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Resumo

Os Staphylococcus aureus sao agentes causais de intoxicagao alimentar, e o método de ELISA é dos
procedimentos mais utilizados para a deteccao de toxinas de S. aureus. Nesta investigacao foi feita
a deteccao de enterotoxinas estafilocdcicas em matrizes alimentares por método de ELISA
(RIDASCREEN SET) em 282 amostras associadas a possiveis intoxicacoes alimentares entre 2019-
2020. Das 282 amostras testadas 0,35% apresentou resultado positivo para cultura de S. aureus,
e do total de amostras testadas 0,71% apresentaram resultados positivos para enterotoxinas; as
amostras positivas para enterotoxinas foram negativas por cultura para os microrganismos
investigados. Os resultados deste estudo demonstram a importancia da investigacao de
enterotoxinas estafilocdcicas em alimentos com possiveis relacdes com intoxicacoes alimentares,
sem se restringir aqueles com contagens elevadas de S. aureus. E importante expandir a
investigacao para outras matrizes alimentares, uma vez que atualmente existem muitas refeicoes
onde os alimentos sao colocados com pouco cozimento e as enterotoxinas estafilocécicas podem

estar presentes nao sendo faciimente detectadas.
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Abstract

Staphylococcus aureus is a causal agents of food poisoning, and the ELISA method is one of the
most used procedures for the detection of S. aureus toxins. In this investigation, the detection of
staphylococcal enterotoxins in food matrices by ELISA method (RIDASCREEN SET) was performed
on 282 samples associated with possible food poisoning between 2019-2020. Of the 282 samples
tested, 0.35% showed a positive result for culture of S. aureus, and of the total of tested samples
0.71% showed positive results for enterotoxins; samples positive for enterotoxins were culture
negative for the investigated microorganisms. The results of this study demonstrate theimportance
of investigating staphylococcal enterotoxins in foods with possible links to food poisoning, without
being restricted to those with high S. aureus counts. It is important to expand the research to other
food matrices, since there are currently many meals where foods are placed with little cooking and

staphylococcal enterotoxins may be present and are not easily detected.
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1. Introducao

A intoxicacao alimentar ocorre como um resultado da ingestao de toxinas bacterianas pré-
formadas no alimento: células bacterianas vivas nao precisam estar presentes para a intoxicacao
se desenvolver.

Staphylococcus aureus, em particular as estirpes enterotoxigénicas, € um patdgeno bem
conhecido na microbiologia de alimentos como uma das causas mais comuns de intoxicacao
alimentar. O género Staphylococcus é responsdvel por aproximadamente 45% das toxinfeccoes
alimentares no mundo (Cunha Neto et al., 2002). Algumas estirpes de Staphylococcus aureus
produzem uma grande variedade de exoproteinas capazes de provocar intoxicacoes, a partir da
ingestao da toxina pré-formada nos alimentos (Dinges et al., 2000; Veras et al., 2008); assim, a
deteccao das enterotoxinas estafilocdcicas é importante na qualidade e seqguranca dos alimentos.
E por esta razdo que é vantajoso detectar enterotoxinas estafilocécicas em matrizes alimentares
por metodos rapidos, sensiveis e especificos assim como o ELISA em amostras associadas com

toxinfecoes alimentares.

1.1. Doencas transmitidas por alimentos

A Organizagao Mundial de Satide (OMS) define intoxicagao/ toxinfeccao alimentar como aquela
“de natureza infecciosa ou tdxica, causada pelo consumo de alimentos ou dgua contaminados”
(WHO, 2007). Ha cerca de 250 tipos de toxinfeccoes alimentares, causadas em sua maioria por
bactérias e suas toxinas, virus e parasitas, além do envenenamento dos alimentos com toxinas
naturais (cogumelos venenosos, toxina de peixes e algas) ou produtos quimicos (metais e
agrotdxicos). As intoxicacdes alimentares, apesar de frequentes, principalmente em alimentos de
origem artesanal, sao pouco notificadas em relacao ao nimero de pessoas acometidas e aos
agentes etioldgicos. A maioria das toxinfeccoes alimentares é esporadica e muitas vezes
subnotificadas, porém os surtos de origem alimentar podem assumir grandes propor¢oes
(Lawrynowicz-Paciorek et al,, 2007). Aqgua e alimentos sao veiculos de patégenos de substancial
importancia em saude publica, incluindo os que causam doencas diarreicas agudas. As doencas de
origem alimentar podem ter apresentacdes diferentes: ainfeccao alimentar resulta do crescimento
de microorganismos nos intestinos apds a ingestao de alimento por eles contaminado; na
intoxicacao alimentar ndao é necessaria a ingestao do microorganismo, mas sim das toxinas
produzidas por ele enquanto estd no alimento, algumas das toxinas sao destruidas pelo
processamento mas outras continuam no alimento mesmo quando o microorganismo € eliminado;
finalmente, na infeccao mediada por toxinas poderd ocorrer aingestao de um alimento que

contenha microorganismos patogénicos, que produzem toxinas dentro dos intestinos.



1.2.  Infeccoes alimentares de origem bacteriana

Entende-se por infeccao alimentar a doenca produzida por bactérias capazes de crescerem no
interior do tracto gastrointestinal e de onde sao capazes de invadir os tecidos ou os fluidos organicos
do hospedeiro. As infeccdes manifestam-se pela invasao das mucosas, de cuja interaccao se criam
condicoes patoldgicas que resultam em doenca. Os principais géneros bacterianos envolvidos neste
mecanismo sao Escherichia, Salmonella, Shigella, Yersinia, Vibrio, Brucella, Clostridium,

Campylobacter e Listeria (Pinto, 1996)

1.3. Intoxicacoes alimentares de origem bacteriana

Por intoxicacao alimentar entende-se o estado patoldgico provocado pela ingestao de
alimentos contaminados por toxinas, produzidas por microrganismos, como resultado do seu
crescimento nos alimentos. Estas trés espécies bacterianas sao considerados importantes causas
deintoxicacao alimentar. Estes sao Bacillus cereus, Clostridium botulinum e Staphylococcus aureus,
todas as quais sao capazes de causar doenca através da producao de toxinas nos alimentos. (Pinto,

1996)

1.3.1. Bacillus cereus

Esta espécie apresenta células em forma de bastonetes, mdveis, esporulados, Gram positivos
e anaerdbios facultativos. Produz tanto uma endotoxina, como uma exotoxina, dependendo da
estirpe. As endotoxinas sao complexos de lipopolissacarideos, termolabeis, podendo ser destruidas
a uma temperatura de 602 C durante 20 minutos, enquanto as exotoxinas sao de natureza
polipeptidica, termorresistentes, exigindo para ser destruidas uma temperatura de 1262 C durante
90 minutos. Os seus habitats preferenciais sao o ar, o0 solo, aguas e diferentes alimentos de origem
vegetal (cereais), lacticinios e produtos cdrneos. (Pinto, 1996)

Bacillus cereus é amplamente distribuido em diferentes produtos alimentares e pode causar
uma variedade dos sintomas associados a intoxicacao alimentar. Os principais tipos de sintomas
caracterizam-se pelo aparecimento de vomitos, diarreias e dores abdominais. Os sintomas
aparecem entre 1a 5 horas apds a ingestao do alimento contaminado. Como os alimentos prontos
para consumo (APC) ndo sao comumente esterilizados por tratamento térmico antes do consumo,
contaminacdo por B. cereus pode causar problemas graves de seguranca alimentar. Yu et al. (2020)
investigaram a prevaléncia de B. cereus em amostras de alimentos APC de diferentes regides da

China e avaliaram os niveis contaminacao bacteriana, resisténcia a antibiéticos, distribuicao de



genes de viruléncia e polimorfismos desses isolados. Dos alimentos APC testados, 35% foram
positivos para B. cereus, com 39 e 83% das estirpes isoladas com genes codificantes para
enterotoxinas hb/ACD e nheABC, respectivamente. O gene entFM foi detectado em todas as
estirpes de B. cereus. O gene cytK estava presente em 68% dos isolados, mas apenas 7%
abrigavam o gene codificador da toxina emética CesB. O teste de suscetibilidade antimicrobiana
revelou que a maioria dos isolados era resistente nao apenas a maioria dos antibidticos B-
lactamicos, mas também a rifamicina. A tipagem por sequenciacao de midiltiplos loci (MLST) revelou
que os 368 isolados pertenciam 192 tipos diferentes de sequéncia (STs), incluindo 93 novos STs,

dos quais os mais prevalentes foi ST26. (Yu et al., 2020)

1.3.2. Clostridium botulinum

Esta espécie bacteriana apresenta as suas células em forma de bastonetes com 0,5a 0,8 por 3
a 8 micrometros, dispostos isoladamente, ou aos pares ou em cadeia, méveis por meio de flagelos
peritricos, esporulados, Gram positivos e anaerdbios estritos. O C. botulinum é responsdvel pela
doenca conhecida pelo botulismo, intoxicacao alimentar grave e, eventualmente, fatal, que afecta o
Homem causando perturbacoes neuroparaliticas. Esta espécie produz potentes toxinas de elevado
peso molecular e termorresistentes. Estas toxinas apenas sao destruidas pelo aquecimento a 802
C, durante 30 minutos ou a 1002 C, durante 10 minutos. Conhecem-se sete toxinas botulinicas
diferentes, classificadas de A a G, de acordo com a sua natureza antigénica. Os alimentos mais
sujeitos a serem contaminados pela producao destas toxinas sao aqueles que sofrem alguns
tratamentos térmicos com vista a sua conservacao. Estao neste caso os alimentos enlatados, em
conservaou fumados, cujos tratamentos térmicos a que sao sujeitos nao permitem a destruicao dos
esporos do C. botulinum. Assim, os enlatados de vegetais e conservas de carnes elaborados em casa
constituem os produtos alimentares de maior risco para a producao das toxinas botulinicas. Os
principais sintomas caracterizam-se pela perda de visao, dificuldades respiratdrias e debilidade por
paralisia fldcida. Estes sintomas manifestam-se entre 18 a 36 horas apds aingestao dos alimentos.
Note-se que apds o aparecimento dos primeiros sintomas podera surgir a morte dentro de um dia.
(Pinto, 1996)

1.3.3. Staphylococcus aureus

Esta espécie apresenta células de forma esférica, de 0,5 a 1,5 micrémetros de diametro,
formando arranjos irregulares, imdveis, nao esporulados, Gram positivos e anaergébios facultativos.
A sua presenca nos alimentos pode provir dos préprios manipuladores de alimentos portadores de

infeccdes piogénicas ou de portadores saos que alojam estas bactérias no nariz, na garganta ou a



superficie das maos. Produz uma exotoxina termorresistente, nao afectada pela exposicao a uma
temperatura de 1002 C, durante 30 minutos. Os alimentos mais susceptiveis a producao da toxina
estafilocdcica sao os cremes deficientemente armazenados e refrigerados, carnes preparadas,
sanduiches e mesmo leite, se incorrectamente refrigerado. Os principais sintomas caracterizam-se
pelo aparecimento de nduseas, vomitos, dores abdominais e diarreia. Aparecem entre 2 a 6 horas
apds aingestao do alimento contaminado. (Pinto, 1996)

Uma das doencas relacionadas a alimentos mais comuns é a intoxicacao alimentar
estafilocdcica, resultante do consumo de alimentos que contém quantidades suficientes de
enterotoxinas estafilocdcicas. Esta doenca estd associada a estirpes enterotoxigénicas de S.
aureus que podem produzir uma ou mais enterotoxinas estaveis ao calor nos alimentos, causando
vOmitos e dor abdominal em humanos. Em 2015, 9,9% de todos os surtos europeus de intoxicacoes
alimentares foram causados por enterotoxinas estafilocdcicas, indicando a importancia de planos
de vigilancia e publicacdao de relatdrios atualizados para avaliacdes de avaliacao de riscos. A
pesquisa(?) de enterotoxinas estafilocécicas em produtos lacteos é um critério microbioldgico
incluido no Regulamento da Comissao (CE) no 2073/2005. Até a presente data, 26 diferentes
superantigenos estafilocécicos (SAgs) foram identificados, incluindo as enterotoxinas
estafilocdcicas relatadas como agentes responsaveis por surtos de origem alimentar; as toxinas
estafilocdcicas semelhantes a enterotoxina, que sao umgrupo de enterotoxinas estafilocdcicas que
nao sao eméticas num modelo de primata ou sua relagao com intoxicacao alimentar ainda nao foi
demonstrada experimentalmente; e a toxina da sindrome do choque téxico (TSST-1). Vdrios
estudos foram focados nos genes e nas bases moleculares das infec¢des, incluindo estudos de
enterotoxinas eméticas recém-descobertas, outros fatores de viruléncia e propriedades
superantigénicas de enterotoxinas estafilocdcicas. Os genes que codificam para fatores de
virulencia em S. aureus sao transportados por elementos genéticos mdveis e consistem em
profagos, plasmideos, transposons e ilhas de patogenicidade de S. aureus (SaPls) que codificam,
entre outros, enterotoxinas e adesinas. Estes elementos genéticos mdveis medeiam a sua propria
transferéncia e integracao em novos locais genémicos e, num fendmeno chamado de transferéncia
horizontal de genes, também entre bactérias, permitem também evolu¢des adaptativas, como a
transferéncia e aquisicao de genes de resisténcia a antibiéticos. (Macori et al., 2019)

Dehkordi et al. (2019) realizaram uma pesquisa sistematica utilizando bases de dados
eletronicos de artigos publicados por autores iranianos para extracao e andlise de dados. Em seu
estudo, eles descobriram que a prevaléncia média combinada de S. aureus em recursos alimentares
era de 15,5%, com a prevaléncia média estimada de estirpes enterotoxigénicas em 53,7%. A

prevaléncia média de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) em recursos contaminados foi



estimada em 15,5%. Os resultados mostraram que o SEA e o SEG foram os tipos de enterotoxinas
estafilocdcicas (SEs) mais prevalentes. Os resultados do padrao de resisténcia a antibidticos
mostraram as maiores taxas de resisténcia a beta-lactamicos, tetraciclina e eritromicina. Sua
andlise mostrou uma presenca significativa de estirpes enterotoxigénicas de S. aureus e uma alta
taxa de enterotoxinas estafilocdcicas entre os recursos alimentares no Irdao, e uma notdvel
prevaléncia de estirpes de MRSA (Dehkordi et al., 2019).

O diagndstico de intoxicacao alimentar estafilocdcica é geralmente confirmado por um dos
seguintes resultados: (1) a recuperacao de pelo menos 10° S. aureus / g de restos de alimentos; (2) a
deteccdo de toxina estafilocGcica em restos de alimentos; e / ou (3) o isolamento da mesma estirpe
de S. aureus das amostras de pacientes e alimentos. Em alguns casos, a confirmacao de intoxicacao
alimentar estafilocdcica é dificil porque S. aureus é sensivel ao calor, enquanto as toxinas
estafilocdcicas nao. Assim, em matrizes alimentares tratadas termicamente, os S. aureus podem
ser eliminados sem a toxina ser inativada: nesses casos, nao € possivel caracterizar um surto de
intoxicacao alimentar pela contagem de S. aureus emrestos de alimentos (Hennekinne et al.,, 2010)

Mehramuz et al. (2020) avaliaram a contaminacdao microbiana no queijo Koozeh por
ferramentas moleculares. Os autores identificaram S. aureus e suas enterotoxinas por testes
bioquimicos e reacao em cadeia da polimerase (PCR), e a tipagem molecular foi realizada pelo
método de Amplificacao aleatdria de ADN polimdrfico (RAPD). Um total de 42 amostras de queijo
Koozeh de ovelhas e vacas foram coletadas em mercados aleatdrios nas cidades e nas aldeias
vizinhas. Eles descobriram que 71,42% das amostras estavam contaminadas com Staphylococcus
spp. e em 50% dos isolados, o gene da coagulase especifico de S. aureus coa foi detectado.
Contaminacao de alto nivel foi observada em 7,14% das amostras. As enterotoxinas SEA ou SEB
foram produzidas em 42,84% dos isolados. Nenhuma relacao clonal foi observada por abordagem
molecular. Os resultados obtidos indicam um alto nivel de contaminacao microbiana no queijo
Koozeh, e a metade dos isolados era produtor de enterotoxina e apresentava alta diversidade e
nenhuma relacgao clonal.

Machado et al (2019) descreveram as caracteristicas microbioldgicas e o perfil de genes que
codificam enterotoxinas em 95 isolados de Staphylococcus aureus obtidos entre abril de 2011 e
dezembro de 2014 de alimentos, pessoas e superficies de lojas de alimentos. Apds identificacao
microbioldgica e teste de suscetibilidade antimicrobiana, foram realizadas reacdes em cadeia da
polimerase (PCR), visando os genes sea, seb, sec, sed e see que codificam para as enterotoxinas
estafilocdcicas cldssicas A-E, e trés genes adicionais: seg, seh e sei, codificando para as chamadas
“novas enterotoxinas” G, H e I. Os isolados foram caracterizados por Eletroforese em Gel de Campo

Pulsado (PFGE), e cinco isolados selecionados foram posteriormente analisados por sequenciacao



de miuiltiplos loci (MLST). Pode-se ressaltar que 54,7% dos isolados examinados abrigavam um ou
mais dos tipos de genes SE investigados. A maioria dos isolados positivos carregava mais de um
gene SE (até cinco tipos); seq foi o gene SE mais frequente, seguido por sei. Cinco isolados
codificadores de enterotoxina também apresentavam alguns genes de resisténcia antimicrobiana;
dois deles carregavam genes erm que expressavam resisténcia induzivel a clindamicina. Os perfis
de PFGE eram numerosos e diversos, mesmo entre as estirpes codificadoras de enterotoxina,
porque a maioria dos isolados nao pertencia a surtos conhecidos de origem alimentar e o periodo de
amostragem foi longo. Os perfis de MLST também foram variados e um novo ST 3840 foi descrito
nessaespécie. Osisolados codificadores de enterotoxinaST 88 e ST 72 foramidentificados noutras
regioes em associacao com surtos de origem alimentar. Este estudo relata a primeira investigacao
sistematica de genes de enterotoxina em isolados de S. aureus obtidos de alimentos e pessoas
infectadas no Uruguai (Machado et al., 2019).

Sivakumar et al. (2019) avaliaram os alimentos de rua como fonte de MRSA, para os quais 430
alimentos de rua de origem animal (carne, leite, ovos e seus produtos) e amostras ambientais
associadas foram processadas para isolamento e caracterizacdo. Foram isolados 52 S. aureus e
observada resisténcia a oxacilina (36,5%), cefoxitina (25%) e penicilina G (82,7%) pelo teste de
difusao em disco. Na triagem genotipica, mecA e blaZ foram detectados em 17,3% e 69,2% dos
isolados, respectivamente. A tipagem de viruléncia identificou os genes nuc, coa, clfA, spA, fnbA e
enterotoxina A (sea) em 100%, 96,2%, 30,8%, 55,8, 50% e 7,7% dos isolados, respectivamente. A
diversidade genética entre os isolados foi observada por PCR de consenso intergénico repetitivo
enterobacteriano (ERIC-PCR), que revelou 8 tipos / clados distintos entre os 52 isolados, com um
valor de poder discriminatdrio (D) de 0,77. As semelhancas entre os perfis ERIC entre isolados de
diversas fontes indicaram que as impressoes digitais ERIC PCR foram eficazes na diferenciacao dos
isolados. (Sivakumar et al., 2019).

Cho et al. (2019) determinaram o perfil génico de toxina, a producao de toxinas, o perfil de
resisténcia a antibidticos e a diversidade genética de 42 isolados de Staphylococcus coagulase-
positivos (CPS) recolhidos de 1.464 bolos rechiados de creme na Coréia. Entre os isolados de CPS,
88,1% produziam genes de enterotoxina em combinacao com outra toxina; 61,9% das estirpes
foram positivas para o gene sea, 2,4% para o sea-seb e 9,5% para o sea-sec. Entre as estirpes que
apresentaram resisténcia a antibiéticos, 66,7% apresentaram resisténcia a apenas um antibidtico,
enquanto 21,4% apresentaram resisténcia a mdltiplos antibidticos: 9,5% das estirpes eram mecA
positivas e resistentes a oxacilina. A maioria das estirpes é resistente a pelo menos um antibidtico.

Os isolados de CPS foram classificados em oito serotipos de coagulase.



1.4. Toxinas

Uma toxina é uma substancia venenosa produzida dentro de células ou organismos vivos. As
toxinas podem ser pequenas moléculas, peptideos, proteinas ou lipopolissacarideos capazes de
causar doencas em contato ou absorcao por tecidos corporais que interagem com macromoléculas

bioldgicas, como enzimas ou receptores celulares (Pinto, 1996).

1.5.  Toxinas microbianas

As toxinas microbianas sao toxinas produzidas por microrganismos, incluindo bactérias e
fungos. As toxinas microbianas promovem infeccoes e doencas, danificando diretamente os tecidos
do hospedeiro e desabilitando o sistema imunoldgico. Algumas toxinas bacterianas, como as
neurotoxinas botulinicas, sao as toxinas naturais mais potentes conhecidas. As bactérias geram

toxinas que podem ser classificadas como exotoxinas ou endotoxinas (Pinto, 1996).

1.5.1. Endotoxinas

As endotoxinas, também chamadas toxinas intracelulares, sao lipopolisacarideos (LSP),
constituintes das membranas das bacterias Gram-negativas. As endotoxinas LSP sao constituidas
por trés componentes principais: lipido A, corpo polisacarideo e antigénio 0. As endotoxinas sao
menos potentes e menos especificas que a maioria das exotoxinas. Os sintomas associados a
exposicao a endotoxinas incluem febre, disturbios intestinais e vomitos, entre outros (Pinto, 1996).

1.5.2. Exotoxinas

Sao proteinas e enzimas producidas no interior de muitas bacterias Gram positivas ou Gram
negativas como parte de seu crescimento e metabolismo, secretadas pela bactéria no meio
circundante ou liberadas apds a lise bacteriana, de considerdvel importancia clinica. Devido a
natureza enzimatica da maioria das endotoxinas, até mesmo pequenas quantidades podem ser
letais, pois podem ser usadas repetidamente, destruindo células do hospedeiro ou inibindo fungoes
metabdlicas. As doencas causadas por bactérias que produzem exotoxinas frequentemente sao
causadas por pequenas quantidades de exotoxinas capazes de produzir sinais e sintomas
especificos da doenca, e nao pela bactéria em si. As exotoxinas sao geradas e secretadas

ativamente (Pinto, 1996).

1.5.2.1. Neurotoxinas
As neurotoxinas sao um tipo extensivo de substancias quimicas exdgenas neuroldgicas que

sao causadas por efeitos adversos na funcao do sistema nervoso. A atividade das neurotoxinas



pode ser caracterizada pela habilidade de inibir o controle neuronal sobre as concentracoes de ions
através damembrana celular ou acomunicacdo entre as neur6nios através da sinapse. Um exemplo
de neurotoxina bacteriana é a tetanospasmina, produzida por Clostridium tetani. A tetanospasmina
é uma neurotoxina termolabil que bloqueia a liberacao de neurotransmissores que inibem a
contracao muscular. Como consequiéncia, ocorre uma contracao continua que leva a chamada

contracao tetanica. (Simpson, 1986).

1.5.2.2.  Cardiotoxinas

Uma cardiotoxina é um glicosideo venenoso com efeitos cardiacos especificos, por exemplo
causa despolarizacao irreversivel das membranas celulares. Alguns exemplos de cardiotoxinas
bacterianas sao a hemolisina direta termoestavel do Vibrio parahaemolyticus (vibriolisina), a

estreptolisina O e a hemolisina de Listeria monocytogenes (listeriolisina) (Pinto, 1996).

15.2.3. Hepatotoxinas

Hepatotoxina é qualquer substancia téxica capaz de prejudicar o figado. Alguns cogumelos do
género Amanita e Aspergillus produzem aflatoxina, uma hepatotoxina cancerigena, e podem ser
encontrados em alimentos armazenados inadequadamente por tempo prolongado. Animais que
comem alimentos contaminados com aflatoxina podem passar os seus metabolitos tdxicos aos

ovos, leite e carne. (Fratamico et al., 2008)

1.5.2.4. Enterotoxinas

As enterotoxinas sao proteinas monomeéricas de massa molecular variando de 22-30 kDa, nao
glicosiladas, e de longa vida média, que sao secretadas e acumuladas durante a fase exponencial do
crescimento in vivo e in vitro de vdrias estirpes bacterianas, incluindo as diferentes estirpes
enterotoxigénicas de S. aureus. Sao altamente estdveis, resistem a muitas enzimas proteoliticas
como pepsina e tripsina explicando sua atividade no sistema digestivo, e sao altamente resistentes
ao calor (Le Loir et al., 2003). Essas proteinas, tamhém conhecidas como toxinas pirogénicas, em
guantidades na ordem de microgramas (3,5 - 150 pg, dependendo da sensibilidade da espécie e do
individuo) estao relacionadas a episddios de intoxicacdes alimentares apds a ingestao de alimento
contaminado, afetando cerca de 12 milhdes de pessoas anualmente, resultando numa perda
econdmica de cerca de 15 bilhdes de ddlares. Apés 4 h de ingestao, estas toxinas interagem com
vdrios alvos celulares desencadeando reacdes bioldgicas e fisioldgicas que conduzem as
manifestacdes clinicas caracteristicas daintoxicacao: nduseas, dores abdominais, diarréia e vémito.

As enterotoxinas exibem semelhancas tanto nas suas mudiltiplas atividades bioldgicas quanto nas



suas sequéncias peptidicas. Elas diferem todavia umas das outras, pela presenca de epitopos
especificos. Assim sendo, as diferentes estirpes enterotoxigénicas podem expressar toxinas
antigenicamente distintas com atividades bioldgicas similares (Balaban et al., 2000).

Além de ser um problema de ordem de satide publica, a presenca das enterotoxinas resulta em
perda econdmica para os produtores de alimentos. Ainda, as enterotoxinas estao classificadas na
Categoria B de agentes derisco bioldgico e sao consideradas de facil disseminacao e, se distribuidas
acidental ou intencionalmente na populacao, resultam em morbidade moderada. Os problemas
associados as enterotoxinas alertam sobre a necessidade de rdpida deteccao em produtos de
consumo humano, para que os tratamentos sejam providenciados antecipadamente a doenca

clinica (Santiliano et al..2011).

1.6.  Métodos de deteccao de toxinas

As toxinas bacterianas sao geralmente detectadas por meio de métodos imunoldgicos como,
por exemplo, ensaio imunoenzimatico, imunodifusao, radioimunoensaio e aglutinacao passiva em
Idtex (Bennet., 2005), e, recentemente, também estao a ser utilizados imunossensores.

Para a deteccao de toxinas em amostras de alimentos, estas devem ser recolhidas como para
qualquer outro exame microbioldgico e armazenado sob refrigeracao durante curto espaco de
tempo. A maioria dos testes rapidos disponiveis atualmente requerem algum tipo de procedimento
de extracao e purificacao antes que se possam detectar toxinas em matrizes alimentares. Alguns
dos componentes do alimento podem interferir com o teste propriamente dito e com ainterpretacao
visual dos resultados dos ensaios. E normalmente necessario remover o méximo de gordura e
material sdlido quanto possivel. Técnicas utilizadas incluem centrifugacao, filtracao através de gaze
de algodao hidrdfilo, a microfiltracao, a didlise, a separacao cromatografica e a utilizacao de colunas

de imunoafinidade. (Alefantis et al., 2004)

1.6.1. Métodos imunoldgicos classicos

Os métodos imunoldgicos baseiam-se na ligacao do anticorpo (monoclonal, policlonal ou
recombinante) com o antigeno, a fim de obter resultados rapidos e especificos. Os principais
métodos para deteccao de enterotoxinas estafilocdcicas sao baseados em imunoensaios e
apresentam diferentes limites de detec¢ao. Varios ensaios imunoenzimaticos tém sido utilizados na
identificacao de enterotoxinas em alimentos, sendo o ELISA Sanduiche o mais utilizado, pois os
reagentes sao comercialmente disponiveis no formato monovalente e polivalente, ou seja, tanto

para o screening de toxinas como para identificacao de um sorotipo especifico. Os kits comerciais



geralmente detectam simultaneamente as enterotoxinas estafilocdcicas A, B, C1,C2,C3,DeE,ea
maioria dos testes imunoldgicos baseia-se no ELISA, que tem uma abordagem dptica.

Os ensaios imunoldgicos sao sensiveis e especificos e sao base para deteccao das
enterotoxinas identificadas sorologicamente. A quantidade de enterotoxinas requerida para causar
doenca no homem depende da susceptibilidade dos individuos, dessa forma, o ensaio diagndstico,

além de especifico, deve ser sensivel o suficiente (Santiliano et al.,2011).

1.6.1.1. Imunodifusao

No método de imunodifusao, a enterotoxina e o anticorpo especifico difundem por um gel, e a
reacao entre ambos forma uma linha de precipitacao caracteristica de resultado positivo. A
desvantagem do uso desse método € o ajuste das concentracdes ideais de anticorpo e enterotoxina

para haver formacao de precipitacao. (Pimenta-Martins et. al., 2013)

1.6.1.2.  Radioimunoensaio
No radioimunoensaio, a marcacao dos anticorpos é feita com material radioativo que sao
monitorados na andlise quando se ligam a enterotoxina. Esse método requer cuidados especiais

durante a manipulacdo e o descarte da andlise. (Pimenta-Martins et. al.,, 2013)

1.6.1.3.  Aglutinacao em latex

No método de aglutinacdao em Iatex, o anticorpo € associado a particulas de latex que, com a
interacao antigeno-anticorpo, formam grumos perceptiveis. Esse método, assim como o
radioimunoensaio, tem uma haixa sensibilidade na deteccao das enterotoxinas (Pimenta-Martins
et.al., 2013).

1.6.1.4. ELISA

O método de ELISA consiste num dos procedimentos mais amplamente utilizados para a
deteccao de toxinas de S. aureus, em virtude de ser um método rapido, sensivel e que permite
analisar um grande volume de amostras simultaneamente, além de ndo ser necessdria a utilizacao

de materiais radioativos como na técnica de radioimunoensaio. (Santiliano et al.,2011).

10



1.6.2. Kits imunoldgicos para deteccao de enterotoxinas estafiloccicas em
alimentos

No mercado, podem ser encontrados diferentes tipos de kits comerciais para deteccao das
enterotoxinas estafilocdcicas baseados nos métodos imunoldgicos indicados anteriormente. Os
testes rapidos sao simples e confiaveis, sendo utilizados em uma grande variedade de matrizes de
alimentos, em especial leite e queijo, que sdo frequentemente associados a surtos de intoxicacao
alimentar (Pimenta-Martins et. Al., 2013). Vernozy-Rozand (2004) compararam especificidade e
sensibilidade de trés kits (VIDAS SET - bioMérieux, VIDAS SET2 - hioMérieux e TRANSIA PLATE -
Diffchamb, Lon, France) disponiveis no mercado para deteccao de SEs. Realizaram ensaios em
diversos tipos de alimentos, a saber: cozidos, crus (delicatessen e produtos do mar), enlatados,
liquidos, desidratados e derivados do leite. Desses alimentos, apenas os crus apresentaram falso-
positivos, com especificidade de 82% e 78%, para os kits VIDAS SET e TRANSIA PLATE,
respectivamente. Park et al. (1994) avaliaram o kit RIDASCREEN SET guanto a sua eficacia. Os
investigadores descrevem que as principais vantagens do kit sao (i) um alto grau de especificidade
(composicoes de alimentos e produtos microbioldgicos devido ao crescimento de microrganismos
nao-estafilocdcicos nao causaramresultados falso-positivos; além disso, nenhumareacao cruzada
entre reagentes dos kits foram observados), (i) excelente sensibilidade (os limites minimos
detectaveis foram de 0,20 a 0,30 ng de SEs por ml de extratos de presunto, salame e cogumelos e
de 0,30a0,35ng de SEs por mlde extratos de queijo, 0,50 a 0,75 ng de SEs por g de alimentos como
macarrao, presunto, salame, queijo e peru), (iii) simplicidade (o kit permitiu o teste direto de SEs em
extratos de alimentos sem a necessidade de extracao ou concentracao prolongadas, e (iv) rapidez
(foram necessarias menos de 3 h para concluir a andlise de tipos individuais de enterotoxinas). Os
investigadores concluiram que o kit RIDASCREEN SET é uma ferramenta conveniente, rapida e

confidvel para a deteccao e identificacao de SEs em alimentos.

1.6.21.  VIDAS SET

VIDAS SET é um teste de dose Unica composto por uma tira com reagentes prontos a utilizar e
um Recipiente de Fase Sélida (RFS) revestido com anticorpos especificos, com resultados precisos

no prazo de um dia com base na técnica de Ensaio de Fluorescéncia Ligado a Enzima (ELFA) .

1.6.2.2. TRANSIAPLATE
O TRANSIA® PLATE incorpora a tecnologia comprovada do teste anticorpo antigeno

"sanduiche” para a deteccao de patdgenos de origem alimentar em amostras de produtos e
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ambientais. Anticorpos altamente especificos revestidos com pocos de microtitulacao de
poliestireno capturam e ligam o antigeno alvo, se presente. Um anticorpo de deteccao ligado a uma
enzima conjugada é introduzido para formar um sanduiche de anticorpo / antigeno / anticorpo.
Finalmente, um substrato é adicionado e convertido pela enzima conjugada para produzir uma
mudanca de cor indicando a presenca do patdgeno alvo. As extensas validacoes AOAC e os
controles positivos e negativos integrados se combinam para fornecer a confianga necessaria nos

resultados.

1.6.2.3. RIDASCREEN SET

O RIDASCREEN SET é um imunoensaio em enzima sanduiche para a identificacao de
enterotoxinas estafilocdcicas (SE) A, B, C, D, E em fluidos e sdlidos alimentares, bem como em
culturas bacterianas. Todos 0s reagentes necessarios para 0 imunoensaio enzimatico estao
contidos no kit de teste. Com base em sua sensibilidade, o teste RIDASCREEN® SET é
consequentemente claramente superior ao teste deimunodifusao, o qual tem um limite de deteccao
de 0,1 mg / ml. Geralmente, supde-se que uma populacao de 5 x 10° células de Staphylococcus
aureus produtoras de enterotoxina por grama de comida é necessaria para levar a uma intoxicacao.
No entanto, outros estudos mostram que apenas 100 - 200 ng de enterotoxinas estafilocdcicas
podem levar a sintomas de alimentos envenenamento. A superficie da placa de microtitulacao é
revestida com anticorpos especificos que podem se ligar as enterotoxinas contidas na amostra. Os
componentes da amostra nao especificos do anticorpo nao se ligam e entao sao removidos numa
etapa de lavagem. Ao adicionar anticorpos especificos contra as toxinas, bem como moléculas
detectoras marcadas com enzimas, o complexo sanduiche serd formado (complexo anticorpo-
antigeno-anticorpo). Depois de adicionar substrato de enzima / cromogénio aos pogos, 0 conjugado
de enzima ligado converte o cromogénio em um produto azul. Essa mudanca de cor aponta para a
presenca de enterotoxinas nas amostras. Os resultados podem ser lidos visualmente ou
fotometricamente. Apds a adicao da solucao de paragem que leva a uma mudanca de cor de azul
para amarelo, a medicao pode ser feita em um fotdmetro de placa de microtitulacdo. (Inserto do
producto RIDASCREEN SET)

McCallum et al. (2019) avaliaram o kit RIDASCREEN SET A, B, C, D, E para uso como teste
confirmatdrio para a deteccao de enterotoxinas estafilocdcicas em produtos a base de carne; neste
estudo participaram sete laboratdrios estaduais de agricultura e satide publica dos Estados Unidos.
0 estudo demonstrou que o kit é capaz de detectar cada um dos cinco serotipos de enterotoxina em
cachorros-quentes, nuggets de frango a milanesa, mortadela e carne de churrasco pronta para

comer. As enterotoxinas estafilocécicas foram detectadas num minimo de 1,0 ng / g em todas as
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matrizes e em niveis tao bhaixos quanto 0,375 ng / g em algumas matrizes. Enquanto a reacao
cruzada entre alguns tipos € observada, os resultados falso-negativos e falso-positivos foram
pouco observados. Quando usado junto com o teste de imunoensaio automatico BioMerieux
VIDASR SETZ2, este kit fornece um ensaio secundario para ser usado como confirmacao da presenca

de enterotoxinas estafiloccicas em uma amostra de carne.

1.6.3. Métodos moleculares

Mahfoozi et al. (2019) investigaram a prevaléncia de S. aureus e o tipo de genes de enterotoxina
associados em diferentes amostras de alimentos. Para atingir esses objetivos, foramrecolhidas 310
amostras, divididas em trés grupos (laticinios, carne e doces tradicionais). Apds determinacao da
prevalénciadeS. aureus, a existénciade genes 16s rRNA, sea, seb, sec, sede seefoiavaliada usando
teste de PCR multiplex. Staphylococcus aureus foi isolado de 103 (33%) amostras. Além disso, a
categoria de carne apresentou a maior taxa de contaminacao por S. aureus. Além disso, as amostras
de kebab (61,5%) foram os produtos mais contaminados, sequidos por hambdrguer (47,3%) e
sorvete (33,8%). Desses 103 isolados de S. aureus, 72 isolados (69,9%) abrigavam pelo menos um
tipo dos genes SEs classicos. A prevaléncia do gene da enterotoxina tipo A foi detectada com maior

frequéncia que os outros genes da SE.

1.7.  Objetivo Geral do estudo

e Deteccdo de enterotoxinas estafilocdcicas em matrizes alimentares por método de ELISA
(RIDASCREEN SET).

1.7.1.  Objetivos especificos
e Detectar patégenos alimentares (Staphylococcus sp. Coagulase positivo, Listeria

monocytogenes, Clostridium perfringens, Escherichia coli, bolores, leveduras e Bacillus
cereus) em matrizes alimentares por método de cultura.

e Detectar enterotoxinas estafilocdcicas em matrizes alimentares

2. Métodos
2.1.  Materiais
2.1.1. Reagentes
- Tampao PBS, pH 7,4
- Agua destilada
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- N-heptano (para amostras com alto teor de gordura)
- Infusao Cérebro-Coracao (BHI)

- Acido cloridrico (SN e 1N)

- Hidréxido de sddio (SN e 1N)

- Polietileno glicol 20 000 (PEG)

- Ridascreen SET

2.1.1. Amostras

Foram analisadas 282 amostras associadas a possiveis doencas transmitidas por alimentos

que entraram ao servico de microbiologia de Laboratorios Biogerm.

2.1.2. Equipamentos
- Balanca analitica
- Liquidificador, misturador ou equivalente (para homogeneizacao da amostra). Para soro de leite
em po e todo tipo de alimento dificil de misturar, recomenda-se um turrax para ter uma amostra
homogénea.
- Tubos de 50 mi
- Micropipeta de 100 pll
-Incubadora35-37°C(95-98,6°F)
- Pipeta multicanal ou lavador de placas de micropocos
- Espectrofotémetro de placa de micropocos (450/620 + 10 nm)
- Agitador orbital
- Centrifuga, 3130 a10 000 g, capaz de ser refrigerada a 4 ° C, tubos de centrifuga
- Membrana de didlise, MWCO: 6 - 8 kD, largura plana: 23 + 2 mm (por exemplo,
Spectra / Por®1, ref: 132 650, Spectrum)
- Fechos, largura de vedacao = 35 mm (por exemplo, Spectra / Por®, ref: 132 736, Spectrum)
- Medidor de pH
- Tubos de 50 mi
- Funil
- Gaze de vidro
- Bandeja
- Frigorifico (5+3°C/41+54 °F) e congelador(s-18°C/<-0,4°F)

- Vortex
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2.2.

2.2.

Procedimento

1. Cultura de patdgenos alimentares em matrizes alimentares.

O processamento das matrizes alimentares paraa cultura de patégenos alimentares foi feita de

positiva

2.2.

acordo com a metodologia descrita na norma AFNOR 3M-01/09-04/03A (Microbiologia de
alimentos para consumo humano e animal. Método horizontal de contagem estafilococos

coagulase-positiva), 1ISO 16649-2:2001 Método horizontal de contagem de B- glucuronidase

Escherichia coli 1S0 11290-2:2017 Método horizontal para detecao e contagem de Listeria

monocytogenes e Listeria spp, 1SO 7937:2004 Método horizontal para contagem de Clostridium

perfringens e 1SO ISO 7932: 2004 Método horizontal para contagem de Bacillus cereus

2. Deteccao de enterotoxinas estafiloccicas em matrizes alimentares por

método Ridascreen.

Armazenar as amostras de 5+ 3 ° Caté a extracao. Descongelar as amostras antes da etapa
de extracao. Como as enterotoxinas estafilocdcicas podem estar distribuidas
heterogeneamente na amostra, homogenizar bem antes de usar.

Pesar 25 + 0,1 g da amostra misturada e transferir esta parte do teste para um goblé.
Adicionar 40 mL de dgua quente destilada (38 + 2° C/100,4 + 7,2 ° F) e homogeneizar a
mistura usando um turrax, um liquidificador ou um “stomacher”. Lave o sistema com agua
destilada.

Deixar a toxina se difundir agitando a amostra, em temperatura ambiente por pelo menos
30 minutos.

Acidificar a mistura com algumas gotas de acido cloridrico para obter um pH entre 35e 4,0.
Centrifugar a mistura pelo menos a 3130 x g por 15 min a 4 ° C (32,9 ° F). Transfira o
sobrenadante para um goblé.

Neutralizar a mistura usando solucao de NaOH IN para obter um pH entre 74 e 76 e
centrifugue novamente como descrito acima. Recupere a fase aquosa neutralizada
completa.

Para cada amostra:

- Preparar uma solucao de polietilenglicol (PEG) a 30% (p / v) (30 g de PEG /100 mL de

agua destilada).
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- Cortar cerca de 50 a 60 cm de uma membrana de didlise.

- Mergulhar a membrana em agua destilada seguindo as instrucdes do fabricante

- Enxaguar a membrana com dgua destilada (externa e interna).

- Blogueiar uma extremidade da membrana com um fecho, encha-a com a solu¢ao aquosa
preparada usando um funil e um pequeno pedaco de la de vidro para descartar particulas
em suspensao. Trave a outra extremidade da membrana com um segundo fecho.

- Deitar a membrana de didlise cheia em uma bandeja contendo PEG 30% p/v.

- Deixar os extratos concentrarem-se durante anoitea5+3°C(41+54 °F).

- Retirar amembrana de didlise da solucao de PEG e lave a parte externada membrana com
agua destilada para remover todos os vestigios de PEG. Recupere o extrato concentrado
usando a solucao de PBS no caso de extratos que contenham leite ou produtos lacteos ou
de osmose no caso de extratos que nao contenham leite nem produtos lacteos

- Enxaguar bem a parte interna da membrana de didlise para obter uma concentracao final
concentrada. extrair massa variando de 5,0 a 5,5 g (maximo de 5,8 g para os extratos de
bastao).

Adicionar 100 pl de uma amostra aos pocos, adicione 100 pl de o controlo positivo e
negativo. Misture suavemente agitando a placa manualmente. Cobrir a placa e incubar por
Tha35-37°C(95-98,6°F).

Descartar o liquido dos pocos. Bata no suporte do micropoco de cabeca para baixo sobre
uma toalha de filtro limpa (trés vezes seguidas) para remover todos os liquido dos pocos.
Encha os pocos com 300 pl por poco de tampao de lavagem (10.1) e despeje o liquido
novamente. Esvazie os pocos novamente e remova todos os liquido. Repita a etapa de
lavagem mais quatro vezes.

Adicionar 100 pl de conjugado 1 a cada poco. Misture delicadamente agitando o prato
manualmente. Cubra a placa eincube porTha35-37°C(95-98,6 °F).

Despejar o liquido dos pocos em uma pia. Bata no suporte do micropoco de cabeca para
baixo sobre uma toalha de filtro limpa (trés vezes sequidas) para remover todos os liquido
dos pocos. Encha os pocos com 300 pl por poco de tampao de lavagem (10.1.) e despeje o
liquido novamente. Esvazie os pocos novamente e remova todos os liquido. Repita a etapa
de lavagem mais quatro vezes.

Adicionar 100 pl de conjugado 2 a cada poco. Misture delicadamente agitando o prato
manualmente. Cubra a placa e incube por 30 mina35-37°C(95-98,6°F).

Despejar o liquido dos pocos em uma pia. Bata no suporte do micropoco de cabeca para

baixo sobre uma toalha de filtro limpa (trés vezes sequidas) para remover todos os liquido
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dos pocos. Encha os pocos com 300 pl por poco de tampao de lavagem (10.1.) e despeje o
liquido novamente. Esvazie os pocos novamente e remova todos os liquido. Repita a etapa
de lavagem mais quatro vezes.

e Adicionar 100 pl de substrato / cromogénio a cada poco. Misture suavemente agitando a
placa manualmente. Cubra a placa e incube por 15mina35-37°C(95-98,6 °F).

e Adicionar 100 plda solucao de parada a cada poco. Misture delicadamente agitando o prato
manualmente e meca a absorvancia a 450/620 + 10 nm. Leia dentro de 30 minutos apés a
adicao da solucao de parada.

e Para avaliar os resultados, utilizar o RIDA®SOFT Win.NET, que é um software
specialmente desenvolvido paraimunoensaios enzimaticos RIDASCREEN® . Visualmente,
uma amostra é considerada "Positiva” quando o controlo negativo € incolor ou azul muito
claro e a amostra positiva € significativamente mais forte na cor; uma amostra é
considerada “Negativa” quando o controlo negativo é incolor ou azul muito claro e a cor da
amostra é mais fraco ouigual a cor do controle negativo. O limite inferior de deteccao do kit

usando a concentracao de didlise €0,05ng /g

3. Resultados

3.1.  Pesquisa de patdgenos alimentares em matrizes alimentares por método

de cultura.

As 282 matrizes alimentares selecionadas foram colhidas entre janeiro de 2019 e junho de
2020 e corresponderam a diferentes classes de alimentos preparados prontos para o consumo. As
amostras foram selecionadas com base em estar associadas a possiveis intoxicacoes alimentares;
este tipo de amostra foi selecionado por se considerar que existe uma maior probabilidade de
obtencao de resultados positivos. Foram investigadas pelo método de cultura Staphylococcus
coagulase positiva, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens, Escherichia coli, bolores e

Bacillus cereus.
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Figura 1. Distribuicao de amostras conforme a sua composigao.

n=282

6

m Carne ® Peixe = Legumes Sobremesas

Das 282 amostras testadas, apenas 1 (0,35%) apresentou resultado positivo para cultura de
Staphylococcus aureus; esta amostra foi adicionalmente positiva para Escherichia coli. Além disso,
foi determinado que do total de amostras testadas, 7 (2,48%) foram positivas para Escherichia coli
2 (0,71%) foram positivas para Clostridium perfringens e 2 (0,71%) foram positivas para Listeria

monocytogenes. As amostras positivas por cultura corresponderam a refeices de carne e peixe.

3.2. Deteccao de enterotoxinas estafilocdcicas em matrizes alimentares.

3.2.1 Controlo de qualidade fase de extracdo por concentracao com
membrana de didlises.

Para garantir o processo de extracao, foram contaminadas amostras de alimentos com

estirpes padrdes de Staphylococcus aureus positivas para cada tipo de enterotoxina estafilocdcica,

bem como uma cepa de Staphylococcus aureus nao enterotoxigénico e uma estirpe de Escherichia

coli 0157:H7, que acompanharam o processo de extracao junto com as amostras em estudo.
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Tabela 1. Deteccao de enterotoxinas estafilocdcicas em extratos de alimentos contaminados com
estirpes control usando o kit RIDASCREEN SET

Alimento Alimento Alimento Alimento Alimento Alimento Alimento
contaminado | contaminado | contaminado | contaminado | contaminado | contaminado contaminado
comestirpe1 | com estirpe | com estirpe | com estirpe | com estirpe | com estirpe 6 com estirpe
(S. aureus | 2 (S. aureus | 3 (S. aureus | 4 5 (S. aureus | (S. aureus nao | 7
produtor de | produtor de | produtor de | (S. aureus | produtor de | enterotoxigénico) | (Escherichia
enterotoxina | enterotoxina | enterotoxina | produtor de | enterotoxina coli
A) B) (@) enterotoxina | E) 0157:H7)
D)
Enterotoxina A-E
| Positivo | Positvo | Positvo | Positivo | Positvo |  Negativo Negativo

3.2.2. Controlo de qualidade do Kit Ridascreem SET

Foirealizado testando estirpes padrdes de Staphylococcus aureus positivas para cada tipo

de enterotoxina estafilocdcica, bem como uma cepa de Staphylococcus aureus

nao

enterotoxigénico e uma estirpe de Escherichia coli 0157:H7. Os controles utilizados foram estirpes

caracterizadas em nivel molecular pelo Instituto Nacional de Satide Ricardo Jorge. Cada ensaio foi

repetido em quadruplicado. As caracteristicas das estirpes utilizadas e os resultados obtidos sao

apresentados na Tabela2.

Tabela 2. Deteccao de enterotoxinas estafilocdcicas em estirpes de controle usando o kit RIDASCREEN

SET
Estirpe 1. Estirpe 2. Estirpe 3. Estirpe 4. Estirpe 5. Estirpe 6. Estirpe 7
S. aureus | S. aureus | S. aureus | S. aureus | S. aureus | S. aureus nao | Escherichia
produtor de | produtor de | produtor de | produtor de | produtor de | enterotoxigénico | coli
enterotoxina | enterotoxina | enterotoxina | enterotoxina | enterotoxina 0157:H7
A B C D E

Enterotoxina A-E

1.8 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo Negativo

repeticao

2.2 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo Negativo

repeticao

32 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo Negativo

repeticdo

40 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo Negativo

repeticdo

Das 282 amostras testadas, 2 (0,71%) apresentaram resultados positivos para enterotoxinas

no kit RIDASCREEN SET correspondendo a dois APCs de carne; ambas as amostras foram

negativas por cultura para todos os microrganismos investigados.
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4. Discussao

Em relacao aos resultados de cultura de matrizes alimentares possivelmente relacionadas a
intoxicacoes, as baixas taxas de positividade obtidas (Escherichia coli 2,48%, Clostridium
perfringens 0,71%, Listeria monocytogenes 0,71% e Staphylococcus aureus 0,35%) possivelmente
estao relacionadas ao fato das amostras obtidas serem alimentos preparados prontos para o
consumo, nos quais o processo de cozimento dos alimentos pode, em muitos casos, ter afetado a
viabilidade de bactérias patogénicas que poderiam estar presentes, mas mesmo assim nos casos
em que o patdgeno produz enterotoxinas resistentes ao calor (como no caso de S. aureus),
resultados de cultura negativos podem ser obtidos, mas esta toxina ativa capaz de causar doenca
gastrointestinal pode estar presente nos alimentos.

Sendo que os resultados positivos para cultura de patégenos foram apresentados en APC de
carne e peixe se pode dizer que éste tipo de alimentos sao mais susceitiveis que APC de legumes e
sobremesas, sendo importante ver os tempos de cozedura e temperaturas de coccao dos alimentos

Sivakumar et al (2019) avaliaram os alimentos de rua como fonte de MRSA, para os quais 430
alimentos de origem animal vendidos na rua na india (carne, leite, ovos e seus produtos) foram
processados para isolamento e caracterizacao de Staphylococcus aureus; 14 amostras (3,25%)
foram positivas para Staphylococcus aureus produtoras de enterotoxina A.

Cho et al. (2019). determinaram o perfil do gene de toxina, producao de toxina, sorotipo de
coagulase de resisténcia a antibiéticos e diversidade genética de isolados de Staphylococcus
aureus coletados de 1.464 produtos de panificacao recheados com creme na Coreia, detectando que
um total de 10 isolados (0,68%) produziram um ou mais enterotoxina estafilocdcica.

Os estafilococos coagulase negativos também tém sido implicados em alguns casos de
intoxicacdo alimentar. No estudo de El-Nagar et al. (2017) em material recolhido da cadeia de
producdo avicola, genes de enterotoxinas (seb, sec e sea) foram encontrados em cinco estirpes
(23,8%) de S. aureus, com uma percentagem de 9,5% para seb e sece 4,8% para sea, enquanto sec
e see foram encontrados em seis (20,6%) isolados de estafilococos coagulase negativos, com uma
porcentagem de 10,3% para cada. O gene sec foi detectado em dois isolados de S. xylosus e um
isolado de S. simulans, enquanto o gene verfoi detectado em S. xylosus, S. warnerie S. simulans. No
estudo de Pyzik et al. (2019), 3 (2.36%) das 127 estirpes de Staphylococcus coagulase negativos
testadas encontradas em 547 amostras de frango e perti na Poldnia tinham genes responsaveis
pela producao de umadas cinco enterotoxinas estafilocdcicas classicas: duas estirpes de S. hominis
continham o gene see, responsavel pela producao da enterotoxina E, e a presenca do gene

responsdvel pela producdo da enterotoxina B (seb) foi encontrada numa estirpe de S. epidermidis.
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No presente estudo, a percentagem de amostras positivas para enterotoxinas foi bastante
baixa (0,71%) que correspondiam a APC de carne e nessas amostras nenhum microrganismo foi
detectado pelo método de cultura; isso pode ter sido devido ao fato de que as estirpes de
Staphylococcus que produzem a referida toxina terem ficado inviaveis durante o processo de
cozedura e preparacao dos alimentos (visto que se tratavam de alimentos prontos para consumo)
enquanto que as enterotoxinas termoestdveis permaneceram intactas ou, em alternativa, as
referidas enterotoxinas foram produzidas por estirpes de Staphylococcus coagulase negativa,
espécies que nao sao detectadas pelo protocolo de cultura utilizado; porém, a deteccao de
enterotoxinas nessas amostras, independentemente da presenca ou nao de resultado positivo para
cultura, sao importantes do ponto de vista de satde publica, pois sua ingestao pode causar doenca

gastrointestinal ao paciente que consome o alimento.

5. Conclusao

Nestainvestigacao, o RIDASCREEN SET mostrou ser adequado para ser usado na deteccao de
toxinas estafilocécicas em matrizes de alimentos no nosso laboratdrio. Além disso, os resultados
deste estudo, apesar de limitados, demonstram a importancia da investigacao de enterotoxinas
estafilocdcicas diretamente, em amostras de alimentos com suspeita de relacao com intoxicagao
de origem bacteriana, sem se restringir exclusivamente as amostras que apresentam contagems
elevadas de Staphylococcus aureus. Suportam essa conclusao a discrepancia entre os resultados
da cultura e a deteccao de toxinas evidenciada neste estudo. Da mesma forma, com base nos
resultados obtidos, conclui-se que é importante expandir a pesquisa para outras matrizes
alimentares, como alimentos crus, uma vez que atualmente existem muitas refeicoes onde os
alimentos sao colocados crus ou com pouca cozedura e as enterotoxinas estafilocécicas podem

estar presentes sem ser necessariamente detectadas.
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