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RESUMO

A intoxicacdo alimentar por estafilococos é uma das doencas transmitidas por alimentos (DTA) mais comuns e
resulta da ingestdo de enterotoxinas estafilococicas (EE) pré-formadas em alimentos. Este trabalho teve como
objetivo elaborar uma revisdo sobre a ocorréncia de Staphylococcus em alimentos, surtos de intoxicagdo
estafilococica, enterotoxinas comumente envolvidas em surtos e métodos de identificacdo de enterotoxinas
estafilocdcicas.No Brasil os dados do Sistema Nacional de Agravos e Notificacdes da Secretaria de Vigilancia em
Saude SINAN\SVS, Ministério da Salde, atribuem ao S. aureus a ocorréncia de 7,7% dos surtos de origem
alimentar no periodo compreendido entre 2000 a 2015. Para melhorar a caracterizagdo de EE varias técnicas tém
sido integradas na estratégia de diagnéstico, sendo os métodos mais utilizados para detectar as toxinas bacterianas
nos alimentos: bioensaios, biologia molecular e imunoldgico. Os métodos convencionais de deteccdo de EE séo de
trabalho intensivo e incapaz de satisfazer as necessidades de deteccdo em tempo real. A biologia molecular baseada
em PCR é um método viavel, mais rapido e com resultados conclusivos. Os métodos cromatograficos sdo eficientes
e sensiveis, porém, os requisitos da amostra, instrumentos caros e treinamento de pessoal limitam a sua aplicagao.
Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Intoxicacdo alimentar. Enterotoxinas estafilocdcicas.

ABSTRACT

Staphylococcal food poisoning is one of the most common foodborne diseases (DTA) and results from ingestion of
pre-formed staphylococcal enterotoxins (SE) in food. This work aimed to review the occurrence of Staphylococcus
in food, outbreaks of staphylococcal intoxication, enterotoxins commonly involved in outbreaks and methods of
identification of staphylococcal enterotoxins. In Brazil, data from the National Health and Aging System SINAN/
SVS, Ministry of Health, attribute to S. aureus the occurrence of 7.7% of food-borne outbreaks in the period from
2000 to 2015.In order to improve the characterization of EE, several techniques have been integrated into the
diagnostic strategy, the most used methods being to detect bacterial toxins in food: bioassays, molecular biology
and immunology. Conventional EE detection methods are labor-intensive and unable to meet real-time detection
needs. PCR-based molecular biology is a viable, faster and conclusive method. Chromatographic methods are
efficient and sensitive, however, sample requirements, expensive instruments and personnel training limit their
application.
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RESUMEN

La intoxicacion alimentaria estafilococica es una de las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) mas
comun y resulta de la ingestion de la enterotoxina estafilococica (EE) preformada en los alimentos. Este estudio
tuvo como objetivo la revision sobre la ocurrencia Staphylococcus en los alimentos, brotes de intoxicacién
alimentaria por estafilococos, enterotoxinas cominmente involucradas en brotes y métodos de identificacion de
enterotoxinas estafilocdcicas. La metodologia empleada se basd en la investigacion cualitativa y sistemas de
informacién. En Brasil, los datos del Sistema Nacional de Agravos e Notificagdes da Secretaria de
VigilanciaemSaudeSINAN\SVS, Ministerio de Salud, atribuyen al S. aureus la ocurrencia de un 7,7% de los brotes
de origen alimentario en el periodo de 2000 a 2015. Para mejorar la caracterizacién de EE, diversas técnicas se
han integrado en la estrategia de diagndstico y los métodos utilizados para detectar toxinas bacterianas en los
alimentos: bioensayos, biologia molecular e inmunoldgica. Los métodos convencionales de deteccion de EE son de
trabajo intensivo e incapaz de satisfacer las necesidades de deteccion en tiempo real. La biologia molecular
basada en PCR es un método més rapido y con resultados concluyentes. Los métodos cromatograficos son
eficientes y sensibles, sin embargo, los requisitos de la muestra, instrumentos caros y la capacitacion del personal
limitan su aplicacion.

Descriptores: Staphylococcus aureus. Intoxicacion alimentaria. Enterotoxina estafilocécica.

INTRODUCAO

A ocorréncia de surtos de intoxicacdo
alimentar é registrado em todo o mundo. No Brasil,
sdo poucas as informagdes quanto as doengas

transmitidas por alimentos. No entanto, as
intoxicacOes estafilococicas sdo muito comuns no
pais, sendo a maioria dos casos ndo investigada ou
ndo notificada (PEREIRA et al., 1994). No periodo de
2000 a 2015, S. aureus foi diagnosticado como agente
causal de 7,7% dos surtos intoxicacdo alimentar
ocorridos no Brasil (BRASIL, 2015).

A intoxicagdo alimentar por estafilococos é
uma das doencas transmitidas por alimentos (DTA)
mais comuns e resulta da ingestdo de enterotoxinas
estafilococicas (EE) pré-formadas em alimentos
(HENNEKINNE et al., 2012).

O diagnostico de intoxicacdo alimentar por
estafilococos de uma forma geral é confirmado pela
identificacdo de contagens superior a 10° UFC g* de
S. aureus a partir de restos de alimentos ou pela
deteccdo de

remanescentes nos alimentos (SANTANA, 2006).

EE (enterotoxinas estafilocdcicas)
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Para a deteccdo de EE, varios métodos

foram desenvolvidos como 0s

biolégicos,imunoldgicos e moleculares. O
desenvolvimento das técnicas moleculares permitiu a
utilizacdo de ferramenta para deteccdo da sequéncia
de nucleotideos do gene responsével pela producdo de
enterotoxina pelos estafilococos (SANTANA et al.,
2010).

Outros métodos para identificacdo e
enumeracdo de enterotoxinas estafilococicas em
alimentos tem se destacado como promissores (WU et
al., 2016).

Este trabalho teve como objetivo elaborar
uma revisdo sobre o Staphylococcus aureusem
alimentos, surtos de intoxicagdoestafiloctcica,
enterotoxinas comumente envolvidas em surtos e
enterotoxinas

métodos de identificacdo de

estafilococicas.

CARACTERIZACAO DO STAPHYLOCOCCUS
AUREUS
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Os estafilococos sdo bactérias Gram-
positivas, cujo didmetro oscila entre 0.5 e 1.5 micras.
Caracterizam-se porque dividem-se em grupos que
assemelham com cachos de uva (HARRIS et al.,
2002). Este grupo de bactérias sdo imoveis, ndo
esporuladas e, geralmente, ndo capsulados,
apresentando positividade para catalase (KONEMAN,
1997), com excecdo das espécies S. saccharolyticuse,
S. aureus subsp. anaerobius, que sdo catalase negativa
(BERTRAND et al., 2002).

A superficie externa da maioria das cepas de
S. aureus contém o fator de coagulagdo, coagulase
ligada, que se liga ao fibrinogénio e o converte em
fibrina insollvel, sendo importante fator de viruléncia.
A sua deteccdo é utilizada para identificagdo desta
espécie (MURRAY, 2009).

Os estafilococos crescem em meios comuns,
caldo ou &gar simples, pH = 7, a temperatura 6tima de
37° C. As coldnias formadas em placa, ap6s 18-24
horas de incubagéo, apresentam-se arredondadas, lisas
e Drilhantes. Outro meio importante para a
identificacdo dos estafilococos é o agar manitol-sal,
seletivo para essa espécie, uma vez que 0 S. aureus
consegue fermentar o manitol, produzindo &cido
latico(SANTOS, 2007).

CONDICOES PARA  CONTAMINACAO,
SOBREVIVENCIA E MULTIPLICACAO EM
ALIMENTOS

Fatores que Influenciam o Crescimento

Os estafilococos sdo  microrganismos
mesoéfilos com temperatura de crescimento entre 7 e
478°C e

termoresistentes a temperaturas entre 10 e 46°C, com

podem produzir  enterotoxinas
temperatura 6tima entre 40 e 45° C. O pH ideal para
seu desenvolvimento varia entre 7 a 7,5, mas €
possivel a multiplicagdo em alimentos com pH

variando entre 4,2 e 9,3(SANTANA et al., 2010).
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Este grupo de microrganismos ainda tem a
capacidade de sobreviver e se multiplicar em uma
concentragdo de cloreto de sodio de até 15% e a
producédo de enterotoxina acontece em concentragoes
de sal de até 10%, o que faz com que os alimentos
curados também sejam veiculos potenciais de
intoxicacdo(SANTANA et al., 2010).

Quanto a atividade de é&gua (aw) ©sS
estafilococos sdo Unicos em sua capacidade de se
multiplicarem em alimentos com valores de atividade
de agua inferiores ao normalmente considerados
minimos para outras bactérias hal6filas. O valor
minimo de aw é 0,86, apesar de ja ter sido relatada a
multiplicacdo desses micro-organismos em alimentos
com ay de 0,83 (WONG et al., 2002; FRANCO et al.,
2005). A presenca de outros microrganismos também
é¢ um ponto importante, pois os estafilococos sdo
considerados mal competidores (LOIR et al.,2003).
Meios de Contaminacéo

As infeccOes estafilocdcicas podem ser
causadas por bactérias do préprio individuo, de outros
doentes ou de portadores sadios, como profissionais
da saude, iniciando ap6s o contato com areas
traumatizadas da pele ou mucosas, permitindo ao
microrganismo o acesso aos tecidos adjacentes ou a
corrente sanguinea. No entanto, a infeccdo pode ficar
localizada ou disseminar-se, 0 que depende da
interacdo complexa entre os fatores de viruléncia do S.
aureus e os mecanismos de defesa do hospedeiro.
Nesse contexto, o S. aureus & a bactéria mais
(LOWY, 1998). Os

portadores nasais podem, por

frequente na mucosa nasal
meio das maos,
desempenhar papel importante na disseminacdo do
microrganismo, principalmente por meio dos
alimentos por eles manuseados (RADDI et al., 1998).

E a partir da cavidade nasal que o

microrganismo atinge a epiderme, ar, agua, solo,
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alimentos, ou qualquer outro objeto que entre em
contato com o individuo. Os portadores nasais de S.
aureus ao manipularem alimentos podem se tornar
importantes fontes de contaminagdo para os alimentos
(FRANCO, 2005; ASPERGER, 1994; LANCETTE et
al.,1992).
Reservatorios

Os humanos séo reservatorios naturais do S.
aureus tendo sua pele e mucosas colonizadas por este
microrganismo, o qual frequentemente integra-se a
flora comensal do hospedeiro, caracterizando um
estado de portador crbnico. O individuo portador
transmite o S. aureus por contato direto entre pessoas
e as taxas de colonizagdo na comunidade variam de
20% a 50%, podendo aumentar entre pacientes e
profissionais institucionalizados (CORDEIRO, 2011).

O estado de portador de S. aureus pode ser
transitorio ou permanente, estendendo-se por anos.
Alguma condicdo que comprometa a integridade das
defesas do hospedeiro, tais

como trauma,

procedimentos invasivos ou infecgdes viroticas,
constituem oportunidades para a manifestagdo do
potencial de viruléncia do S. aureus (FRANCO et
al.,2005).

E valido lembrar que, devido & sua
capacidade de resistir & dessecagdo e ao frio, o S.
aureus consegue permanecer viavel por longos
periodos em particulas de poeira, 0 que torna sua
distribuicdo ainda mais ampla (CAVALCANTI et al.,
2006).

SURTOS DE
POR S. AUREUS

A intoxicagdo alimentar por estafilococos é

INTOXICACAO ALIMENTAR

uma das doengas transmitidas por alimentos (DTA)
mais comuns e resulta da ingestdo de enterotoxinas

estafilococicas (EE) pré-formadas em alimentos por
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cepas enterotoxigénicas de S. Aureus (HENNEKINNE
etal., 2012).

A ocorréncia de surtos de intoxicacao
alimentar € registrada em todo mundo. Em 2008, 150
pessoas se reuniram para uma celebracdo de
casamento em Baden-Wurttemberg, na Alemanha.
Trés horas depois da ingestdo de uma variedade de
alimentos, incluindo panquecas com recheio de frango
picado, varios convidados apresentaram sintomas de
gastroenterite aguda, como vomitos, diarréia, febre
aguda. A investigacdo revelou que o possivel agente
causador do surto foi o S. aureus (JOHLER et al.,
2013).

Em estudo recente investigou-se a
epidemiologia molecular de S. aureus isolado de sete
intoxicagOes por estafilococosentre 2006 e 2013 em
Xi'an, noroeste da China. Um total de sete isolados de
S. aureus associados a sete surtos por estafilococos
foram obtidos e caracterizados naquela ocasido (LI
GUANGHUI et al., 2014).

Mais de 100 individuos ficaram doentes
depois de ingerirem uma variedade de sobremesas de
uma padaria de Illinois. A equipe de investigacdo
identificou desvios substanciais do atual Regulamento
de Boas Préticas de Fabricacdo e apontou o S. aureus
como possivel agente etiolégico (KIM et al., 2011).

Em estudo realizado com 203 cepas de S.
aureus originadas de 83 surtos ocorridos em Toquio,
estas foram examinadas quanto ao seu tipo de
coagulase e gendtipo de EE ( HAIT et al., 2012).

No Brasil os dados do Sistema Nacional de
Agravos e Notificages da Secretaria de Vigilancia em
Saude SINAN\SVS, Ministério da Salde, retratama
ocorréncia de surtos alimentares (fig.1) (BRASIL,
2015).

Figura 1. NotificagGes de surtos de origem alimentar.
Brasil. 2000 a 2015.
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Quanto aos agentes etiolégicos dos surtos
(fig 2), observa-se que o S. aureus foi associado a
7,7% dos surtos no periodo analisado (BRASIL,
2015).
Figura 2: Agentes etiologicos responsaveis por
surtos de DTA. Brasil. 2000 a 2015.
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Ademais, a maioria dos surtos se deve ao
manejo inadequado de alimentos na industria ou em
casa. Poucos surtos podem ser relacionados
diretamente a contaminacdo durante o processamento
de alimentos (WU et al., 2016).

Na regido Sudeste do Brasil, doze pessoas
foram acometidas de vOmito e diarréia
aproximadamente 4 horas ap6s haverem ingerido bolo
recheado, servido em uma festa de aniversario. No dia
seguinte a festa S. aureus produtor de enterotoxina A
foi isolado no bolo, fossa nasal, leito subungueal e,
essencialmente, em wuma ferida em fase de

cicatrizacdo, localizada na nuca da manipuladora, que
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dispunha de longa experiéncia na area de producdo de
alimentos (PEREIRA et al., 1994).

Ainda no Brasil, em 1998, em um surto de
intoxicacdo alimentar, ocorrido com uma familia que
ingeriu queijo contaminado foi identificado um nivel
de contaminacdo para o S.aureus superior a 108 UFCg-
1 (SABIONI et al., 1998).

Em outro surto de toxinfeccdo alimentar
envolvendo 42 pessoas, ocorrido ap6s a ingestdo de
uma refeicdo servida num restaurante do municipio de
Passos, Minas Gerais, Brasil, foi relatado que trinta
minutos apos a ingestdo dos alimentos, 31 pessoas
adoeceram apresentando tontura, vémito, célica e
diarreia. Os alimentos suspeitos foram panqueca de
frango, arroz, feijdo, molho de tomate e pasta de gréo
de bico. Foram isolados na panqueca de frango
contagens superiores a 2,0x108 UFC de estafilococos
produtores de enterotoxinas A, B e D por grama do
alimento. Culturas

isoladas a partir da regido

orofaringea, sub-ungieal e mucosa nasal dos
manipuladores de alimentos revelaram serem estes,
portadores assintomaticos de cepas de S. aureus
produtores de enterotoxinas A, B, C e D. Na mucosa
nasal de um dos manipuladores foi isolada a cepa de
S. aureus produtora de TSST-1. Os resultados obtidos
indicaram os manipuladores como provaveis fontes de
contaminacdo dos alimentos (CARMO et al., 2003).
ENTEROTOXINAS E PATOGENICIDADE DO
STAPHILOCOCCUS AUREUS

Vérias cepas S. aureus sdo produtoras
enterotoxinas estafilocdcicas (EE) em alimentos.
Cinco EE cléssicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) séo
as causas mais comuns de DTA por S. aureus. Além
disso, 16 novos tipos de EE ou superantigenos (SEG,
SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP,
SEQ, SER, SES, SET, SEU e SEV) também foram

descritas e avaliadas(KIM et al., 2011).
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Atualmente, 23 enterotoxinas foram
identificadas como entidades soroldgicas distintas,
incluindo SEA, SEB, SEC, SED e SEE. Estas toxinas
sdo proteinas basicas constituidas por 220-240
aminoécidos e tém pesos moleculares semelhantes de
25-30 kDa. As EE mais comuns sdo SEA e SEB. A
SEA é mais frequentemente envolvida na intoxicagdo
alimentar causada pelo estafilococo. A SEB ndo esta
apenas envolvida na intoxicacdo alimentar, mas
identificada como uma potencial arma bioldgica de
guerra e terrorismo (WU et al., 2016).

Estudo realizado em cepas de S. aureus
isoladas na mastite bovina mostraram que das 72
estudadas, 66 (91,7%)

apresentaram producdo de pelo menos um tipo de

cepas de S. aureus
toxina, isoladamente ou em associacdo, evidenciando,
portanto, elevado grau de toxigenicidade. Revelou,
também, que 12 (16,7%) produziram apenas um tipo
enquanto 10 (13,9%)

simultaneamente, até quatro EE, e que apenas seis

de toxina, produziram,
(8,3%) mostraram-se negativas na producdo das
toxinas SEA, SEB, SEC, SED e TSST-1(Toxina do
choque toxico) (FILHO et al., 2007).

As doencas provocadas pelo S.
aureus podem ser decorrentes da invasdo direta dos
tecidos, ou exclusivamente, ser devidas as toxinas que
ele produz. Dessa forma a analise do mecanismo de
invasdo doS. aureusrevela que, no primeiro
momento, essa bactéria adere a pele ou a mucosa para,
em seguida, romper as barreiras do epitélio,
comprometendo estruturas de ligagdes intercelulares,
como desmossomos e jungdes de aderéncia. Apés a
invasdo do epitélio, 0S. aureus utiliza diversas
estratégias para permitir a sua sobrevivéncia e
proliferacdo no organismo hospedeiro (SANTOS,

2007).
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Ainda, a capacidade de colonizagcdo e a

patogenicidade doS. aureussdo, portanto, uma
consequéncia de seus fatores de viruléncia, os quais
tém papel relevante na adesdo celular, na captacéo de
nutrientes e na sua evasdo da resposta imunoldgica do
hospedeiro. Assim o alto potencial infeccioso do S.
aureus ndo esta restrito apenas a sua facilidade de
multiplicacdo e disseminacdo nos tecidos, mas
também a producdo de moléculas com grande poder
patogénico, que incluem enzimas e toxinas (SANTOS,
2007).
As EE aumentam rapidamente a
temperaturas adequadas (20-37 °C) e pH (4-7,4). O
mecanismo de acdo da intoxicacdo alimentar EE
ainda ndo é totalmente compreendida. Alguns
pesquisadores afirmam que a intoxicacdo resulta em
uma resposta inflamatéria em todo o trato
gastrointestinal, caracterizada por danos no jejuno e
ileo. Outros pesquisadores mostraram que as EE nao
atuam diretamente do trato gastrointestinal, mas
indiretamente afeta a expressdo de citocinas e
metabdlitos produzidos por células T, macrdfagos,
mondcitos e mastocitos. As criancas podem adocecer
por ingestdo de 100 ng de EE, e as populacdes
vulneraveis podem desenvolver intoxicacdo alimentar
estafilocdcica com alguns microgramas de toxina(WU
et al., 2016).
IDENTIFICACAO E ENUMERACAO DE S.
AUREUS EM ALIMENTOS

O diagndstico de intoxicagdo alimentar por
estafilococos de uma forma geral é confirmado pela
identificacdo de pelo menos 10° UFC g de S. aureus
a partir de restos de alimentos ou pela deteccéo de EE
(enterotoxinas estafilocdcicas) remanescentes nos
alimentos. O S. aureus é sensivel ao calor, podendo
ser inativado durante o processamento de alimentos,

no entanto suas enterotoxinas ndo o sdao. Dessa forma
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ndo é possivel diagnosticar um surto de intoxicacao

alimentar enumerando o ECP (estafilococos
coagulase-positva) em alimentos remanescentes ou
deteccdo de genes em cepas isoladas (HENNEKINNE
etal., 2012).

Os estafilococos coagulase positiva séo
estafilococos que produzem coagulase livre, enzima
capaz de coagular plasma, e considerada como fator
de viruléncia. O grupo ECP inclui S. aureus e outros
estafilococos patogénicos enquanto que os ECN
(estafilococos coagulase-negativa) sdo considerados
ndo patogénicos (S. xylosus ou S. carnosus). Muitas
técnicas confiaveis estdo disponiveis e dependem de
contagem direta em meios seletivos, métodos
normalizados baseados em normas internacionais, ou
em técnicas baseadas em DNA, reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) direcionada para genes especificos
de S. aureus (CRETENET et al., 2011).

O S. aureus normalmente € enumerado
usando técnicas microbioldgicas com meios seletivos
como Baird-Parker (BP) que pode ser complementado
com fibrinogénio plasmatico de coelho (BP-RPF). As
normas internacionais atuais baseiam-se nestes dois
meios BP e BP-RPF. ModificacGes destes meios
foram descritos tais como complementagdo com
outros compostos, sulfhamethazine, acriflavina ou
polimixina e ainda ciclo-heximida (SMITH e BAIRD-
PARKER, 1964; DEVRIESE, 1981; BECKERS et al.,
1984). Os meios cromogénicos revolucionaram 0s
testes microbioldgicos por garantir a identificacdo
presuntiva do microrganismo de acordo com a
coloracdo que este apresenta no meio semeado. As
colonias sdo facilmente identificadas através da
coloragdo diferenciada. 1sso aumenta a eficiéncia dos
testes e poupa tempo e custos comparados aos
tradicionais.

procedimentos Meios cromogénicos

estdo disponiveis comercialmente e oferecem detecgdo
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rapida,
aureus(CRETENET et al., 2011).

Além dos métodos normalizados, foram

identificacgdo e quantificacdo de S.

desenvolvidos  métodos  alternativos,  também
comercialmente disponiveis, alguns destes validados
na Franga apos estudos colaborativos e comparativos
(Petrifilm™staph Express, 3M e Rapidstaph Test,
Biorad). Esses testes sdo baseados em meios seletivos
gue permitem a identificacdo presuntiva de S. aureus
no prazo de 24 horas em vez das 48 horas dos
métodos normalizados atuais (CRETENET et al.,
2011).

Esforcos tém sido  dedicados ao

desenvolvimento de técnicas que permitam a
identificagdo e quantificacdo de cepas de S. aureus e
ainda a viruléncia de genes associados com maior
sensibilidade e rapidez do que os métodos atuais
(STEPAN et al., 2004). Algumas técnicas de detec¢do
baseadas em PCR tém sido aplicadas em alimentos, e
orientado regides especificos de S. aureus e alguns
genes de enterotoxinas em ensaios de PCR simplex ou
multiplex(CRETENET et al., 2011). A maioria dos
genes EE é controlada pelo sistema agr. Os genes seb,
sec e sed tém sido demonstrados como agr
dependentes, enquanto 0s sea e sej independentes
(LOIR et al., 2003).

baseados em DNA se mostram independentes de

Os métodos moleculares

caracteristicas especificas em condicdes artificiais
(crescimento em meios laboratoriais), alcancando
100% de identificacdo, sendo essa uma vantagem em
comparagdo com os métodos fenotipicos. No entanto,
0s métodos baseados em DNA podem levar a

deteccdo de células mortas e resultar em contagens

superestimadas de S. aureus nas amostras
(CRETENET et al., 2011).
Enquanto S. aureus normalmente é

enumerado usando técnicas microbiolégicas com
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meios seletivos (BP e BP-RPF), trés tipos de métodos,
além dos métodos convencionais sdo utilizados para
detectar toxinas bacterianas nos alimentos: bioensaios,
biologia molecular e imunolégico.
IDENTIFICACAO E ENUMERACAO DE
ENTEROTOXINAS EM ALIMENTOS

As EEs séo detectaveis nos alimentos a
partir de contagens de populacdo de células deS.
aureusde 10° ou mais por grama ou mililitro de
(SANTANA, 2006). Em

laboratoriais tem se observado que s6 é possivel a

alimento pesquisas
detecgdo de enterotoxinas em contagens de S. aureus
acima de 10° UFC e na maioria dos alimentos
associados as intoxicacBes, contagens de 10® ou
superiores raramente sdo relatadas (SANTANA et al.,
2010).

Métodos convencionais

Os testes em animais estavam entre 0s
primeiros métodos desenvolvidos para detectar EEs, e
por apresentar baixa sensibilidade e especificidade,
bem como uso limitado de testes em animais devido a
origem e diferencas individuais, o método caiu em
desuso (WU et al., 2016).A partir da identificacdo das
proteinas enterotoxigénicas (BERGDOLL et al.,
1959), as técnicas de deteccdo fundamentaram-se no
uso de anticorpos preparados contra as enterotoxinas.
Reacdes especificas de precipitacdo em agarose foram
desenvolvidas, com destaque para 0 ensaio de
imunodifusdo em microlaminas, e OSP, Sensibilidade
Otima em Placa (PEREIRA et al., 2001).

Os testes sorolégicos fazem parte dos
métodos aplicados inicialmente para a detecgdo de
EEs, incluindo o teste de difusdo em gel e o teste de
aglutinagdo (WU et al., 2016). O primeiro teste
método  de

sorolégico  desenvolvido foi o

imunodifusdo baseado na reacdo em gel da

enterotoxina com anticorpo especifico, formando uma
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linha de precipitagdo (SU e WONG, 1997). O teste de
aglutinacdo tem como base a aglutinagdo de células ou
particulas revestidas com anticorpos. Em 1963 foi
desenvolvido um teste de difusdo para determinar
SEB em cremes, frango, camardo e outros alimentos
solidos (HALL et al.,1963). Procedimentos de difusdo
de duplo gel foram relatados em ensaios com SEA e
SEB em queijo, apresentando limites de detec¢do tdo
baixo como 0,02 e 0,05 pg por grama de queijo
(READ et al., 1965). Em 1968 foi introduzido um
teste de aglutinacdo de latex para a detecgdo de SEB,
sendo utilizadas particulas de latex revestidas com
anticorpos anti-SEB especificos como indicadores e 0
limite de deteccdo foi de 0,2 ng/mL (SALOMON e
TEW, 1968). Kits de teste de aglutinacdo de latex
passivo reverso (RPLA) foram desenvolvidos e
aplicados para determinar EE em massas, carne,
presunto, peru cozido e alguns produtos l&cteos
(PARK e SZABO,1986; ROSE et al., 1989). No
entanto, os testes soroldgicos sdo semi-quantitativos e
carecem de especificidade e sensibilidade, dessa
forma, alguns autores consideram que ndo foram
desenvolvidos para a deteccdo de EE (WU et al,,
2016).
Identificacdo EE por métodos biomoleculares

O desenvolvimento de técnicas moleculares
viabilizou a aplicagdo de ferramenta para deteccdo da
sequéncia de nucleotideos do gene, responsavel pela
producdo de enterotoxina estafilococos
(SANTANA et al., 2010). Os métodos biomoleculares
incluem hibridacdo de acidos nucléicos e Reacdo em
Cadeia da Polimerase, PCR (WU et al., 2016). A PCR

pode ser utilizada para deteccdo de diversos tipos de

pelos

estafilococos enterotoxigénicos em culturas e
alimentos. A deteccdo de EE por PCR foi relatada
pela primeira vez por WILSON et al. (1991).

Algumas variantes de PCR foram desenvolvidas para
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detectar EEs, tais como PCR multiplex, PCR em
tempo real, PCR (RT-PCR), transcriptase inversa e
amplificacdo isotérmica (SHYLAJA et al.,, 2010;
RODRIGUEZ et al., 2016; CHIANG et al., 2006;
GOTO et al., 2007). Multiplex apresenta vantagem da
deteccdo simultdnea de vérias EEs com diferentes
iniciadores, em compara¢do com as outras técnicas. A
PCR apresenta a vantagem de poder ser combinada
com outras técnicas, como 0 nlimero mais provavel
(NMP-PCR), e ensaio imunoenzimético ligado a
enzima PCR (PCR-ELISA),
resultados sensiveis (MANTYNEN et al., 1997,
GILLIGAN et al., 2000).

Entre as técnicas convencionais disponiveis,

gue pode fornecer

em comparagdo com testes em animais, a PCR é
muito mais rapida e pode ser aplicada para detectar
EEs na maioria dos alimentos (WU et al., 2016). No
entanto, estes métodos apresentam duas limitacdes
principais: primeiro, as cepas estafilocécicas séo
isoladas dos alimentos e, em segundo lugar, 0s
resultados indicam a presenca ou auséncia de genes
codificando EEs, mas ndo fornecem informacéao sobre
a expressdo  destes alimentos
(HENNEKINNE et al., 2012). Dessa forma, esse

método ndo pode ser utilizado para confirmagdo de S.

genes em

aureus como agente causal de surto. Além disso, a
detec¢do de rotina de microrganismos usando PCR
pode ser dispendiosa e complicada. Todavia, € um
método de abordagem répida e sensivel que pode
caracterizar as cepas de S. aureus envolvidas em
surtos, proporcionando informagdes valiosas(WU et
al., 2016).
Identificacdo EE por métodos de cromatografia

As EEs séo proteinas basicas que podem ser
degradadas enzimaticamente em peptideos, que
podem  ser

subsequentemente  separados  por

cromatografia liquida (LC) e analisados por colisdo
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induzida pela dissociagdo no modo tandem por
espectrometria de massa (MS/MS), proporcionando
informacéo relativa ao analito com base nos pesos
moleculares ou sequéncias primarias de aminoacidos
(WU et al., 2016). Estudo utilizando a cromatografia
liquida acoplado a fonte de ionizagdo por
electropulverizacdo com espectrometria de massa(LC-
ESI-MS) foi SEB em

concentracdes tdo baixas quanto 3 pmol/mL (KIENTZ

aplicado para detectar

et al., 1997). Desde entdo, relatos bem sucedidos
sobre testes quantitativos de deteccdo de EEs em
sucos, leites, feijdo verde, carne de frango e camardo
utiizando LC-MS/MS  tém  sido
(CALLAHAN, 2006).

A LC-ESI-MS apresenta vantagens sobre as

relatados

técnicas tradicionais, tais como evitar medidas
preliminares para isolar as toxinas dos alimentos, a
possibilidade de quantificacdo e limites mais baixos

de deteccao(WU et al., 2016).
Identificacdo EE por imunoensaios

O imunoensaio é um método analitico que é
amplamente aplicado em varios campos, incluindo a
analise baseada no reconhecimento especifico entre
antigenos e anticorpos. Os imunoensaios sdo sensiveis
e especificos, rapidos de operar e podem ser usados
para detectar EEs em amostras complexas sem pré-
tratamento longo. A combinacdo de anticorpos como
transdutor

componente de reconhecimento com

formam biossensores chamados imunossensores.
Estes sensores podem ser classificados em trés tipos
principais: deteccdo Optica, técnicas de deteccao
eletroquimica e técnicas de deteccdo de massa (WU et
al., 2016).
Imunoensaios dpticos

Métodos de deteccdo baseados em Otica

apresentam elevada sensibilidade, alta frequéncia e
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monitorizacdo em tempo real que pode tornar a

deteccdo de EEs menos demorada, menor
concentracdo da amostra,
tratamento da amostra (WU et al., 2016).
ELISA

Linkedimmunosor-bentAssay), €é o

e facilidade no pré-
A  técnica de (Enzyme-

método
imunologico atualmente mais empregado para
deteccdo de enterotoxinaestafiloccica. E um método
colorimétrico que apresenta vantagens, por ser facil de
usar, especifico e aplicavel para rastreio de alto
ELISA foram

para a deteccdo de EEs em

rendimento. Varias técnicas de
desenvolvidas
sobrenadantes de culturas e em amostras de alimentos,
sendo o ELISA sanduiche o método mais comum,
podendo detectar menos de 1ng de EE por mL de
sobrenadante (SANTANA et al., 2010). Esta técnica é
considerada a mais adequada para deteccdo de
enterotoxinas estafilococicas em alimentos, por
apresentar desenvolvimento de cor diretamente
proporcional a quantidade de enterotoxina presente na
amostra, além de ndo necessitar de enterotoxinas
altamente purificadas para o preparo da curva padrao.
No entanto, a técnica pode apresentar falsos positivos
devido as reacOes inespecificas, principalmente com a
proteina A e também falsos negativos em alimentos
gue passaram por tratamentos térmicos (SANTANA,
2006).

Os imunoensaios fluorescentes sdo a
abordagem mais popular para a detec¢do de EEs.Tem
sido utilizada uma variedade de marcadores no
desenvolvimento de imunoensaios EE incluindo
corantes fluorescentes ou nanoparticulas fluorescentes
que produzem sinais Opticos que podem ser
correlacionados com a concentracdo da substancia a
imunoensaios

analisar. Quando comparado com

mediados por enzimas, determinou-se que 0S

imunoensaios baseados em fluorescéncia possuiam
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maior potencial para fornecer andlise de alta
sensibilidade aumentada(WU et al., 2016). O primeiro
imunoensaio fluorescente foi relatado em sanduiche
para deteccdo de SEB (TEMPELMAN et al., 1996).
Embora o método tenha apresentado variantes com
aprimoramento significativo, vantagens potenciais
para a deteccdo simultdnea de mdltiplas EEs devido a
multi-corantes e nanoparticulas fluorescentes como
etiquetas, existem poucos relatos de determinagédo
simultanea de maltiplas EEs (WU et al., 2016).

A quimioluminescéncia (CL) é uma
tecnologia promissora com alta sensibilidade, ampla
faixa linear e instrumentacdo simples. Os
imunoensaios baseados em CL tém sido amplamente
utilizados para a determinacdo de EE em alimentos
(LUO et al., 2006; YANG et al., 2008; YANG et al.,
2010). Em

espectrofotometria  UV-visivel, 0s

comparagdo com fluorescéncia e
imunoensaios
baseados em CL tém as vantagens de instrumentagédo
simples, baixo custo e facil automacédo devido a falta
de uma fonte de excitacao e filtros opticos (WU et al.,
2016).

A eletroquimioluminescéncia (ECL) é um
meio de converter energia eletroquimica em energia
radiativa na superficie de um eletrodo através de um
potencial aplicado. Os sinais de luminescéncia podem
ser obtidos a partir do estado excitagdo de um
luminéforo ECL gerado na superficie do eletrodo
durante a reacdo eletroquimica. Embora 0s
biossensores ECL apresentem vantagens de rapidez e
alta sensibilidade, configuracdo simplificada, baixo
sinal de fundo e facilidade da miniaturizacio e ter
recebido atencdo considerada por parte de muitos,
existem poucos relatos de aplicacdo de ECL a
deteccdo de EE (RICHTER, 2004; MIAO, 2008; WU
et al., 2016). No entanto, foi desenvolvido um sistema
automatizado de

imunodeteccdo de ponto de
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atendimento (POC) combinando o formato ELISA-
LOC (ELISA-lab-on-a-chip) com detector sensivel
ECL para a determinagdo de SEB que simplifica o
procedimento e reduz os custos de testes (YANG et
al., 2011).

A Ressonancia plasmética de
superficie(SPR) é um dos métodos mais sensiveis
para a deteccdo de EE. Apresenta resposta sensivel a
superficie, sem etiquetas de deteccdo e capacidade de
medicdo em tempo real. Numerosos estudos aplicaram
SPR para a deteccdo de EE em leite, hotdogs,
cogumelos, salada de batata, carne, presunto, dentre
outros (RASOOLY e RASOOLY, 1999; RASOOLY,
2001; MEDINA, 2003; MEDINA, 2006).
Imunoensaios eletroquimicos

Método possivel para a quantificacdo das
EEs baseado na mudanca de um sinal elétrico. O sinal
elétrico pode ser observado como uma corrente,
potencial, impedancia ou condutancia, que podem ser
classificados como amperométrica, potenciométrica,
impedimétrico e sensores condutométricos. Os
imunoensaios eletroquimicos sdo simples, sensivel,
portatil, barato e reprodutivel, tendo excelente
compatibilidade com a tecnologia mais recente. O
método de deteccdio de EEs com base em
eletroquimica tem sido relatado por diversos autores
(DONG et al., 2001; CHATRATHI et al., 2007;
TANG et al., 2010; WU et al., 2013).

Imunoensaios baseados em massa

Os imunoensaios a base de massa sao
métodos de detecgdo sensivel, em que a transducéo é
baseada em pequenas mudancas na massa. O meio de
base de andlise de massa depende do uso de cristais
piezoelétricos e fitas ou fios ferromagnéticos amorfos.
HARTEVELD e colaboradores

imunossensor cristal piezoelétrico para deteccdo de

introduziram um

SEB com base em um esquema de competicdo
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utilizando os anticorpos policloniais (antiSEB), e 0
limite de detecgdo de obtido
(HARTEVELD et al., 1997). Outros estudos tém sido
relatados por pesquisadores (LIU et al., 2014,
MARALDO e MUTHARASAN, 2007; LIN e TSAI,
2003; KARASEVA e ERMOLAEVA, 2015; RUAN

et al., 2004). Embora o imunoensaio seja uma

0,1ug/mL  foi

tecnologia confiavel para detec¢do de EE, que exibe
alta sensibilidade, ampla faixa linear e de viabilidade,
eles exigem anticorpos de alta qualidade. A
preparacdo dos anticorpos por meio de experiéncias de
imunizagdo de animais é tediosa e consumidora de
tempo, além do que os anticorpos obtidos podem ser
instaveis e suscetiveis a problemas de modificagdo
(WU et al., 2016).
Bioensaios em desenvolvimento

Bioensaios baseados em aptédmeros com
elevada afinidade e seletividade estdo comecando a
emergir. Aptdmeros sdo moléculas curtas de ssDNA
ou RNA selecionadas por meio de selecdo in vitro ou
por Evolucdo Sistematica de Ligantes por
Enriguecimento Exponencial (SELEX). Os aptameros
apresentam baixo peso molecular e estabilidade
superior que pode suportar repetitiva desnaturagédo e
renaturagdo. Em geral essas caracteristicas Unicas
fazem dos aptdmeros um elemento ideal no

reconhecimento de biossensores. Recentemente,
aptameros tém sido elementos de reconhecimento
alternativo aplicado & deteccdo de EEs (WU et al.,
2016).

Polimeros com impressdo molecular
(MIPs) incorporam uma nova classe de materiais que
possuem alta seletividade e afinidade para as
moléculas alvo. Os MIPs apresentam propriedades de
cavidades

reconhecimento molecular devido a

produzidas na matriz de polimero que séao

complementares em tamanho e forma a molécula alvo
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(PILETSKY et al.,, 2001). S&o considerados mais
estaveis quando comparados com proteinas e acidos
nucléicos, e podem resistir a condigbes mais duras,
tais como temperatura elevada, pH extremo, presséo e
solventes organicos. Além disso, a preparacdo dos
MIPs ndo exige animais, que sdo essenciais para a
producdo de anticorpos. MIPs sdo elementos sensores
estaveis e econdmicos e sdo adequados para a
substituicdo de recursos naturais receptores e
anticorpos em ensaios. Varios métodos tém sido
desenvolvidos para a determinagéo de EE baseado em
MIPs como moléculas de reconhecimento para EEs
(GUPTA et al., 2010; LIU et al., 2012; LIU et al.,
2014).

CONSIDERAQ()ES FINAIS

Os estafilococos sdo patdgenos de
importancia em doencas transmitidas por alimentos, e
apesar da riqueza de informagOes disponiveis sobre
sua viruléncia e suas enterotoxinas, eles ainda
representam um campo ativo de pesquisa, 0 que
certamente ird proporcionar novas descobertas nos
préximos anos.

Para melhorar a caracterizacdo de EE varias
técnicas tém sido integradas na estratégia de
diagnostico. As diversas técnicas e ferramentas
descritas na literatura para a deteccdo das EE

apresentam vantagens e desvantagens. Os métodos

Todos os autores declararam n&o haver qualquer
potencial conflito de interesses referente a este artigo.
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