. Reagdes especificas de precipitagdo em
agarose foram utilizadas e desenvolvidas, destacando-
se o0 ensaio de imunodifusdo em microlamina e, ainda, o
ensaio da “Sensibilidade Otima em Placa, OSP”, este
ultimo atingindo niveis de detecgao da ordem de 0,5ug/g
de enterotoxina, em liquido sobrenadante de cultura.

Contudo, questionamentos a respeito da eficacia e
sensibilidade desses métodos comegaram a existir quan-
do isolados de S.aureus, procedentes de alimentos im-
plicados em surtos de intoxicagdo alimentar apresen-
taram-se negativos para a producao de enterotoxinas
quando testados por esses métodos, embora positivos
nos testes de reagdo emética em macacos. Este fato
tornou-se evidente através da informagéo de que 100 a
200ng/g de “SEA” constituiu dose suficiente para resul-
tar numa intoxicagao estafilocécica, em escola nos Es-
tados Unidos, onde criangas ingeriram leite achocolatado
que continha de 0,4 a 0,7ng/g da enterotoxina detecta-
da pelo método de “ELISA” e ndo puderam ser detecta-
das pelos métodos tradicionais de imunodifusdo como
“OSP” [7].

Pesquisas conduzidas a partir de leite e sitios
anatémicos de animais demonstraram haver espécies
coagulase negativas, como S.xylosus, S.haemolyticus,
S.epidermidis, S.cohnii, S.chromogenes, S.warneri,
S.sciurie S.lentus, que produziam enterotoxinas em meios
de cultivo laboratorial [15].
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Desta maneira, a primazia da capacidade entero-
toxigénica, que pertencia quase com exclusividade a
S.aureus, foi estendida, embora este fato ja houvesse
sido, também, relatado para outras espécies coagulase
positivas como S.hyicus e S.intermedius [5, 9].

Apesar da crenca de que, usualmente, espécies
coagulase negativas ndo constituissem objeto de im-
portancia na epidemiologia das intoxicagdes estafilo-
cécicas, as pesquisas ora referidas conclamam a ex-
ploragdes no sentido da averiguagado de espécies ou-
tras que as produtoras de coagulase.

Com base nas consideragdes entdo delineadas, a
presente pesquisa objetivou a averiguagdo de desen-
volvimento e capacidade enterotoxigénica de estafilococos
pauciprodutores de enterotoxinas, oriundos de sitios
anatdmicos de cabras sadias, através de inoculagao
experimental em leite integral “tipo longa vida” e pre-
sunto cozido.

2 — MATERIAL E METODOS

2.1 - Linhagens teste

Foram utilizadas 14 linhagens teste de estafilococos
coagulase negativos e pauciprodutores de enterotoxina
de A a E, com capacidade de sintese variando de 1,4 a
16,8ng/mL para uma ou até trés enterotoxinas, confor-
me informagdes de VALLE et al [15], da Universidade
de Céceres, Extremadura, Espanha, de onde procede-
ram. Estas linhagens, coletadas a partir de sitios
anatomicos de cabras sadias, encontram-se listadas na
Tabela 1, em conformidade com o tipo e quantidade de
“SE” produzida.

TABELA 1. Quantidades, tipos de enterotoxinas e linhagens teste
usadas na pesquisa’
Staphylococcus  Referéncia

Enterotoxina

Tipo  Quantidade (ng/mL)

epidermidis 10 A 4,0
cohnii 366 A 2,2
warneri 14 B 3,6
haemolyticus 214 B 2,5
warneri 224 B 7,6
cohnii 366 B 8,6
haemolyticus 107 C 3,9
chromogens 146 (63 +
cohnii 366 C 5,1
haemolyticus 214 C 51
hyicus 129 C +
xylosus 141 C 55
xylosus 335 C 9,1
caprae 163 D 9,3
caprae 339 D 1,4
haemolyticus 107 E 16,8
caprae 163 E +
lentus 44 E 51
xylosus 335 E 4,6
sciuri 308 E 3,8

'De acordo com VALLE et al [15] ; +: presente (ndo quantificada)

2.2 — Procedimentos para avaliagao de desenvolvi-
mento e producao de “SE” pelas linhagens teste, em
alimentos

2.2.1 - Inoculagao experimental

Quatorze unidades de leite integral tipo “longa vida”
(500mL) e 14 unidades de presunto cozido foram, de
forma individualizada e em duplicata, experimentalmente
inoculados com as 14 linhagens teste. A densidade
populacional foi estabelecida a partir de leitura de
absorbancia a 550nm e contagem de células em agar
padrao para contagem, “PCA” (Difco) de forma a se obter
inéculo inicial (tempo zero) aproximado de 10“UFC/mL
ou g de alimento. Antes da inoculagédo das linhagens,
estes substratos foram submetidos a analise microbio-
l6gica e determinagdo de pH [4, 16].

2.2.2 — Contagem bacteriana apés 24 e 48h de
incubagdo dos alimentos inoculados

No periodo de 24 e 48h, ambos substratos foram
submetidos a leitura de pH e analisados quanto a con-
tagem de células viaveis das linhagens teste inocula-
das, utilizando-se agar Baird Parker, BP (Biobras) in-
cubado a 37°C até 72h, semeando-se por espalhamento
0,1mL das diluigbes seriadas a partir de homogeneizado
de 25mL de leite e 25g de presunto em Agua Peptonada
Tamponada, APT [16].

2.2.3 — Detecgao de enterotoxinas

Para a deteccgao de enterotoxinas foi utilizado o teste
de “ELISA-SET-EIA”, constituido por esferas de
poliestireno sensibilizadas com antitoxinas especificas,
empregando-se 20mL do leite e 25g do presunto, este
ultimo obtido a partir de prévia homogeneizagao de 125g
da amostra em 150mL de tampao salina-fosfato
centrifugados a 7400g, durante 20min. As aliquotas foram
tomadas apds incubacao de 24 e 48h [8].

Para os extratos de presunto efetuou-se, devido a
auséncia de turbidez destes, também pesquisas de “SE”
pelo método de “RPLA”, segundo IGARASHI et al [10],
adotando-se a adicdo de 5% de IgG normal de coelho
em concentragdo igual a 0,74ug/mL, para se evitar a
presenca de reacdes inespecificas [14].

Tendo em vista a necessidade de obtencéo de ex-
tratos limpidos, concentrou-se leite integral tipo “longa
vida” que, apdés quelagem a cobre, foi submetido a
cromatografia de imunoafinidade em coluna de
“Sepharose 6-B” [6]. Os extratos, assim obtidos, pude-
ram entdo ser analisados por “RPLA”. Esta metodolo-
gia foi previamente validada através de ensaio piloto
utilizando duas aliquotas do mesmo queijo “tipo Minas”,
reconhecidamente ndo enterotoxigénico, as quais fo-
ram, de maneira isolada, experimentalmente inocula-
das com 10ng e 1ng de “SEA” padréo.

A Figura 1 apresenta o fluxograma adotado no de-
correr de toda metodologia experimental.
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FIGURA 1. Procedimentos analiticos para avaliagdo de desen-
volvimento e producéo de enterotoxinas pelas linhagens teste
empregadas na pesquisa

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A prévia analise microbioldgica de leite integral tipo
“longa vida” e presunto cozido demonstrou tratarem-se
de substratos de qualidade compativel aos preceitos le-
gais vigentes, apresentando estes, entre outros, desen-
volvimento nulo de bactérias mesdfilas e, principalmen-
te, de estafilococos (dado ndo constante em Tabela).

Os resultados concernentes ao desenvolvimento das
linhagens teste em ambos alimentos, leite integral tipo
“longa vida” e presunto cozido, e aqueles relativos as
tomadas de pH no substrato lacteo encontram-se dis-
postos na Tabela 2, Tabela 3 e Tabela 4, respectiva-
mente.

O indculo inicial para as linhagens teste variou de
1,0 x 10*a 2,0 x 10*UFC/mL ou g para ambos alimentos
(Tabela 2 e Tabela 3). Estes valores podem ser conside-
rados uniformes e foram estipulados com intuito de se
atingir, apds 24 e/ou 48h de incubagéo, densidade po-
pulacional compativel com aquela de 108-10’"UFC/mL ou
g, dose estimada como sendo a necessaria para produ-
¢ao de “SE”, em surtos relacionados com S.aureus [1].

Avaliando-se primeiramente o leite integral tipo “longa
vida” (Tabela 2), pode-se perceber que tal substrato
apresentou, de maneira geral, condigbes adequadas ao
desenvolvimento das linhagens testadas. Isto pode ser
exemplificado em se considerando que a partir do indculo
inicial de 10*UFC/mL, sete linhagens (S. cohnii, S. epi-
dermidis, S. haemolyticus, S. warneri, S. chromogenes,
S. haemolyticus e S.caprae, ref. 366, 10, 224, 146, 107,

214, 163) tiveram populagdo elevada para 108; cinco
(S.warneri, S.xylosus, S.xylosus, S.caprae e S.lentus,
ref. 14, 141, 335, 339 e 44) para 10" e uma (S.hyicus,
ref. 129) para 10°UFC/mL, no periodo de 24h de incu-
bacéo, tendo cerca de 70% das linhagens atingido, em
48h, populagao igual a 108UFC/mL. Excegéo se fez, para
S.sciuri, ref. 308, que apresentou auséncia de desen-
volvimento, apds inoculagao nos dois periodos de tem-
po estudados. Por sua vez, S.hyicus, ref. 129, limitou-
se ao desenvolvimento de 10°UFC/mL e o maximo de-
senvolvimento, 10°UFC/mL, foi alcangado por S.xylosus,
ref.141.

TABELA 2. Avaliacao de crescimento das linhagens teste ex-
perimentalmente inoculadas em leite integral tipo “longa vida™

Staphylococcus/ “SE” Indculo inicial  Substrato a 30°C (UFC/mL)
Referéncia (UFC/mL)
Oh 24h 48h

cohnii 366 A 1,6 x 107 1,4 x10° 3,4 x 10
epidermidis 10 A 1,4x10* 2,4 x10° 7,9x10°
cohnii 366 B 1,6 x 107 1,4 x10° 3,4 x 10
haemolyticus 214 B 1,5x 10" 1,5x10° 9,0 x10°
warneri 14 B 1,2x10* 1,9x 107 1,2x10°
warneri 224 B 1,3x10* 3,0x10° 9,3x10°
cohnii 366 [¢ 1,6 x 107 1,4 x10° 3,4 x10°
chromogenes 146 c 1,7x10* 2,0x10° 45X 10°
haemolyticus 107 c 1,5x 10" 1,0x 10° 2,5X10°
haemolyticus 214 o] 1,5x10* 1,5x10° 9,0 x 10°
hyicus 129 c 2,0x10* 1,1x10° 1,2X10°
xylosus 141 c 1,0x 10* 6,5x 10" 4,6 X10°
xylosus 335 c 1,3x10* 1,4x107 1,3x10°
caprae 163 D 1,1 x 107 1,2x10 4,6 X 10
caprae 339 D 1,8x 10" 45x10" 7.6 X 10°
caprae 163 E 1,2x 107 1,2x10° 4,6X10°
haemolyticus 107 E 1,5x 10" 1,0x 10° 2,5X10°
lentus 44 E 1,3x10* 51x10’ 4,6 X107
sciuri 308 E 1,8x10* Nhc Nhc
xylosus 335 E 1,3x10* 1,4x107 1,3X10°

1 Duas repetigdes; UFC: Unidade Formadora de Colénia; Nhc: Nao houve cresci-
mento

De acordo com os resultados apresentados na Ta-
bela 3, foi observado no presunto cozido, para o perio-
do de 24h, leitura um pouco inferior aquela obtida em
leite integral tipo “longa vida”. Neste alimento, cinco li-
nhagens (S.cohnii, S.warneri, S.warneri, S.chromogenes
e S.haemolyticus, ref. 366, 14, 224, 146 e 107) tiveram
sua densidade populacional elevada para 108; quatro
(S.xylosus, S.xylosus, S.caprae e S.lentus, ref. 141, 335,
163 e 44) para 107 e quatro (S.epidermidis, S.haemolyticus,
S.hyicus e S.caprae, ref. 10, 214, 129 e 339) para 10°UFC/g.
Entretanto, decorrido o tempo de 48h de incubacéo, apro-
ximadamente, 20%, 66% e 13% destas linhagens atingi-
ram densidade populacional de 108, 108 e 10°UFC/g, res-
pectivamente. Estes valores foram superiores aqueles
reportados para o leite integral tipo “longa vida”, neste
mesmo periodo de incubagédo. Ja S.sciuri, ref. 308, de-
senvolveu-se, o que ndo ocorreu em leite integral tipo
“longa vida”, como se confirma na Tabela 2, atingindo
108UFC/g, indice este, novamente, ndo ultrapassado
por S.hyicus, ref. 129 (Tabela 3).
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TABELA 3. Avaliacao de crescimento das linhagens teste ex-
perimentalmente inoculadas em presunto cozido'

Staphylococcus/ “SE” Indculo inicial Substrato a 30°C
Referéncia (UFC/mL) (UFC/mL)

Oh 24h 48h
cohnii 366 A 1,6x 10 2,4 x10° 74x10°
epidermidis 10 A 1,4x10* 5,0 x 10° 2,3x10°
cohnii 366 B 1,6 x 10° 2,4 x10° 74 x10°
haemolyticus 214 B 1,1x 10* 6,0 x 10° 7,7x10°
warneri 14 B 1,2x10* 2,2x10° 5,6 x 10
warneri 224 B 1,3x10* 1,1x10° 6,5 x 10°
cohnii 366 C 1,6 x 10° 2,4 x10° 74x10°
chromogenes 146 c 1,7 x 10* 59x 10 3,2X10°
haemolyticus 107 c 1,5x 10* 3,2x10° 3,1X10°
haemolyticus 214 c 1,1%x 10* 6,0 x 10° 7,7x10°
hyicus 129 c 2,0x 10 4,2x10° 6,5 X 10°
xylosus 141 c 1,0x 10* 9,3x 10’ 4,6 X 10°
xylosus 335 c 1,3x10* 2,6x 107 2,3x10°
caprae 163 D 1,1x10% 3,0x 107 1,4 X 10°
caprae 339 D 1,2x10* 1,0 x 10° 6,6 X 10°
caprae 163 E 1,1x10° 3,0x 10 1,4 X 10°
haemolyticus 107 E 1,5x 10* 3,2x10° 3,1X10°
lentus 44 E 1,3x10* 4,1x10" 1,1 X108
sciuri 308 E 1,8 x 10* 6,6 x 10° 7,2X10°
xylosus 335 E 1,3x10* 2,6 x 10 2,3X10°

Duas repeticdes; UFC: Unidade Formadora de Col6nia

TABELA 4. Leitura de pH em leite integral tipo “longa vida” ex-
perimentalmente inoculado com as linhagens teste

Staphylococcus Referéncia Leitura de pH

Oh 24h 48h
caprae 163 6,59 6,49 6,13
caprae 339 6,59 6,62 6,43
chromogenes 146 6,69 6,60 6,27
cohnii 366 6,80 6,60 6,54
epidermidis 10 6,60 6,50 6,43
haemolyticus 107 6,70 6,62 6,37
haemolyticus 214 6,70 6,66 6,40
hyicus 129 6,60 6,36 5,00
lentus 44 6,63 5,82 5,39
sciuri 308 6,63 5,95 5,39
warneri 14 6,70 6,64 5,31
warneri 224 6,71 6,57 6,80
xylosus 141 6,80 6,75 6,80
xylosus 335 6,82 6,70 6,61

Faixa de indéculo bacteriano: 1,0 x 10* — 2,5 x 10*UFC/mL

Quanto a produgé&o de enterotoxinas (dados nao
constantes em Tabelas), estas se fizeram ausentes em
ambos substratos pesquisados, até o periodo de 48h,
para todas as 14 linhagens teste, sem excegéo.

Buscando-se uma explicacdo para a nao ocorrén-
cia de producéo de “SE” nestas condi¢bes, a alteracao

de pH no substrato pesquisado poderia ser indicativa
de que, somente para S.hyicus, ref. 129, este fator pu-
desse ter vindo a funcionar como inibitério ao cresci-
mento celular, uma vez que o potencial hidrogenibnico,
com valor médio aproximado de 6,8, para o leite inte-
gral tipo “longa vida”, no momento da inoculagao, de-
cresceu para 5,0, apds 48h de permanéncia a 30°C (Tabe-
la 4). Todavia, o valor de pH proximo a este, 5,31, foi
relatado para o mesmo substrato inoculado, nas mes-
mas condi¢bes, com S.warneri, ref. 14, mas que apre-
sentou desenvolvimento situado na faixa de 108UFC/mL.

Fez-se oportuno comentar que o procedimento pi-
loto no qual se avaliou o ensaio de cromatografia de
imunoafinidade usando cobre quelado a amostra mos-
trou-se plenamente eficaz para o substrato teste — queijo
tipo “Minas”, sabidamente nido enterotoxigénico — recu-
perando-se as quantidades de 10ng e 1ng de “SEA”
experimentalmente adicionadas (dado ndo constante em
Tabelas). Este procedimento, além do efeito de con-
centragdo da amostra em até 20 vezes, conseguiu via-
bilizar a conduta de detecgao de “SE” através do méto-
do de “RPLA”, pela clareza e limpidez dos extratos for-
necidos, no caso leite integral “tipo longa vida”, refor-
¢ando o resultado de auséncia de producéo de “SE” no
alimento e método de detecgéo considerados.

A realidade de que espécies ndo produtoras de
coagulase conseguem, potencialmente, alcangar alimen-
tos e nestes virem a se desenvolver pode ser entendida
pelo fato de que tanto o homem como os animais sao
portadores usuais destas estirpes [2].

No que concerne a produgdo de enterotoxinas e
envolvimento destas em surtos, dados de literatura re-
latam, de maneira exigua, mas consistente, dois episo-
dios de intoxicagdo alimentar nos quais estafilococos
ndo produtores de coagulase foram evidenciados. O
primeiro teve lugar no Jap&o com a participacao de 40
estudantes, onde o agente causal foi igualmente detec-
tado nas fezes e em superficies de pratos utilizados no
lanche do hotel [13]. O segundo, no qual 145 comen-
sais manifestaram a doenca, S.epidermidis produtor de
“SEA” foi detectado na carne consumida e também em
lesbes secas de impetigo presentes nas méos de um
manipulador, caracterizando o primeiro registro de
deteccao de enterotoxina sintetizada a partir de espé-
cie nao produtora de coagulase [3].

Até o presente momento, a produgio de “SE” por
espécies nao produtoras de coagulase foi relatada por
OLIVEIRA [12], onde as estirpes de origem bovina,
S.warneri e S.chromogenes, experimentalmente inocu-
ladas em presunto cozido e creme de confeitaria, pro-
duziram “SEC” e “SED”. E ainda por LI E CHENG [11]
que ja haviam descrito a producdo das enterotoxinas
anteriormente descritas para S.warneri CCRC 12929 e
S.haemolyticus CCRC 12923. Todavia, os dados rela-
tados nessas duas pesquisas nao informam se a quan-
tidade de enterotoxinas produzidas identificavam linha-
gens baixo produtoras, o que, contrariamente, se asse-
gurou no experimento ora realizado, onde todas as 14
linhagens teste responsabilizavam-se por infima pro-
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dugado, situada entre 1,4 a 16,8ng/mL de fluido
sobrenadante de cultura.

4 - CONCLUSOES

Os dados obtidos neste experimento demonstraram
que, com excegdo de S.sciuri, ref. 308 que nao se de-
senvolveu apenas em leite integral tipo “longa vida”
embora o fazendo em presunto cozido, todas as linha-
gens teste apresentaram desenvolvimento nestes ali-
mentos quando incubados a 30°C, nos periodos de 24
e 48h. Por sua vez, ndo se detectou producéo de
enterotoxina nos dois substratos considerados inocula-
dos com as linhagens teste, empregando os ensaios
de “ELISA-SET-EIA” e “RPLA”.
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