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RESUMO 

 

VIÇOSA, Gabriela Nogueira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, Novembro de 2012. 
Variabilidade genética e identificação do potencial enterotoxigênico de 
Staphylococcus spp. isolados de leite cru e queijo frescal. Orientador: Luís Augusto 
Nero. 
 

O gênero Staphylococcus é constituído de inúmeras espécies patôgenicas, especialmente S. 

aureus, que estão frequentemente relacionados a surtos de intoxicação alimentar, 

principalmente em leite e derivados. Essa atividade patogênica se deve à capacidade de 

algumas cepas em produzir enterotoxinas termoestáveis. A detecção de S. aureus em 

alimentos é realizada através de métodos clássicos de cultivo, porém requer testes 

complementares, que visam a caracterização adequada do potencial patogênico dos isolados. 

O objetivo deste trabalho foi caracterizar o potencial enterotoxigênico e determinar o grau de 

variabilidade genética de isolados de Staphylococcus spp.. A partir de uma coleção de micro-

organismos obtidos de leite cru e queijo frescal em um estudo preliminar, 89 isolados foram 

selecionados e submetidos à análises fenotípicas (produção de coagulase e termonuclease, 

perfil bioquímico e produção de enterotoxinas) e moleculares (macrorrestrição por SmaI, PCR 

para genes de enterotoxinas e sequenciamento de DNA). As análises de PFGE dos perfis de 

macrorrestrição por SmaI revelaram uma população altamente heterogênea. Dos 89 isolados, 

15,7% dos isolados foram produtores de enterotoxinas clássicas. 21,4% dos isolados 

apresentaram resultados correspondentes entre a presença de genes e a detecção de 

enterotoxinas. 62,9% dos isolados apresentaram ao menos um dos genes de enterotoxinas 

clássicas, sempre em associações com os demais genes de enterotoxinas pesquisados. 

Todos os isolados apresentaram ao menos um dos genes de enterotoxinas pesquisados, em 

diversas combinações, com a ocorrência de 59 genótipos diferentes. sek foi o gene menos 

observado, enquanto sei esteve presente em 98,9% dos isolados. O locus egc foi detectado 

em 5 isolados, porém sua presença foi observada de forma incompleta em diversos isolados. 

O sequenciamento parcial do locus agr em 41 isolados revelou a ocorrência dos grupos agr I 

(68,3%) e II (31,7%). Não foram encontradas associações significativas entre grupos agr, 

perfis de genes de enterotoxinas, ocorrência do egc, perfis obtidos na PFGE e produção de 

enterotoxinas. As observações do presente estudo sugerem a ausência de marcadores 

idealmente correlacionados com a capacidade enterotoxigênica de isolados de estafilococos 

provenientes de amostras de alimentos, o que demanda a realização de outros estudos para 

compreender melhor a ocorrência dessas associações.   
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ABSTRACT 

 

VIÇOSA, Gabriela Nogueira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, November, 2012. 
Enterotoxigenic potential and genetic variability of Staphylococcus spp. strains 
isolated from raw milk and soft fresh cheese. Adviser: Luís Augusto Nero. 
 

The genus Staphylococcus is constituted of numerous pathogenic species, including S. 

aureus, which is often related to food poisoning cases and outbreaks, especially in dairy 

products. Its pathogenic activity is due to the ability of some strains to produce 

thermostable enterotoxins (SE). S. aureus detection in foods is often performed using 

conventional methods, which requires additional tests, such as biochemical and molecular 

characterization with the purpose of estimating its enterotoxigenic potential. The aim of this 

study was to characterize the enterotoxigenic potential of Staphylococcus spp. isolates 

and determine their genetic variability. In a previous study, a Staphylococcus spp. culture 

collection was obtained, from which 89 isolates were selected and subjected to 

phenotypical (coagulase and thermonuclease production, biochemical profile and SE 

production) and molecular analysis (SmaI macrorestriction, SE gene detection by PCR and 

DNA sequencing). PFGE analysis obtained by SmaI macrorestriction patterns revealed a 

highly heterogeneous population. Of the 89 isolates, 15.7% were capable of producing 

classical enterotoxins (SEA-SEE). 21.4% of isolates showed matching results between 

production of enterotoxins and detection of classical SE genes. 62.9% of isolates showed 

at least one of the classical SE genes, in association with other non-classical SE genes. 

SE genes were observed in all isolates and in different combinations, which revealed 59 

distinct genotypes. sek was the least frequent observed SE gene, while sei was present in 

98.9% of isolates.  Partial sequencing of agr locus in 41 isolates showed the ocurrence of 

agr groups I (68.3%) and II (31.7%). No significant associations were found between agr 

groups, enterotoxin genes profiles, occurrence of egc cluster, PFGE profiles and/or SE 

production. Our findings suggest the absence of phenotypic or genotypic markers ideally 

correlated with the enterotoxigenic production of staphylococci of food origin, which 

demands further studies for better understanding the occurrence of these associations. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

S. aureus é uma das espécies patogênicas mais importantes do gênero 

Staphylococcus. Esta espécie está frequentem            ente associada a casos e surtos de 

toxinfecções alimentares em todo mundo, devido à capacidade de algumas cepas em 

produzirem enterotoxinas termoestáveis, que quando ingeridas, podem levar a distúrbios 

gastrintestinais, como náuseas, vômito e diarréia. A detecção de S. aureus em alimentos 

é realizada através de metodologias convencionais de cultivo microbiológico, nas quais se 

utilizam testes bioquímicos, como o da coagulase e termonuclease, para estimar o 

potencial de produção de enterotoxinas. No entanto, para efetivamente detecar a 

presença dessas substâncias, é necessária a realização de testes laboratoriais 

complementares, que apresentam diversas inconveniências, como a baixa especifidade e 

o aumento no tempo requerido para a conclusão da análise.  

Novas estratégias para a detecção deste micro-organismo e suas enterotoxinas têm 

sido propostas. Os protocolos de análises moleculares, por exemplo, têm por objetivo a 

detecção de regiões específicas do DNA deste micro-organismo ou responsáveis pela 

codificação de enterotoxinas. Essas novas metodologias configuram alternativas viáveis 

às metodologias convencionais, uma vez que permitem uma caracterização específica do 

potencial enterotoxigênico dos isolados. Adicionalmente, a diversidade de isolados de 

estafilococos obtidos de alimentos pode ser avaliada através de técnicas moleculares, 

como a PFGE e MLST, utilizadas principalmente para determinar o caráter clonal da 

população e na investigação de surtos de intoxicações alimentares. 

Com base nessas evidências, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial 

enterotoxigênico de isolados de Staphylococcus spp. obtidos de amostras de leite cru e 

queijo frescal.   
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1. Características gerais do gênero Staphylococcus 

 

O gênero Staphylococcus pertencente à família Staphylococcaceae, ordem 

Bacillales, classe Bacilli e filo Firmicutes, é atualmente composto por 47 espécies e 24 

subespécies (Euzéby, 2012). Esse gênero foi inicialmente descrito em 1880 pelo cirurgião 

escocês Alexander Ogston, a partir de abscessos presentes em feridas cirúrgicas. 

Posteriormente, em 1884, o cirurgião alemão Friedrich Julius Rosenbach realizou o 

isolamento de duas espécies de Staphylococcus, às quais nomeou de acordo com a 

presença ou ausência de pigmentos: Staphylococcus aureus e S. albus (atualmente 

denominada S. epidermidis) (Bergdoll, Wong, 2006).  

Os micro-organismos pertencentes ao gênero Staphylococcus são caracterizados 

genericamente como cocos Gram-positivos, de diâmetro variado (0,5 e 1,5 µm), imóveis, 

não formadores de esporos, que podem ocorrer microscopicamente de forma isolada, em 

pares, tétrades, cadeias ou em agrupamentos semelhantes a cachos de uva (do grego: 

σταυυλή, staphylē, cachos de uva) (Hermans, Devriese, Haesebrouck, 2008). Apresentam 

metabolismo principalmente respiratório, com produção de catalase (exceto S. aureus 

subsp. anaerobius e S. saccharolyticus, catalase-negativos e anaeróbios estritos), além 

de metabolismo fermentativo, com a capacidade de transformar diversos carboidratos em 

ácidos, sem formação de gás (Varnan, Evans, 1996).  

Os padrões mínimos exigidos para classificar um micro-organismo como 

pertencente ao gênero Staphylococcus são divididos em critérios genotípicos e 

fenotípicos (Freney et al., 1999). Os critérios genotípicos compreendem a determinação 

do conteúdo cromossomal de guanina e citosina (G+C) (normalmente entre 30-40%), 

conjuntamente com a análise filogenética das sequências dos genes de DNA ribossomal 

(rDNA) 16S ou 23S. As principais características fenotípicas a serem pesquisadas são a 
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coloração de Gram; observação da morfologia, tamanho e característica de agregação 

das células ao microscópio; produção de catalase; teste de motilidade e determinação da 

ultra-estrutura e composição da parede celular, sendo esta normalmente espessa, 

majoritariamente composta por peptideoglicano, ácido teicóico e proteínas. Além disso, a 

parede celular dos estafilococos apresenta resistência à clivagem pela lisozima, sendo 

por outro lado altamente sensível à lisostafina, enzima que cliva especificamente as 

pontes cruzadas de peptidoglicano com pentaglicina (Zygmunt, Browder, Tavormina, 

1967).  

Com base na produção da enzima extracelular coagulase, responsável por 

coagular o sangue através da ativação da protrombina e converter o fibrinogênio em 

fibrina, as espécies do gênero Staphylococcus podem ser divididas em dois grupos: 

coagulase-positivas (ECP) e coagulase-negativas (ECN). Algumas espécies de 

estafilococos um tipo de coagulase denominada “livre”, que é uma enzima extracelular 

que cataliza a reação entre uma substância presente no plasma, denominada de “fator de 

reação de coagulase” e o fibrinogênio, formando fibrina. Outras espécies produzem a 

coagulase denominada “ligada”, que está presente na superfície da parede celular 

bacteriana e reage diretamente com o fibrinogênio presente no plasma, produzindo uma 

rápida aglutinação das células bacterianas (Halpin-Dohnalek, Marth, 1989). Tanto a 

coagulase livre como a ligada podem recobrir as células bacterianas com fibrina e torná-

las resistentes à opsonização e à fagocitose, diminuindo a concentração de fibrinogênio 

no sangue circulante (Koneman, 2005) A coagulase não atua sozinha, mas como uma co-

participante com outras toxinas estafilocócicas e fatores celulares em um fenômeno 

complexo de patogenicidade (Halpin-Dohnalek et al., 1989). A capacidade de produzir a 

coagulase é restrita às espécies S. pseudintermedius, S. lutrae, S. schleiferi subsp. 

coagulans, S. delphini, S. hyicus, S. intermedius, S. aureus subsp. anaerobius e S. aureus 

subsp. aureus (Hermans et al., 2008). 
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Dentre os ECP, as espécies patogênicas de maior importância são S. hyicus, S. 

intermedius e S. aureus (Adesiyun, Tatini, Hoover, 1984; Hoover, Tatini, Maltais, 1983; 

Khambaty, Bennett, Shah, 1994; Vandenesch et al., 1995). Estas três espécies 

apresentam diversas semelhanças quanto às características bioquímicas e morfológicas 

(Tabela 1), como a produção de termonuclease, uma endonuclease termoestável capaz 

de degradar DNA e RNA, que está muitas vezes associada com a presença de coagulase 

(Menzies, 1977; Park et al., 1980; Park, El Derea, Rayman, 1978; Victor, Lachica, Weiss, 

Deibel, 1969). Entretanto, é preciso ressaltar que existem cepas atípicas de S. aureus que 

não produzem coagulase e/ou termonuclease (Matthews, Roberson, Gillespie, Luther, 

Oliver, 1997) e que S. hyicus apresenta produção variável desta enzima, sendo 

frequentemente considerada negativa ou muito fraca (Hermans et al., 2008).  

 

Tabela 1. Características bioquímicas de espécies de Staphylococcus coagulase-positiva 

(Modificado de Roberson, Fox, Hancock, Besser, 1992). 

Espécies Características bioquímicas 

Coagulase
1
 TNase

2
 Manitol

3
 Maltose

4
 Manitol

5
 BPm

6
 

S. aureus + + + + + + 

S. intermedius + + (+) d - - 

S. hyicus (+) + d d - - 

S. schleiferi subsp. coagulans + + (+) - ND ND 

S. delphini + - d + ND ND 

Símbolos: +, ≥ 90% da espécie ou cepas são positivas; -, ≥ 90% da espécie ou cepas são 

negativas; (+), 11 a 89% das cepas são positivas; d, reação demorada; ND, não determinado 
1
 Produção de coagulase livre; 

2
 Produção de termonuclease; 

3
 Fermentação aeróbica do manitol; 

4
 Fermentação aeróbica da maltose; 

5
 Fermentação anaeróbica do manitol; 

6
 Crescimento em ágar Baird-Parker modificado, suplementado com acriflavina (7 µg/mL). 
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Devido à notória capacidade de secretar inúmeras enzimas e toxinas, os micro-

organismos do gênero Staphylococcus, em particular S. aureus, são capazes de causar 

patologias diversas, tanto em seres humanos quanto em animais, que podem incluir 

desde infecções localizadas, como abscessos e pústulas, além de processos mais 

graves, como pneumonias e até mesmo septicemia. Dentre as manifestações mais 

comuns causadas por toxinas estafilocócicas, pode-se citar a síndrome da pele escaldada 

(exotoxina A), a síndrome do choque tóxico (toxina TSST-1) e ainda as intoxicações 

alimentares (Arbuthnott, Coleman, Azavedo, 1990; Corbella et al., 1997).  

 

2. Importância do gênero Staphylococcus em alimentos 

 

As intoxicações alimentares estafilocócicas são resultantes da ingestão de 

alimentos que contenham enterotoxinas estafilocócicas (EE) pré-formadas, oriundas da 

multiplicação de cepas de estafilococos enterotoxigênicas. Casos e surtos de intoxicação 

alimentar determinados por EE são bastante comuns, sendo alvo de inúmeras medidas 

de prevenção e controle por parte das autoridades de Saúde Pública. 

Os alimentos implicados em casos de intoxicação alimentar estafilocócica variam 

entre os países e, até mesmo, entre as regiões de um mesmo país, devido às possíveis 

diferenças nos hábitos alimentares (Le Loir, Baron, Gautier, 2003). Leite e derivados 

lácteos, como leite cru e queijos, são os alimentos mais associados a casos e surtos de 

intoxicação alimentar estafilocócica (Cenci-Goga, Karama, Rossitto, Morgante, Cullor, 

2003). No entanto, tortas recheadas com creme, derivados cárneos, saladas e outros 

alimentos prontos para o consumo podem ser veículos do micro-organismo e de suas 

enterotoxinas (Anunciação, Linardi, Do Carmo, Bergdoll, 1995; Atanassova, Meindl, Ring, 

2001; Sergelidis et al., 2012). Portanto, é consenso que os quadros de intoxicação 

alimentar estão associados a alimentos que exigem intensa manipulação durante ou após 

o seu preparo e que sejam acondicionados em temperaturas inadequadas, favorecendo 
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assim a multiplicação do micro-organismo e a produção de enterotoxinas (de Santana, 

Beloti, Aragon-Alegro, de Mendonça, 2010).  

Os principais sintomas da intoxicação são náuseas, vômitos, cólicas abdominais, 

diarréia, sudorese, dores de cabeça e, em alguns casos, quadros febris ou de hipotermia. 

Em uma compilação realizada com pacientes acometidos por intoxicação estafilocócica, 

observou-se que o sintoma mais recorrente foi vômito (82%), seguido de náusea (74%), 

diarréia aquosa (68%) e dores abdominais (64%) (Seo, Bohach, 2007). O período de 

incubação varia de 30 minutos a 8 horas, sendo em média de 2 h após a ingestão do 

alimento contaminado, com cura espontânea após 24 h (Dinges, Orwin, Schlievert, 2000; 

Le Loir et al., 2003). A taxa de letalidade é muito baixa, sendo mais preocupante quando 

há o acometimento de indivíduos idosos e crianças, devido à possível ocorrência de 

quadros de desidratação severa (Balaban, Rasooly, 2000). 

Considerando os membros do gênero Staphylococcus, S. aureus é a espécie mais 

relacionada a surtos de intoxicação alimentar (De Buyser, Dufour, Maire, Lafarge, 2001) e 

o principal alvo de estudos desenvolvidos em alimentos, sendo consequentemente o 

principal foco da discussão abordada nesta revisão. Como S. aureus possui capacidade 

de colonizar a cavidade oronasal de humanos e animais, além de também estar presente 

em pele e pêlos, esse micro-organismo pode ser facilmente transferido aos alimentos. 

Estima-se que 20 a 50% de humanos adultos saudáveis sejam portadores assintomáticos, 

e por estas razões, os manipuladores de alimentos constituem o veículo de contaminação 

mais frequente deste micro-organismo (Le Loir et al., 2003). Além disso, por ser o 

principal agente causador de mastite em rebanhos leiteiros, S. aureus pode ser 

encontrado com facilidade em produtos lácteos, principalmente derivados de leite cru 

(Annemuller, Lämmler, Zschöck, 1999; Buzzola et al., 2001; Jorgensen et al., 2005; Lim et 

al., 2004; Sommerhäuser et al., 2003; Zadoks et al., 2002). Devido à sua capacidade de 

formar biofilmes e resistir à dessecação, a persistência de S. aureus nos equipamentos e 

utensílios utilizados na indústria alimentícia constitui também uma importante fonte de 
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contaminação (Bergdoll et al., 2006). Assim, uma vez presente e em condições que 

propiciem a sua multiplicação, S. aureus é capaz de produzir enterotoxinas, que ao 

atingirem níveis suficientes, podem determinar o surgimento dos distúrbios gastrintestinais 

associados com a intoxicação alimentar estafilocócica.  

 

2.1. Impacto dos fatores intrínsecos e extrínsecos dos alimentos na multiplicação 

de S. aureus e produção de enterotoxinas 

 

A versatilidade nutricional e a capacidade de resistirem a diferentes condições 

ambientais determinam a facilidade com que S. aureus é capaz de se multiplicar em uma 

ampla variedade de alimentos (Carmo et al., 2002; Le Loir et al., 2003). A multiplicação de 

S. aureus e a produção de enterotoxinas estão geralmente associadas, apesar de Wallin-

Carlquist, Márta, Borch, Rådström (2010) terem demonstrado que o padrão de expressão 

e formação de enterotoxina A (SEA) em presunto cozido foi significativamente diverso 

daquele observado durante o cultivo em meio líquido. Esses autores verificaram um pico 

de expressão de SEA após 3-4 h do início da multiplicação bacteriana em meio de cultura, 

enquanto que nos produtos cárneos testados, a expressão de SEA estendeu-se durante 

todo o período de incubação, sugerindo que a produção de enterotoxina pode ocorrer de 

forma independente da fase de aumento exponencial da população bacteriana.  

Em geral, estafilococos são micro-organismos mesófilos com temperatura ótima de 

multiplicação entre 35-37 °C, sendo também considerada ótima para a formação de 

enterotoxinas. No entanto, S. aureus é capaz de se multiplicar em uma faixa de 

temperatura que compreende 6-48 °C, enquanto que a formação de enterotoxinas pode 

ocorrer de forma marginal entre 10-45 °C (Bergdoll et al., 2006; Cretenet, Even, Le Loir, 

2011; Schelin, Wallin-Carlquist, Thorup Cohn, Lindqvist, Barker, 2011) (Tabela 2). O 

congelamento e o descongelamento exercem pouco efeito sobre a viabilidade de S. 

aureus, apesar da demonstração da redução de sua população em produtos cárneos 
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expostos à temperaturas de subcongelamento (Demchick, Palumbo, Smith, 1982). No 

entanto, a refrigeração continua sendo a maneira mais eficaz de reduzir a multiplicação 

deste micro-organismo nos alimentos passíveis de contaminação. 

S. aureus é capaz de se desenvolver em ampla faixa de pH, sendo os valores em 

torno da neutralidade (pH 7 a 7,5) considerados ótimos para a multiplicação e produção 

de enterotoxinas em alimentos (Tabela 2). No entanto, o pH ótimo no qual uma cepa é 

capaz de se multiplicar e produzir toxinas é afetado por outras condições do ambiente, 

como temperatura e disponibilidade de oxigênio (Bergdoll et al., 2006). Ainda assim, a 

taxa em que ocorre a acidificação e a natureza do ácido em questão interferem na 

dinâmica da população de S. aureus presente nos alimentos (Domenech et al., 1992; 

Minor, Marth, 1970). Em queijos, foi demonstrado que S. aureus é capaz de se multiplicar 

durante as primeiras etapas de produção, mesmo na presença de bactérias ácido láticas 

(BAL), e que o valor de pH atingido nas primeiras horas de maturação exerce papel 

determinante na inibição desse desenvolvimento (Delbes, Alomar, Chougui, Martin, 

Montel, 2006). Nesse contexto, a multiplicação e produção de enterotoxinas podem ser 

favorecidas pelas condições de aerobiose e pH elevado mantidas na superfície do queijo, 

em comparação com aquelas encontradas no interior do alimento (Cretenet et al., 2011). 

 

Tabela 2. Principais fatores que interferem na multiplicação e formação de enterotoxinas por S. 

aureus em alimentos (Modificado de Schelin et al., 2011).  

Fator 
Crescimento 

ótimo 

Limites para o 

crescimento 

Produção ótima 

de enterotoxinas 

Limites para produção 

de enterotoxinas 

Temperatura 35-41 °C 6-48 °C 34-40 °C 10-45 °C 

pH 6-7 4-10 7-8 5-9.6 

aw 0,99 0,83 ≥ 0,99 0,99 0,86 ≥ 0,99 

NaCl 0% 0-20% 0% 12% 

Disponibilidade 

de O2 
Aerobiose 

Anaerobiose-

aerobiose 
Aerobiose 

Anaerobiose-

aerobiose 
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Quando comparado com os demais patógenos de origem alimentar, S. aureus 

pode se multiplicar e produzir enterotoxinas em uma ampla faixa de atividade de água 

(aw), sendo considerada ótima quando aw > 0,99 (Tabela 2). Assim como o pH, o efeito da 

aw sobre S. aureus e suas enterotoxinas não ocorre de forma isolada, e é dependente dos 

demais parâmetros aos quais esse micro-organismo está submetido, bem como da 

natureza do soluto presente (Bergdoll et al., 2006). Devido à sua capacidade de resistir à 

dessecação, S. aureus é encontrado em alimentos com baixa aw, havendo inclusive 

relatos de surto de intoxicação alimentar causado pela ingestão de leite em pó 

contaminado (Asao et al., 2003). Ainda, estudos demonstraram que a redução gradual da 

aw afetou de forma moderada a formação de SEA e enterotoxina H (SEH), enquanto que a 

produção de enterotoxina B (SEB) foi drasticamente reduzida em condições de baixa aw 

(Sakai et al., 2008).  

De maneira geral, os micro-organismos do gênero Staphylococcus podem ser 

considerados halotolerantes, por serem capazes de suportar concentrações de NaCl que 

variam de 2,5% a 20% (Tabela 2). Essa característica confere uma importante vantagem 

competitiva à S. aureus frente aos demais patógenos, podendo inclusive explicar o grande 

envolvimento deste micro-organismo em intoxicações alimentares (Gómez-Lucía et al., 

1992; Notermans, Heuvelman, 1983). Além da capacidade de se multiplicar nestas 

condições, a produção de enterotoxinas pode ocorrer em concentrações de NaCl de até 

10%, o que determina que alimentos curados também podem ser implicados em 

intoxicações alimentares (de Santana et al., 2010).  

S. aureus é tolerante à presença de O2, devido à capacidade de degradação dos 

radicais livres pela enzima catalase, sendo considerado uma bactéria anaeróbia 

facultativa (Tabela 2). Em cultivo laboratorial sob condições ótimas, o tempo de geração 

de S. aureus em anaerobiose é cerca de duas vezes maior do que em aerobiose. Da 

mesma forma, a produção de enterotoxinas por S. aureus submetidos à condições 
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aeróbicas é significativamente maior do que a quantidade produzida sob anaerobiose no 

mesmo período (Belay, Rasooly, 2002). 

A capacidade de multiplicação e produção de enterotoxinas por S. aureus é 

drasticamente afetada pela presença de outros micro-organismos, exceto em situações 

em que a sua população inicial é significativamente maior do que as demais populações 

bacterianas (Le Loir et al., 2003). Esse efeito da competição microbiana pode ser 

observado principalmente em alimentos cárneos fermentados, queijos e leite cru (Charlier, 

Cretenet, Even, Le Loir, 2009; Even et al., 2009). Nestes alimentos, a inibição pode ser 

explicada pela ocorrência de uma microbiota autóctone que apresenta atividade 

antagonista, constituída essencialmente por BAL (Charlier et al., 2009). 

 

2.2. Prevalência de surtos de intoxicação alimentar estafilocócica no Brasil e no 

mundo 

 

De maneira geral, a intoxicação alimentar estafilocócica é considerada uma 

doença subnotificada. Devido ao caráter autolimitante da doença, que apresenta 

sintomatologia branda e de curta duração, os casos e surtos desse tipo de intoxicação 

raramente levam as pessoas envolvidas a procurarem tratamento clínico, fazendo com 

que o índice de hospitalização, e conseqüente notificação, seja relativamente baixo. No 

Brasil, os dados oficiais são ainda mais limitados, pois além de ser considerada uma 

doença de notificação não compulsória, estudos que determinem a prevalência dos 

variados tipos de enterotoxinas e o caráter endêmico e/ou epidêmico da doença ainda são 

considerados escassos em algumas regiões do país. Além disso, o frequente erro 

diagnóstico dos profissionais de saúde, equívocos na coleta das amostras para testes 

laboratoriais e as investigações epidemiológicas inadequadas ou inconclusivas acabam 

por agravar este panorama (Dias, Leal Bernardes, Zuccoli, 2011).  
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Do ponto de vista epidemiológico, surtos alimentares são definidos como sendo a 

ocorrência de dois ou mais casos de uma doença, com o mesmo quadro clínico, 

resultante da ingestão de um alimento em comum (Abgrall, Misner, 1998). Usualmente, 

grande parte dos surtos de intoxicação alimentar estafilocócica são decorrentes de falhas 

nas práticas higiênico-sanitárias durante o processamento, cozimento ou distribuição dos 

alimentos. Além disso, cinco fatores são determinantes para a ocorrência de um surto de 

intoxicação alimentar estafilocócica: i) a existência de um veículo carreador de cepas de 

estafilococos produtoras de enterotoxinas; ii) a transferência destas cepas para o 

alimento; iii) a presença de um alimento cujas características intrínsecas ofereçam 

condições necessárias à multiplicação das cepas; iv) manutenção de uma temperatura 

favorável à multiplicação e produção de enterotoxinas pelas cepas e v) ingestão do 

alimento contendo uma quantidade de enterotoxinas passíveis de induzir o surgimento 

dos sintomas (Hennekinne et al., 2010).  

As enterotoxinas clássicas são responsáveis pela ocorrência de 95% dos surtos de 

intoxicação alimentar, sendo SEA e SEC as mais comumente encontradas (Al-Tarazi, 

Albetar, Alaboudi, 2009; Balaban et al., 2000; Normanno et al., 2005; Oh et al., 2007; 

Tamarapu, McKillip, Drake, 2001; Tsen et al., 1998). Esta freqüência de identificação pode 

estar diretamente relacionada aos métodos disponíveis para a detecção de EE, os quais 

detectam somente SEA a SEE (Chiang et al., 2008). 

Historicamente, o primeiro surto de intoxicação alimentar envolvendo estafilococos 

foi descrito em 1884, no estado de Michigan, Estados Unidos, e foi atribuído ao consumo 

de queijo tipo cheddar contaminado. No entanto, o papel de estafilococos como causador 

de doenças através da ingestão de alimentos contaminados foi confirmado somente 30 

anos mais tarde, quando Barber (1914) avaliou a relação entre o surgimento de sintomas 

como vômitos, diarréias e dores abdominais com a ingestão de leite contaminado. Neste 

relato, Barber realizou o isolamento de colônias de Staphylococcus de leite não-

refrigerado, possivelmente oriundo de animal com mastite, e que quando reinoculadas em 
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leite estéril, seguido de incubação a 37 °C por 8 h e administração via oral, eram 

responsáveis pelo ressurgimento dos sintomas anteriormente observados. A primeira 

demonstração da toxina estafilocócica em alimentos foi realizada em 1929, pelo Dr. Gail 

M. Dack, em estudo que avaliou bolos recheados com creme, responsáveis pela 

intoxicação de 11 pessoas. Neste estudo, Dack isolou colônias de Staphylococcus a partir 

dos bolos, em seguida realizou um novo cultivo em meio de cultura e, após a 

centrifugação e retirada das células, constatou que o sobrenadante obtido apresentou a 

capacidade de induzir os mesmos sintomas observados nos pacientes que ingeriram o 

bolo. Nesta ocasião, a substância recém-descoberta foi denominada “enterotoxina” devido 

à sua capacidade de atuar no trato digestório (Bergdoll et al., 2006). 

Desde o reconhecimento da sua etiologia, a intoxicação alimentar estafilocócica se 

tornou uma das principais causas de doenças alimentares em diversas partes do mundo. 

Nos Estados Unidos, durante os anos de 1960 a 1970, S. aureus foi considerado como o 

agente patogênico mais prevalente nos casos de intoxicações alimentares. Porém, este 

panorama foi alterado, devido à implantação de medidas de prevenção e controle deste 

patógeno no preparo e manipulação de alimentos, apesar de que ainda seja esperada a 

ocorrência de surtos ocasionais em ambiente familiar, que frequentemente não são 

comunicados às autoridades sanitárias (Bergdoll et al., 2006). Ainda nos Estados Unidos, 

os dados laboratoriais sobre a investigação de casos de doenças alimentares são 

comunicados às autoridades sanitárias por meio de banco de dados específicos para 

diversos patógenos, como o Foodborne Disease Outbreak Surveillance System, utilizado 

para o armazenamento de dados sobre a ocorrência de S. aureus (Scallan et al., 2011).  

Na União Européia, diversos países já demonstraram a ocorrência de surtos 

causados por enterotoxinas estafilocócicas (Schmid et al., 2009; Wattinger, Stephan, 

Layer, Johler, 2012). No Reino Unido, o panorama é similar àquele encontrado nos 

Estados Unidos, com diminuição progressiva no número de surtos causados por EE 

(Gormley et al., 2011; Wieneke, Roberts, Gilbert, 1993).  
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Na França, entre 2006 e 2009, 3.127 surtos de intoxicação alimentar foram 

reportados às autoridades sanitárias, com acometimento de 33.404 pessoas, dentre as 

quais 15 foram a óbito. S. aureus foi o segundo agente mais prevalente nestes surtos 

(16%), ficando atrás somente de Salmonella spp.; porém foi considerado o agente mais 

frequentemente associado aos casos suspeitos e não-confirmados (37,9%) (Delmas et al., 

2010). Já em 2009, as enterotoxinas estafilocócicas foram os agentes mais 

frequentemente incriminados ou suspeitos na ocorrência de 1.255 surtos. Em ambos os 

relatos, os locais de origem dos surtos de intoxicação estafilocócica foram 

predominantemente ambiente familiar e estabelecimentos comerciais, enquanto que os 

alimentos mais associados foram refeições prontas para o consumo e derivados lácteos. 

Em estudo realizado com dados de investigações epidemiológicas na França entre os 

anos de 1988-1997, foi constatada a grande participação dos derivados lácteos nos surtos 

de intoxicações alimentares causadas por S. aureus (De Buyser et al., 2001). 

Recentemente, uma investigação epidemiológica demonstrou, com o auxílio de técnicas 

moleculares, a primeira ocorrência de um surto alimentar causado pela enterotoxina E, 

veiculada através de queijos produzidos com leite cru (Ostyn et al., 2010). O número mais 

elevado de surtos ocorridos na França em relação aos demais países da Europa pode ser 

explicado, em parte, pela obrigatoriedade em notificar a ocorrência de casos de 

intoxicação alimentar e também pela introdução do software WinTiac, como ferramenta de 

gestão desses agravos pelos sistemas de saúde franceses.  

No continente asiático, a ocorrência de surtos alimentares por toxinas 

estafilocócicas foi documentada em diversos países. Na China, acredita-se que S. aureus 

seja responsável pela ocorrência de 25% dos casos de intoxicação alimentar, chegando a 

40% em algumas áreas do país (Tang et al., 2011). Entre 2003 e 2007, 94 surtos 

causados por enterotoxinas estafilocócicas foram notificados às autoridades sanitárias 

chinesas, com acometimento de 2.223 pessoas (Yan et al., 2012). Já na Coréia do Sul, S. 

aureus foi considerado o terceiro patógeno mais frequentemente associado a surtos de 
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origem alimentar ocorridos entre 1996 e 2006 (Cha et al., 2006). Ainda na Coréia do Sul, 

no período de 2002 a 2006, outro estudo relatou que S. aureus esteve relacionado com a 

ocorrência de 81,5% dos casos e surtos de intoxicação alimentar, nos quais o agente foi 

efetivamente confirmado (Lee, Lee, Kim, Park, 2009). Na Índia, S. aureus está envolvido 

em surtos de intoxicação alimentar principalmente relacionados ao consumo de carnes e 

peixes; porém, o número de surtos registrados é possivelmente muito menor do que o 

real, devido à falta de infraestrutura nas investigações epidemiológicas (Vemula, Kumar, 

Polasa, 2012). Ainda, a associação das enterotoxinas SEB e SED causou um surto 

alimentar no estado de Madhya Pradesh, na Índia, com acometimento de 100 crianças, 

após a ingestão de bolinhos de batata (Nema, Agrawal, Kamboj, Goel, Singh, 2007). Por 

outro lado, a ocorrência de surtos alimentares estafilocócicos no Japão apresenta uma 

diminuição progressiva (Anonymous, 2001). Os alimentos frequentemente implicados 

nestes surtos eram bolinhos de arroz (em japonês: onigiri), anteriormente preparados 

manualmente, e que hoje contam com um processo automatizado. No entanto, um surto 

alimentar de proporções muito elevadas ocorreu na cidade de Osaka, em 2000, com 

acometimento de 13.420 pessoas, devido ao consumo de leite em pó contaminado com 

pequenas quantidades de SEA e SEH, apesar do micro-organismo estar ausente nos 

lotes analisados (Asao et al., 2003; Ikeda, Tamate, Yamaguchi, Makino, 2005). 

Já nos países em desenvolvimento, a ocorrência de surtos de intoxicação 

alimentar estafilocócica é pouco documentada, apesar de ser possivelmente uma das 

doenças de origem alimentar mais frequentes. Em países da América Latina, as 

autoridades sanitárias vêm reconhecendo o impacto da ocorrência de intoxicações 

alimentares, o que tem justificado o aumento nos esforços para a implantação de sistema 

de vigilância epidemiológica eficaz (Anonymous, 1997). No México e na Argentina, surtos 

relacionados com a presença de S. aureus enterotoxigênicos já foram relatados (Brizzio, 

Tedeschi, Zalazar, 2011; Ibarra-Velázquez et al., 2011; López et al., 2008). No Paraguai, 

um surto de intoxicação alimentar causado pela ingestão de leite UHT recontaminado 
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após o processamento térmico com S. aureus produtor de SEC e SED foi divulgado 

recentemente, abrangendo três cidades distintas e afetando mais de 400 pessoas. Neste 

surto, foi possível verificar a similaridade genética, a capacidade de produção de 

enterotoxinas in vitro e a presença dos genes correspondentes nas cepas de S. aureus 

isoladas dos indivíduos acometidos, do alimento incriminado e do funcionário responsável 

pela origem do surto (Weiler et al., 2011). 

Os relatos sobre a ocorrência de Staphylococcus spp. em alimentos em âmbito 

nacional iniciaram na década de 1970, com o início da cooperação entre o Prof. Merlin S. 

Bergdoll (1916-1998), do Food Research Institute, com pesquisadores brasileiros. No 

Brasil, a Secretaria de Vigilância em Saúde, do Ministério da Saúde, coordena uma rede 

formada por Laboratórios Centrais de Saúde Pública (LACEN), presentes em cada 

unidade da Federação. Na ocorrência de um surtos de toxinfecção alimentar, os LACEN 

atuam em conjunto com os Laboratórios de Referência Nacional (LRN) e Regional (LRR), 

e também contam com o auxílio de Centros Colaboradores. A recepção de material clínico 

e bromatológico para análises de surto de toxinfecções alimentares é realizada no 

LACEN, enquanto que as análises pontuais, programadas e que necessitam de alta 

complexidade ocorrem nos LRN. As cepas de estafilococos envolvidas em intoxicações 

alimentares são enviadas ao Laboratório de Enterotoxinas da Fundação Ezequiel Dias, 

em Belo Horizonte/MG, onde são analisadas quanto à capacidade de produção de 

enterotoxinas em um protocolo padronizado.  

No Brasil, estudos relatam a ocorrência de estafilococos em surtos de intoxicações 

alimentares, relacionados principalmente à leite cru e queijos frescos (Anunciação, 

Linardi, Carmo, Bergdoll, 1994; Carmo et al., 2002; Pereira, Do Carmo, dos Santos, 

Pereira, Bergdoll, 1996; Sabioni, Hirooka, de Souza, 1988; Veras et al., 2008). SEA e SEB 

foram as enterotoxinas mais frequentemente encontradas nos estudos citados. Além 

disso, foi demonstrada a participação de estafilococos coagulase-negativos na ocorrência 

destes surtos (Anunciação et al., 1994; Veras et al., 2008). No Brasil, os surtos de 
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intoxicação alimentar causados por derivados lácteos contaminados com EE podem estar 

relacionados à diversos fatores, como: i) elevada prevalência deste micro-organismo 

como agente causador de mastite subclínica (Beloti, Müller, Freitas, Mettifogo, 1997; dos 

Santos, Pedroso, Guirro, 2010; Langoni, Pinto, Domingues, Listoni, 1991; Lopes et al., 

1990; Martins, Da Silva, Nakazato, Dutra, De Almeida Filho, 2010; Mota et al., 2012); ii) 

hábito de consumir queijos produzidos artesanalmente e/ou leite cru comercializado 

clandestinamente (Badini, Nader Filho, Amaral, Germano, 1996; Lucci et al., 2011) e iii) 

qualidade microbiológica insatisfatória desses produtos (Ortolani, Yamazi, Moraes, 

Viçosa, Nero, 2010). 

 

3. Enterotoxinas estafilocócicas 

 

3.1. Características gerais 

 

Enterotoxinas estafilocócicas (EE) são proteínas extracelulares de baixo peso 

molecular (25 a 30 KDa), hidrossolúveis, cuja composição de aminoácidos, estrutura 

molecular e mecanismos de ação são semelhantes entre si, além de possuírem 

propriedades imunológicas distintas. São resistentes a temperaturas elevadas e à ação de 

diversas enzimas proteolíticas, características que permitem explicar a capacidade de 

permanecerem ativas após a sua ingestão, bem como a permanência em determinados 

alimentos (Thomas, Chou, Dauwalder, Lina, 2007). 

Até o presente momento, são conhecidas 22 diferentes EE, excluindo-se as 

variantes moleculares, as quais são nomeadas com letras do alfabeto romano na ordem 

cronológica em que foram descritas e de acordo com a sua capacidade de apresentar 

êmese em primatas quando administradas via oral (Lina et al., 2004; Thomas et al., 2007). 

Sendo assim, as EE incluem: (i) as enterotoxinas clássicas SEA, SEB, SEC, SED, SEE, 

que foram descritas em cepas de S. aureus recuperadas de surtos de intoxicação 
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alimentar e classificadas em diferentes grupos sorológicos; (ii) as novas toxinas (SEG, 

SEH, SEI, SER, SES, SET); e (iii) as staphylococcal enterotoxin-like ou EEl, assim 

denominadas por não apresentarem capacidade emética ou por ainda não terem sido 

testadas em modelos animais (SElJ, SElK, SElL, SElM, SElN, SElO, SElP, SElQ, SElU, 

SElU2, SElV) (Argudin, Mendoza, Rodicio, 2010; Hennekinne, De Buyser, Dragacci, 2012).  

As EE pertencem à grande família de superantígenos bacterianos, que incluem 

também as exotoxinas pirogênicas estreptocócicas e a toxina da síndrome do choque 

tóxico (TSS). Ao contrário dos antígenos comuns, os superantígenos não sofrem 

processamento pelas células apresentadoras de antígenos (APC), e se ligam diretamente 

às moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe II, ativando de 

forma inespecífica uma grande quantidade de células T. Normalmente, a interação com o 

receptor de células T (TCR) ocorre na região variável da cadeia β, exceto por SEH que 

interage com a região variável α (Johler, Stephan, 2010), levando à ativação dos linfócitos 

T acompanhada por uma proliferação e liberação massiva de quimiocinas e citocinas pró-

inflamatórias, que podem determinar o surgimento de um quadro característico de choque 

tóxico (Figura 1) (Argudin et al., 2010; Balaban et al., 2000; Dinges et al., 2000; Thomas et 

al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Representação esquemática da ativação de células T por antígenos (Ag) 

convencionalmente processados e por superantígenos (Manders, 1998).  
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Apesar do modo de ação dos superantígenos ser bastante conhecido, o 

mecanismo que leva ao surgimento da êmese pela atividade das EE ainda não está 

totalmente esclarecido, pois os resultados obtidos até o presente momento são limitados 

e controversos. Acredita-se que ambas as atividades apresentam correlação, uma vez 

que a perda da atividade superantigênica em cepas mutantes também resultou na perda 

da capacidade de induzir êmese (Harris et al., 1993; Hennekinne et al., 2012). Além disso, 

a capacidade das EE em induzir êmese pode apresentar intensidades variadas. Estudos 

demonstraram que SElL e SElQ não induzem à êmese, enquanto que SEI apresenta 

baixa capacidade emética, pois essas toxinas não apresentam o laço dissulfídico 

encontrado na porção N-terminal das demais EE (Ono et al., 2008). Apesar de não ser um 

requisito indispensável, a presença deste laço dissulfídico é capaz de estabilizar a 

proteína em uma conformação específica para que ocorra a êmese (Hovde et al., 1994).  

As estruturas tridimensionais de dez superantígenos estafilocócicos foram 

determinadas por cristalografia, revelando características altamente conservadas entre 

essas proteínas (Mitchell, Levitt, Schlievert, Ohlendorf, 2000). De maneira geral, são 

proteínas elipsoidais compactas com dois domínios desiguais, domínio A e B, separados 

por uma cavidade rasa, cujas estruturas secundárias são majoritariamente representadas 

por uma mistura de α-hélices e folhas-β. O domínio A, que abrange a extremidade C-

terminal e uma região da extremidade N-terminal, é constituído de quatro ou cinco folhas-

β compactadas e dispostas contra uma região altamente conservada de α-hélices. Já o 

domínio menor, denominado B, apresenta um arranjo de folhas-β anti-paralelas com 

topologia de chave grega, observado também em outras toxinas, como a nuclease 

estafilocócica e a enterotoxina colérica (Argudin et al., 2010; Mitchell et al., 2000; Thomas 

et al., 2007). É ainda na parte superior do domínio B que está presente o laço dissulfídico, 

uma característica comum entre as EE que parece estar relacionada com a sua 

capacidade emética. A interface entre os dois domínios é dada por uma cavidade curta na 

parte superior e por um sulco profundo que se estende ao longo de todo o verso da 



19 
 

molécula, enquanto que a estabilização ocorre através da presença de uma ponte oriunda 

da região N-terminal que se estende até o topo da extremidade C-terminal da molécula 

(Figura 2) (Mitchell et al., 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Representação esquemática da estrutura secundária de SEC3, exibindo os domínios A e 

B da proteína (Dinges et al., 2000). 

 

Ao contrário de outras toxinas bacterianas, não existem receptores ou células 

específicas no trato digestório aos quais ocorre a ligação das EE. Sendo assim, acredita-

se que as EE conseguem penetrar pela parede intestinal e ativar o sistema imunológico 

local, causando a liberação de diversos mediadores inflamatórios, bem como atingir a 

circulação sanguínea e se disseminar pelo corpo, onde podem induzir ao choque tóxico 

por atuarem como superantígenos. No intestino, as EE estimulam o nervo vago através 

de um estímulo aferente, em que o sinal é transmitido ao centro do vômito no cérebro, 

induzindo à êmese. Já os episódios de diarréia associados com a intoxicação alimentar 

estafilocócica podem ter origem na inibição da reabsorção de eletrólitos e água no 

intestino delgado (Sheehan, Jervis, Takeuchi, Sprinz, 1970; Thomas et al., 2007). 
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Estudos em pacientes acometidos por intoxicação estafilocócica demonstram que 

os danos causados pelas enterotoxinas ocorrem principalmente no estômago e no 

intestino delgado, onde é observada a presença de hiperemia irregular da mucosa, edema 

circunscrito, irritação muscular, erosão, petéquias e exsudato purulento. Além disso, 

observam-se criptas intestinais alongadas, rompimento ou perda da borda em escova, 

acompanhado de um infiltrado extenso de células polimorfonucleares e macrófagos na 

lâmina própria.  

 

3.2. Determinantes genéticos e regulação da expressão das enterotoxinas 

estafilocócicas 

 

Os genes que codificam as EE podem apresentar particularidades quanto à 

localização, expressão e produção. De forma geral, os genes de EE estão localizados em 

elementos genéticos móveis, como plasmídeos, profagos, ilhas de patogenicidade, ilhas 

genômicas ou em regiões flanqueadoras de cassetes cromossomais (Argudin et al., 2010; 

Cretenet et al., 2011; Johler et al., 2010; Le Loir et al., 2003) (Tabela 3).  

Os genes sea, selk, selp e selq são carreados por profagos que pertencem à 

família Siphoviridae, podendo ocorrer de forma simultânea ou isolada na mesma partícula 

viral (Argudin et al., 2010; Schad, Papageorgiou, Svensson, Acharya, 1997). No que se 

refere à genes de enterotoxinas carreados por plasmídeo, pode-se citar o plasmídeo 

pIB485, que contém sed e selj, e foi o primeiro a ser descrito na espécie S. aureus 

(Zhang, Iandolo, Stewart, 1998). O gene ser foi posteriormente localizado em outro 

plasmídeo, denominado pF5, juntamente com selj, ses e set (Omoe, Hu, Takahashi-

Omoe, Nakane, Shinagawa, 2003; Ono et al., 2008). O gene seb está situado no 

cromossomo de certos isolados (Shafer, Iandolo, 1977), porém também pode estar 

presente em plasmídeos (Shalita, Hertman, Sarid, 1977). De forma similar, sec pode estar 

localizado no cromossomo ou em plasmídeos (Fitzgerald et al., 2001).  
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Quanto às ilhas de patogenicidade de S. aureus, denominadas genericamente de 

Staphylococcus aureus Pathogenicity Islands (SaPI), são estruturas cuja organização é 

altamente conservada, que ocupam locais específicos no cromossomo bacteriano (atts) na 

mesma orientação e apresentam capacidade de excisão, replicação e encapsulamento 

frequentes, apresentando assim uma altíssima taxa de transferência. Dentre os genes de 

EE carreados por SaPI incluem-se selk, selq, sell, selk, sec3, seb (Novick, 2003a). 

Já o termo vSa refere-se às ilhas genômicas presentes exclusivamente em S. 

aureus, que não apresentam características de profago e/ou cassete cromossomal e 

estão inseridas em loci específicos do cromossomo. As vSa contêm aglomerados de 

genes (gene clusters), que codificam para diversas enterotoxinas e outros fatores de 

virulência, como o enterotoxin gene cluster (egc). Por fim, o gene seh se encontra em 

proximidade ao Staphylococcal Cassette Chromossome (SCC), estrutura que contém o 

gene codificante de proteínas de resistência à meticilina em S. aureus (mecA) (Baba et 

al., 2002).  

O egc foi descrito pela primeira vez em 2001, por dois grupos de pesquisa distintos 

de forma quase simultânea, e compreendia inicialmente cinco genes de enterotoxinas 

(selo, selm, seli, seln e seg) e dois pseudogenes (Ψent1, Ψent2) (Jarraud et al., 2001; 

Monday, Bohach, 2001). Posteriormente, dois polimorfismos foram descritos nestas 

sequências, resultantes da inserção de 15 nucleotídeos e uma deleção que retirava o 

códon de parada na sequência original correspondente ao pseudogene Ψent1, levando ao 

surgimento do gene selu, além de variações menores nas demais sequências que 

compõem o cluster (Letertre, Perelle, Dilasser, Fach, 2003b). Ainda, outra variação foi 

posteriormente descrita, na qual se determinava o surgimento de outros dois genes, selv 

e selu2, resultantes de eventos de recombinação entre os genes selm e seli e da deleção 

de uma única base entre as sequências de Ψent1 e Ψent2 (Thomas et al., 2006). Desta 

maneira, em ordem transcricional, as 4 variações descritas do egc compreendem: i) egc1 

(selo, selm, seli, Ψent1, Ψent2, seln, seg); ii) egc2 (selo, selm, seli, selu, seln, seg); iii) 
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egc3 (selov, selmv, seliv, seluv, selnv, segv) e iv) egc4 (selo, selv, selu2, seln, seg) (Collery, 

Smyth, Tumilty, Twohig, Smyth, 2009; Schelin et al., 2011; Zhang, Shen, Dong, 2013). O 

egc pode ainda apresentar-se de maneira incompleta, com ausência de um ou mais 

genes originalmente presentes no egc1, e desta maneira são considerados intermediários 

evolutivos do egc (Thomas et al., 2006). Ainda assim, devido ao fato de que cada um dos 

três grupos principais de homologia de EE e EEl contém enterotoxinas codificadas pelos 

genes presentes no egc, é proposto que este cluster atua como um reservatório de genes 

de enterotoxinas (Jarraud et al., 2001; Schelin et al., 2011; Thomas et al., 2007). 
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Tabela 3. Enterotoxinas estafilocócicas e seus determinantes genéticos (Modificado de Schelin et 

al., 2011).  

d: efeito emético desconhecido. 

Enterotoxina 
Massa 

molar (Da) 

Determinante 

genético 

Ação 

superantigênica 

Ação 

emética 
Referência 

SEA 27100  Profago + + 
Borst, Betley (1994) 

Betley, Mekalanos (1985) 

SEB 28.336 SaPI, plasmídeo + + 

Shafer et al. (1977) 

Shalita et al. (1977) 

Altboum, Hertman, Sarid 

(1985) 

SEC1-2-3 27.500 SaPI, plasmídeo + + 
Altboum et al. (1985) 

Fitzgerald et al. (2001) 

SED 26.360 Plasmídeo + + Bayles, Iandolo (1989) 

SEE 26.425 Profago + + 
Couch, Soltis, Betley 

(1988) 

SElG 27.043 egc + + 

Jarraud et al. (2001) 

Munson, Tremaine, 

Betley, Welch (1998) 

SEH 25.210 Transposon + + Noto, Archer (2006) 

SEI 24.298 egc + + 
Jarraud et al. (2001) 

Munson et al. (1998) 

SElJ 28.565 Plasmídeo + d Zhang et al. (1998) 

SEK 25.539 SaPI + d 
Orwin, Leung, Donahue, 

Novick, Schlievert (2001) 

SElL 24.593 SaPI + - Fitzgerald et al. (2001) 

SElM 24.842 egc + d 

Jarraud et al. (2001) SElN 26.067 egc + d 

SElO 26.777 egc + d 

SElP 26.608 Profago  + d Omoe et al. (2005) 

SElQ 25.076 SaPI + - Jarraud et al. (2002) 

SER 27.049 Plasmídeo + + Omoe et al. (2003) 

SES 26.217 Plasmídeo + + Ono et al. (2008) 

Ono et al. (2008) SET 22.614 Plasmídeo + + 

SElU 27.100 egc + d Letertre et al. (2003b) 

SElU2 26.672 egc + d 
Thomas et al. (2006) 

SElV 24.997 egc + d 
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A expressão gênica de algumas enterotoxinas é influenciada pelo sistema 

regulatório global accessory gene regulator (agr) (Novick, 2003b), além de também sofrer 

influência do fator σ alternativo, sigB (Pané-Farré, Jonas, Förstner, Engelmann, Hecker, 

2006). O sistema agr é um sistema de transdução de sinal, ubiquitário no gênero 

Staphylococcus, e que permite a modulação da expressão de diversos genes de acordo 

com a densidade celular, em um mecanismo denominado quorum sensing (Thoendel, 

Kavanaugh, Flack, Horswill, 2011). Durante o início da infecção por S. aureus, a atividade 

do agr é baixa, ocorrendo assim a expressão de proteínas de superfície, que auxiliam no 

processo de colonização. Com o progresso da infecção, agr inicia sua atividade, 

suprimindo a expressão das adesinas e iniciando a produção de exotoxinas, como as 

enterotoxinas e exoproteínas degradativas, atuando assim como um regulon (Arvidson, 

Tegmark, 2001; Cheung, Bayer, Zhang, Gresham, Xiong, 2004; Otto, 2001; Papakyriacou, 

Vaz, Simor, Louie, McGavin, 2000). Mutações naturais no locus agr reduzem a 

persistência do micro-organismo em infecções e diminuem a capacidade de síntese de 

exotoxinas, sugerindo que agr é, por si só, um importante fator de virulência de S. aureus 

(Yoon et al., 2007). 

A produção de EE e das enzimas coagulase e termonuclease tem grande 

importância para a identificação de S. aureus isolados de alimentos, e por isso, as 

relações com o locus agr têm sido alvo de estudo. Outro aspecto muito importante na 

relação entre locus agr e S. aureus em alimentos diz respeito à capacidade de formar 

biofilmes em equipamentos e superfícies. Nesse ponto, cepas de S. aureus que 

expressam altos níveis de agr têm reduzida capacidade de formar biofilmes (Beenken et 

al., 2004; Boles, Horswill, 2008). Entretanto, Cafiso et al. (2007) observaram que cepas 

pertencentes ao grupo agrII tem alta capacidade de produção de biofilmes. 

O polimorfismo na seqüência do peptídeo autoindutor (AIP) do sistema agr e no 

seu receptor resultam na formação de quatro grupos: I, II, III e IV (Chini, Dimitracopoulos, 

Spiliopoulou, 2006; Jarraud et al., 2000; Shopsin et al., 2003). Assim, Ji, Beavis, Novick 
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(1997) sugeriram que a hipervariabilidade do locus agr decorre do acúmulo de mutações 

pontuais. Além disso, sabe-se que o AIP de cepas pertencentes ao mesmo grupo agr 

ativam a resposta entre si, enquanto que, em cepas de grupos agr diferentes, os AIP 

competem entre si, podendo ocasionar a repressão do locus agr em cepas de grupos 

distintos (Ji et al., 1997). Ainda, sugere-se que a ocorrência de determinados grupos agr 

está relacionada com o surgimento de determinados quadros clínicos. Jarraud et al. 

(2002) relatam que cepas dos grupos agrI e agrII causam, preferencialmente, doenças 

mediadas por enterotoxinas, como a intoxicação alimentar, e que o grupo agrIII está 

envolvido com a síndrome do choque tóxico. Além disso, Jarraud et al. (2000) também 

descreveram que as cepas pertencentes ao grupo agrIV estão relacionadas com a 

produção de exotoxinas exfoliativas, envolvidas na síndrome da pele escaldada.  

Os genes seb e sec estão sob o controle do sistema agr e a expressão destes 

genes é fortemente induzida durante a transição da fase exponencial para a fase 

estacionária da multiplicação bacteriana (Gaskill, Khan, 1988; Wright, Holland, 2003). 

Tseng, Zhang, Stewart (2004) descrevem que somente sed é regulada pelo locus agr, 

apesar de muitas vezes estar concomitantemente presente com sej no mesmo plasmídeo 

(Zhang et al., 1998). O gene sea é regulado independentemente da expressão de agr 

(Tremaine, Brockman, Betley, 1993).  

Em estudo realizado por Derzelle, Dilasser, Duquenne, Deperrois (2009), a 

expressão de genes de enterotoxinas foi avaliada em função do ciclo de multiplicação 

bacteriana em 28 cepas de estafilococos, incluindo 7 cepas-referência e 21 isolados de 

surtos de intoxicação alimentar. Os resultados obtidos revelaram quatro perfis de 

expressão distintos: i) para os genes sea, see, sej, sek, seq e sep não houve alteração na 

abundância dos transcritos ao longo da curva de crescimento; ii) ligeira redução nos 

níveis dos transcritos de seg, sei, sem, sen, seo e seu ; iii) indução drástica de seb, sec e 

seh ao final da fase exponencial e iv) pequeno aumento nos transcritos de sed, ser e sel 
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na fase pós-exponencial. Com base nesses resultados, é possível que grande parte dos 

genes de EEl não são controlados pelo sistema agr.  

 

4. Métodos de enumeração e detecção de S. aureus em alimentos 

 

A enumeração de S. aureus em alimentos é usualmente realizada com a utilização 

de métodos microbiológicos convencionais, que visam a enumeração direta de colônias 

desse micro-organismo em meios de cultura seletivos e diferenciais, como o ágar Baird-

Parker (BPA) e o ágar Fibrinogênio Plasma de Coelho (RPFA). Uma etapa posterior ao 

isolamento é a identificação do potencial enterotoxigênico das colônias formadas, que são 

selecionadas por amostragem e submetidas a testes bioquímicos como coloração de 

Gram e avaliação da produção das enzimas catalase, coagulase e termonuclease (AOAC, 

1995; ISO, 1999). O teste da produção de coagulase livre é considerado padrão para a 

identificação de S. aureus e o teste da termonuclease é usado como auxiliar na 

discriminação de S. aureus das demais espécies de estafilococos (Menzies, 1977). Além 

do papel de identificação, esses testes também são considerados como indicadores 

indiretos da capacidade de determinado isolado produzir enterotoxinas (Victor et al., 

1969). 

Durante muitos anos associou-se a capacidade de produzir coagulase e/ou 

termonuclease à producao de enterotoxinas apenas por S. aureus, o que determinou a 

padronização de protocolos direcionados para esse micro-organismo (da Silva et al., 

2010; Downes, Ito, 2001). O conceito de intoxicação alimentar estafilocócica estritamente 

relacionada à S. aureus começou a sofrer alterações a partir da demonstração de 

produção de enterotoxinas por outras espécies coagulas positivas, como S. hyicus 

(Adesiyun et al., 1984) e S. intermedius (Hirooka et al., 1988), e até mesmo por espécies 

coagulase-negativas, como S. epidermidis (Breckinridge, Bergdoll, 1971). Isto sugere que 

a detecção e isolamento através de métodos convencionais de cultivo, seguido dos testes 
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de coagulase e/ou termonuclease, pode não ser suficiente para determinar o potencial 

enterotoxigênico dos isolados de Staphylococcus spp. presentes em alimentos (Sankaran, 

Leela, 1982). Apesar disso, a legislação brasileira ainda utiliza o número de estafilococos 

coagulase positiva como parâmetro microbiológico oficial para análise de alimentos, sem 

mencionar limites para a detecção de enterotoxinas (BRASIL, 2001).  

Existem inúmeras inconveniências com o uso das técnicas clássicas de cultivo 

microbiano para detecção de ECP em alimentos, como o tempo requerido para análise, 

que pode variar de três a seis dias, dependendo das etapas confirmatórias adicionais. 

Ainda, alguns fatores podem contribuir para a ocorrência de resultados falso-negativos 

nas análises de ECP em alimentos por métodos de microbiologia clássica, como a 

presença de resíduos de antimicrobianos e a ausência ou número muito reduzido de 

células bacterianas viáveis, devido ao uso de tratamento térmico (Ahmadi, Rohani, 

Ayremlou, 2010).  

Além disso, a metodologia utilizada na detecção de ECP em alimentos apresenta 

limitações, como a baixa seletividade e a ocorrência de resultados imprecisos, devido à 

necessidade de estimar a população de ECP com base na avaliação de uma amostragem 

das colônias obtidas (De Buyser, Audinet, Delbart, Maire, Françoise, 1998; Schoeller, 

Ingham, 2001). Recentemente, estudos demonstraram a relação entre a morfologia das 

colônias obtidas em três meios de cultura distintos (BPA, RPFA e Petrifilm™ Staph 

Express Count) com a produção de coagulase e termonuclease (Viçosa, Moraes, Yamazi, 

Nero, 2010), e também com a detecção de genes e produção de enterotoxinas (Zhang et 

al., 2012). Estes estudos sugerem que, ao utilizar BPA, as contagens de colônias típicas 

apresentam menores indíces de correlação com as contagens de colônias coagulase e/ou 

termonuclease-positivas, bem como com os isolados produtores de enterotoxinas. No 

entanto, Zhang et al. (2012) não verificaram diferenças significativas entre as frequências 

de colônias típicas que apresentavam genes de EE obtidas nestes três meios de cultura. 
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Portanto, diante da necessidade de um método de detecção rápido e específico 

para este patógeno e suas enterotoxinas, têm-se verificado um aumento significativo no 

desenvolvimento de métodos moleculares, como a reação da polimerase em cadeia (do 

inglês: Polymerase Chain Reaction, PCR). Desenvolvida em 1985, esta técnica permite a 

amplificação exponencial de sequências de DNA, a fim de se obter milhões de cópias de 

segmentos específicos, através da ação da enzima Taq DNA polimerase e de 

oligonucleotídios iniciadores (do inglês: primers). A PCR é usualmente realizada em um 

equipamento automatizado e computadorizado, denominado termociclador, que promove 

a alternância de temperaturas por determinados períodos de tempo, possibilitando a 

ocorrência de ciclos repetitivos de desnaturação e síntese de DNA (de Boer, Beumer, 

1999; Malorny et al., 2003). A técnica de PCR apresenta diversas vantagens em relação 

às técnicas convencionais de cultivo microbiológico, como maior poder de tipificação e 

discriminação, maior rapidez, bom limite de detecção, maior seletividade e especificidade, 

potencial para automação e a possibilidade de trabalhar com bactérias que não são 

cultiváveis em meios de cultura normalmente utilizados (Busch, Nitschko, 1999). As 

principais desvantagens para a implantação da PCR na rotina laboratorial são a presença 

de inibidores da enzima Taq polimerase em alguns alimentos, o alto investimento em 

equipamentos e reagentes e a falta de aprovação, padronização e regulamentação por 

parte das organizações oficiais (Malorny et al., 2003). 

A detecção de S. aureus em alimentos pode ser realizada através da técnica de 

PCR pela amplificação de sequências específicas do DNA deste micro-organismo, como 

já foi demonstrada para as sequências da região intergênica 16S-23S do rDNA (Straub, 

Hertel, Hammes, 1999), do gene nuc da termonuclease (Brakstad, Aasbakk, Maeland, 

1992; Wilson, Cooper, Gilmour, 1991; Yang et al., 2007), do gene coa da coagulase 

(Ahmadi et al., 2010) e do gene femA, que codifica para um fator essencial na resistência 

à meticilina em S. aureus (Mehrotra, Wang, Johnson, 2000). Já a identificação do 

potencial enterotoxigênico de isolados de estafilococos oriundos de alimentos pode ser 
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realizada a partir da amplificação dos genes codificadores das diversas enterotoxinas pela 

técnica de PCR, sendo na maioria das vezes combinada à pesquisa de produção de 

enterotoxinas por métodos imunológicos. A amplificação dos genes de EE pode ser 

realizada de forma isolada, através do uso de somente um par de primers, ou ainda 

utilizando inúmeros pares na mesma reação, possibilitando a amplificação simultânea de 

diferentes seqüências. Desta forma, esta técnica recebe a denominação de multiplex 

PCR, e seu uso já foi demonstrado na detecção dos diversos genes de EE (Hwang et al., 

2007; Monday et al., 2001; Sharma, Rees, Dodd, 2000; Shylaja, Murali, Batra, Bawa, 

2010; Tamarapu et al., 2001). Outras variações da técnica de amplificação já foram 

utilizadas na detecção de S. aureus e suas enterotoxinas, como o Random Amplified 

Polymorphic DNA (RAPD PCR) (Pinto, Chenoll, Aznar, 2005) e a PCR aliada à enzima 

transcriptase reversa (RT-PCR). Esta técnica se baseia na utilização do cDNA de isolados 

bacterianos como template na reação, que por sua vez corresponde ao RNA inicialmente 

extraído e convertido em cDNA pela ação da transcriptase reversa, e vêm sendo alvo de 

diversos estudos com o objetivo de determinar um protocolo que permita traçar uma 

associação com a produção de enterotoxinas (Alarcon, Vicedo, Aznar, 2006; Klotz, Opper, 

Heeg, Zimmermann, 2003; Letertre, Perelle, Dilasser, Fach, 2003a).  

Apesar de constituírem uma ferramenta importante na determinação do potencial 

enterotoxigênico dos isolados de estafilococos, as técnicas de detecção molecular de 

enterotoxinas apresentam a limitação de não serem capazes de efetivamente demonstrar 

a existência dessas proteínas e a interpretação dos dados obtidos a partir da utilização 

dessas técnicas deve ser cautelosa. Na maioria das vezes, sugere-se a verificação 

concomitante da capacidade de produção de enterotoxinas por métodos imunológicos, o 

que permitiria determinar com mais segurança o potencial dos isolados em causar 

intoxicações alimentares.  
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5. Métodos de detecção e quantificação de enterotoxinas estafilocócicas 

 

Segundo o Laboratório de Referência para Estafilococos Coagulase Positivos da 

União Européia (ANSES, França), o diagnóstico de surtos ou casos de intoxicação 

alimentar causados por EE somente é considerado confirmado quando da obtenção de ao 

menos dois dos seguintes dados: i) a recuperação de no mínimo 105 UFC/g ou mL nas 

sobras de alimento; ii) detecção de EE nos restos de alimentos e/ou iii) isolamento da 

mesma cepa nos pacientes acometidos e no alimento incriminado (Hennekinne et al., 

2010). No entanto, na maioria dos surtos dessa natureza, é difícil relacionar o alimento 

incriminado com os pacientes afetados, e mais ainda, estabelecer a origem da 

contaminação nos alimentos envolvidos, sobretudo se for considerado que muitos 

possuem uma vida de prateleira muito curta, comprometendo a análise de outras 

unidades de um mesmo lote. Estes fatos contribuem para a ocorrência de inúmeros surtos 

inconclusivos, o que determina um subregistro de casos.  

Enquanto a enumeração de S. aureus é realizada através de técnicas 

microbiológicas clássicas, a detecção das EE é baseada em três métodos diferentes: 

bioensaios, métodos imunológicos ou moleculares. Os bioensaios foram os primeiros 

ensaios desenvolvidos para confirmar a presença de EE, sendo ainda utilizados na 

avaliação da capacidade emética de enterotoxinas não-identificadas, como também na 

determinação do impacto de diversos tratamentos sobre a atividade das enterotoxinas. A 

administração oral de extratos de alimentos envolvidos em surtos ou do sobrenadante de 

cultivos bacteriológicos em macacos jovens, de preferência da espécie Rhesus (Macaca 

mulatta), fornece os dados mais confiáveis acerca da capacidade emética dessas 

proteínas (Surgalla, Bergdoll, Dack, 1953). Por outro lado, o custo de manutenção dos 

animais, as questões éticas relacionadas ao bem-estar animal, bem como o 

desenvolvimento de resistência após administrações sucessivas (Sugiyama, Bergdoll, 

Dack, 1962), limitaram o uso rotineiro deste tipo de ensaio na detecção de EE (Bergdoll et 
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al., 2006). Além disso, os sintomas característicos de intoxicação estafilocócica somente 

surgem nestes animais mediante à administração de quantidade de enterotoxinas 

superiores a 200 ng, sendo considerado um valor muito alto em comparação àqueles 

normalmente encontrados em alimentos envolvidos em surtos de intoxicação alimentar. 

Desta forma, o bioensaio em macacos não deve ser considerado o método mais 

apropriado para caracterizar a ocorrência de surtos de intoxicação alimentar causada por 

EE (Hennekinne et al., 2010). 

Com o advento da purificação da primeira enterotoxina por Bergdoll, Sugiyama, 

Dack (1959), foi possível desenvolver testes imunológicos, baseados na capacidade de 

reação entre as enterotoxinas e seus anticorpos específicos. O primeiro método 

imunológico desenvolvido foi o Optimum Sensitivity Plate, que apresenta um limite de 

detecção de 0,5 µg/mL, e no qual há a formação de uma linha de precipitação quando a 

concentração enterotoxina-anticorpo é adequada. Contudo, este método não é 

suficientemente sensível para detectar enterotoxinas em amostras de alimentos, sendo 

utilizado principalmente na identificação preliminar do potencial enterotoxigênico de cepas 

de estafilococos. Posteriormente, Casman, Bennett, Dorsey, Stone (1969) desenvolveram 

a técnica de microimunodifusão em lâminas, que apresenta um nível de sensibilidade de 

0,05 µg/mL, sendo ainda utilizada como padrão-ouro pela entidade americana Food and 

Drug Administration na validação de novos métodos de detecção de EE. Contudo, a 

necessidade de preparação criteriosa das lâminas, a carência de pessoal especializado 

na execução e interpretação dos resultados, além do extenso tempo de análise 

contribuíram com o desuso desta técnica na rotina laboratorial (Bergdoll et al., 2006). 

Com a demonstração de que algumas cepas produzem enterotoxinas em 

quantidades muito baixas (Kokan, Bergdoll, 1987), e ainda capazes de provocar surtos de 

intoxicação alimentar (Evenson, Hinds, Bernstein, Bergdoll, 1988), a detecção de 

enterotoxinas pelos métodos de imunodifusão em gel demonstrou-se inválida e tornou-se 

necessário o desenvolvimento de métodos mais sensíveis. O primeiro método capaz de 
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detectar enterotoxinas em concentrações inferiores a 1 ng/mL foi o radioimunoensaio 

(RIA) (Johnson, Bukovic, Kauffman, Peeler, 1971; Robern, Dighton, Yano, Dickie, 1975). 

Este ensaio é baseado na competição por anticorpos específicos entre padrões de 

enterotoxinas radioativamente marcados e moléculas de enterotoxinas presentes nas 

amostras de alimentos. Contudo, esta técnica não é mais utilizada devido aos 

inconvenientes da utilização do material radioativo, principalmente pela dificuldade no 

descarte e o elevado risco de vida (Bergdoll et al., 2006). Posteriormente, Fujikawa, 

Igarashi (1988) desenvolveram um método rápido e eficiente para a detecção de 

enterotoxinas clássicas (SEA a SEE) em amostras de alimentos e em sobrenadante de 

culturas. Neste teste, denominado Reverse Passive Latex Agglutination, os anticorpos 

específicos estão ligados à partículas de látex, e na presença de enterotoxinas, se 

aglutinam, formando aglomerados facilmente vísiveis. Este teste é amplamente 

comercializado, sendo utilizado como ferramenta na avaliação do potencial 

enterotoxigênico de cepas de Staphylococcus spp. isoladas de alimentos (Igarashi, 

Shingaki, Fujikawa, Ushioda, Terayama, 1985). 

Entretanto, o método imunológico mais utilizado na detecção e quantificação de 

EE é o Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA), cujo limite de detecção é em torno 

de 0,1 a 0,5 ng/g ou mL. Atualmente, estão disponíveis diversos kits comerciais para a 

detecção de EE que se fundamentam na técnica ELISA. No entanto, o tipo mais 

frequentemente encontrado é o ELISA duplo-sanduíche, no qual os anticorpos 

imobilizados contra uma superfície reagem com as enterotoxinas presentes na amostra, e 

após o tratamento com o conjugado anticorpo-enzima, fornece um resultado que pode ser 

interpretado de forma qualitativa ou quantitativa, de acordo com a intensidade da 

coloração formada na reação (Saunders, Bartlett, 1977). Apesar de ser uma ferramenta 

de detecção rápida e simultânea, os kits ELISA atualmente disponíveis permitem somente 

a detecção das enterotoxinas clássicas (SEA-SEE), ainda que tenham sido obtidos 

anticorpos para SEG, SEH, SEI e SElQ, o que limita a obtenção de dados acerca da 
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prevalência destas toxinas nos casos de intoxicação alimentar (Hennekinne et al., 2012; 

Omoe et al., 2002). Além disso, alguns kits apresentam algumas inconveniências, tais 

como a baixa especificidade devido à interação com outras proteínas, como a proteína A, 

bem como a ocorrência de reações falso-positivas quando utilizados na análise de 

determinados alimentos (Wieneke, 1991). 

Devido às dificuldades encontradas nas metodologias do tipo ELISA, outras 

estratégias de detecção e quantificação de EE vêm sendo desenvolvidas. Recentemente, 

a espectrometria de massa (MS) pode ser considerada uma técnica bastante promissora 

na análise de enterotoxinas presentes em alimentos, através principalmente da estratégia 

de Protein Standard Absolute Quantification (PSAQ). Esta metodologia baseia-se na 

utilização de enterotoxinas marcadas com átomos isótopos como padrões internos nas 

análises de espectrometria de massa. Quando comparada aos testes do tipo ELISA, a 

PSAQ mostrou-se mais específica e sensível, apesar de exigir mais tempo no preparo das 

amostras e apresentar um custo mais elevado (Dupuis, Hennekinne, Garin, Brun, 2008). 

Além disso, a MS demonstrou-se também eficiente na determinação de EE quando 

aliadas a outras técnicas de separação e concentração de proteínas (Hennekinne et al., 

2009; Schlosser et al., 2007). Estudos proteômicos têm sido o principal alvo de pesquisas, 

que visam o desenvolvimento de novas metodologias a serem futuramente utilizadas 

como substitutas às atualmente utilizadas para detecção e quantificação de EE em 

alimentos.  

 

6. Métodos de tipificação e determinação da variabilidade genética de 

Staphylococcus aureus. 

 

Diversos métodos de tipificação de S. aureus foram desenvolvidos nas últimas 

décadas, baseados principalmente em características fenotípicas, e mais recentemente 

em características genotípicas. Os objetivos iniciais desta tipificação incluiam determinar o 
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grau de adaptação das cepas ao hospedeiro de origem e, principalmente, realizar o 

monitoramento epidemiológico de cepas multirresistentes à antimicrobianos, como S. 

aureus resistente à meticilina (MRSA) envolvidas em infecções hospitalares. Em 

alimentos, o uso de técnicas de tipificação com alto poder discriminatório é capaz de 

fornecer dados mais coerentes sobre a identidade clonal, disseminação e persistência das 

cepas bacterianas em determinada linha de produção, bem como determinar o foco de 

contaminação, permitindo assim delinear estratégias mais apropriadas para a prevenção 

e controle de S. aureus. 

Segundo os critérios estabelecidos por Maslow, Slutsky, Arbeit (1993), a avaliação 

dos sistemas de tipificação devem obedecer a cinco critérios: i) habilidade da técnica em 

prover resultados únicos; ii) reprodutibilidade; iii) poder discriminatório; iv) facilidade de 

interpretação dos resultados e v) funcionalidade. A reprodutibilidade se refere à 

capacidade da técnica em produzir o mesmo resultado em todas as repetições do teste 

para uma mesma cepa. O poder discriminatório está associado à capacidade do teste em 

distinguir isolados não-relacionados, subdividindo-os em grupos maiores ou menores, 

segundo o alcance da técnica. Ainda, a facilidade de interpretação e uso de uma técnica 

são os principais fatores que influenciam a sua incorporação às análises rotineiras. Com 

base nessas informações, ainda não é possível considerar a existência de um método de 

tipificação ideal, que apresente todas as características desejáveis, aliadas ao baixo custo 

e rapidez na obtenção dos resultados.  

Inicialmente, a biotipagem de S. aureus era a principal técnica utilizada na 

caracterização dos isolados, e baseava-se nos resultados de quatro testes bioquímicos 

(estafiloquinase, produção de β-hemolisina, coagulação do plasma bovino e observação 

da morfologia da colônia em ágar Cristal Violeta), com o objetivo de determinar o provável 

hospedeiro de origem (Devriese, 1984). No entanto, quando da utilização deste sistema, 

muitas cepas permaneciam sem uma identificação precisa, sendo nomeadas como o 

biotipo non-host specific, isto é, poderiam estar associadas a mais de um hospedeiro. 
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Posteriormente, com a incorporação de outros dois testes neste sistema, a produção da 

proteína A (envolvida na inibição da opsonização pelos macrófagos) e a fagotipagem, foi 

possível caracterizar outros dois biotipos. Ainda assim, devido às inúmeras 

inconveniências, como a ocorrência de resultados discordantes, a ausência de 

padronização dos reagentes e a proibição da comercialização de alguns testes, a técnica 

de biotipagem vem sendo progressivamente substituída pelos métodos moleculares de 

tipificação. 

Até o presente momento, diversas técnicas moleculares foram desenvolvidas com 

o objetivo de caracterizar isolados do gênero Staphylococcus, sendo S.aureus a espécie 

alvo dos estudos. Zadoks et al. (2000) diferenciam os métodos de tipificação molecular de 

S. aureus em sistemas baseados na variabilidade de somente um gene, como a detecção 

do polimorfismo no gene da coagulase (coa), da proteína A (spa) e a ribotipificação, além 

de sistemas que abrangem a variabilidade total do genoma, que é o caso da eletroforese 

em campo pulsado (do inglês: pulsed-field gel electrophoresis, PFGE). No entanto, 

atualmente existem técnicas que permitem avaliar a variabilidade genética em inúmeros 

genes de forma simultânea, como por exemplo, através da tipificação por sequenciamento 

de loci múltiplos (do inglês: Multilocus Sequence Typing, MLST). 

Dentre as técnicas moleculares disponíveis, a PFGE realizada a partir dos 

fragmentos de DNA clivados com a endonuclease SmaI, é considerada o padrão ouro 

para a tipificação de S. aureus, em especial para MRSA (Struelens, Deplano, Godard, 

Maes, Serruys, 1992), devido ao seu alto poder discriminatório e reprodutibilidade 

(Prévost, Jaulhac, Piemont, 1992; Saulnier, Bourneix, Prévost, Andremont, 1993). A 

técnica de PFGE foi utilizada com êxito na tipificação de cepas de S. aureus isoladas de 

surtos alimentares (Kérouanton et al., 2007; López et al., 2008; Ostyn et al., 2010; Weiler 

et al., 2011), inclusive na investigação de um surto causado por S. intermedius produtor 

de enterotoxina A (Khambaty et al., 1994). Apesar de mundialmente adotada, a PFGE 

apresenta algumas desvantagens, como o alto custo de implantação, elevado tempo de 
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análise, dificuldades de padronização de protocolos e critérios para a interpretação dos 

dados entre diferentes laboratórios e imobilização dos dados em plataformas de análise 

privadas, dificultando assim a geração de dados passíveis de serem comparados em nível 

global.  

Devido a atual facilidade de acesso à tecnologia de sequenciamento do DNA, 

inúmeros métodos baseados em sequenciamento genético vem sendo rotineiramente 

utilizados na tipificação de S. aureus. O uso de métodos baseados em sequências é 

vantajoso, pois permite a obtenção de resultados menos ambíguos que podem ser 

importados para bancos de dados virtuais, como os já existentes para as técnicas de 

MLST e tipificação pelo gene spa (do inglês: spa typing). Desta forma, é possível a 

comparação de dados locais com dados de outros estudos, anteriormente realizados em 

localizações geográficas variadas, permitindo assim um melhor entendimento sobre o 

panorama genético das populações em estudo (Faria, Carrico, Oliveira, Ramirez, de 

Lencastre, 2008).  

Assim, a MLST é uma das técnicas mais utilizadas nos estudos epidemiológicos 

de MRSA envolvidos em infecções hospitalares, como também nos estudos evolutivos de 

S. aureus de origens variadas. Em S. aureus, a MLST está baseada no estudo das 

sequências internas de sete genes altamente conservados, a saber: carbamato quinase 

(arcC); chiquimato desidrogenase (aroE), glicerol quinase (glpF), guanilato quinase (gmk), 

fosfatoacetiltransferase (pta), triosefosfato isomerase (tpi) e acetil coenzima A 

acetiltransferase (yqiL). Adicionalmente, outra técnica é utilizada em paralelo à MLST, 

com o objetivo de definir os tipos clonais (CC) na designação internacional de isolados de 

MRSA. Esta técnica é denominada de tipificação do Staphylococcal Cassette 

Chromosome mec (SCCmec), na qual se caracteriza o elemento genético móvel que 

carreia o gene de resistência para meticilina, mecA. No entanto, apesar de bastante 

difundida, a MLST não apresenta o poder discriminatório ideal para os estudos de 

disseminação de cepas de S. aureus em caráter epidêmico (Melles et al., 2007). 
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O sequenciamento da região polimórfica X do gene spa, que contém um número 

variável de regiões repetidas de 24 pb flanqueadas por regiões conservadas, é 

denominado spa typing. Este método baseado no sequenciamento de somente um locus 

combina inúmeras vantagens, como a rapidez, a reprodutibilidade e a capacidade de 

importação/exportação dos dados. Além disso, devido à estrutura repetitiva da região 

amplificada, é possivel obter informações sobre as variações ocorridas em nível local, isto 

é, na investigação epidemiológica de surtos alimentares, bem como em escala mundial no 

caso de análises filogenéticas (Koreen et al., 2004). Apesar dessas evidências, outros 

autores sugerem a utilização da spa typing em paralelo com outras técnicas de tipificação 

molecular (Frenay, Bunschoten, Schouls, Van Leeuwen, Vanderbroucke-Grals, 1996; 

Hallin et al., 2007; Ruzickova et al., 2008; Shopsin et al., 1999).  

Lange, Cardoso, Senczek, Schwarz (1999) avaliaram o poder discriminatório de 

vários métodos de tipificação através de um coeficiente de diferenciação e verificaram 

maior poder discriminatório para a análise de PFGE, seguido pela análise da região 

intergênica do rDNA 16s e 23s e, por fim, pelas técnicas de spa e coa typing. As técnicas 

que apresentaram menor capacidade de discriminação foram a caracterização 

bioquímica, análise do perfil plasmidial e teste de resistência a antimicrobianos.  

A concordância entre os resultados obtidos nas variadas técnicas de tipificação 

disponíveis (spa typing, MLST, PFGE) sugerem a ocorrência de baixos níveis de 

recombinação em S. aureus, em uma estrutrura populacional predominante clonal e a 

presença de marcadores filogenéticos nesta espécie. Acredita-se que S. aureus não sofre 

recombinações extensivas e a ocorrência de variabilidade genética é oriunda de 

mutações pontuais que não apresentam relações com os diferentes loci (Feil et al., 2003). 

Portanto, nenhuma técnica de tipificação molecular é superior à outra. A escolha 

do método mais adequado deve ser baseada no objetivo da análise e nas características 

da população que se deseja avaliar. Sugere-se que para investigações epidemiológicas 

de surtos, é preferível a utilização da técnica de PFGE, por apresentar maior 
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reprodutibilidade e capacidade de discriminação dos isolados que tenham sofrido com o 

acúmulo de mutações. Para estudos epidemiológicos globais de populações, como a 

distribuicão e frequência de cepas, potencial patogênico de certas linhagens clonais, é 

recomendado o uso de técnicas que sejam capazes de avaliar as variações genéticas que 

se acumulam de forma gradual (Enright, 2002; Koreen et al., 2004). 

 

7. Perspectivas e desafios  

 

Atualmente, a estratégia mais eficiente na investigação de intoxicações 

alimentares causadas por EE é a realização de uma abordagem global da situação, 

através do uso combinado das diversas técnicas de diagnóstico disponíveis. Desta forma, 

o uso integrado de métodos clássicos de cultivo microbiano, aliados à técnicas 

imunológicas e às tecnologias para manipulação de DNA, complementadas também pelos 

estudos proteômicos, permite um estudo bem mais detalhado acerca da ocorrência de 

casos e surtos de intoxicações estafilocócicas (Figura 3).  
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Figura 3. Visão geral das técnicas atualmente disponíveis para a caracterização de surtos 

causados por enterotoxinas estafilocócicas, bem como para a determinação do potencial 

enterotoxigênico de cepas de Staphylococcus spp. isoladas de alimentos (Hennekinne et 

al., 2012). 

 

Aliado à isso, os estudos em microbiologia preditiva tem ganhado forte incentivo 

por parte da indústria de alimentos nos últimos anos. Além de ser considerada uma 

ferramenta muito poderosa na avaliação e gerenciamento de risco, os modelos preditivos 

podem auxiliar o delineamento de novas tecnologias de processamento como forma de 

minimizar a ocorrência de intoxicações alimentares (Schelin et al., 2011). No entanto, 

ainda hoje em diversos países, a caracterização do risco para intoxicação alimentar 

estafilocócica é baseada somente na identificação e quantificação de ECP nos produtos 

finais, o que não necessariamente está condicionado à presença de enterotoxinas. 

Quando avaliado de forma crítica, este parâmetro (ECP) pode ser considerado até mesmo 

incoerente, pelo fato de não abranger o verdadeiro alvo das investigações, que é 

propriamente constituído pelas EE. 
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Atualmente, diversos modelos preditivos de multiplicação e sobrevivência de S. 

aureus estão disponíveis em bancos de dados na internet (PMP: www.pmpnotes.com; 

ComBase: www.combase.cc), os quais consideram também os possíveis efeitos das 

características físico-quimicas do alimento e do ambiente sobre as taxas de multiplicação 

deste micro-organismo (Belay et al., 2002). Por outro lado, a escassez de dados similares 

que compreendam a cinética de produção de enterotoxinas em diferentes matrizes 

alimentares dificulta o desenvolvimento de novas estratégias para o gerenciamento de 

risco. 

Apesar de ser considerada uma ferramenta promissora, a determinação de 

modelos preditivos para o estudo da intoxicação alimentar estafilocócica é considerada 

uma tarefa muito desafiadora, pois inúmeros fatores são capazes de afetar a multiplicação 

de estafilococos e a produção de enterotoxinas em alimentos. Esses fatores evidenciam a 

necessidade de preencher as lacunas existentes no entendimento das relações entre 

multiplicação, sobrevivência e produção de enterotoxina em sistemas variados. 

Adicionalmente, esforços devem ser dirigidos aos estudos que tenham por objetivo o 

desenvolvimento de novas metodologias de detecção, bem como a determinação da 

prevalência, do efeito dose-dependente e a elucidação dos mecanismos de regulação das 

EE em alimentos.  
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 Caracterizar por métodos fenotípicos e genotípicos o potencial enterotoxigênico de 

isolados identificados como Staphylococcus spp. obtidos de amostras de leite cru 

e queijo frescal obtidas na região de Viçosa/MG. 

 

Objetivos específicos 

 Identificar fenotipicamente os isolados de Staphylococcus spp. provenientes de 

amostras de leite cru e queijo frescal; 

 Determinar a variabilidade genética da população de Staphylococcus spp. por 

PFGE; 

 Avaliar a capacidade de produção de enterotoxinas estafilocócicas por esses 

isolados pelo método de ensaio imunoenzimático indireto; 

 Investigar a presença de genes de enterotoxinas estafilocócicas nos isolados por 

PCR; 

 Determinar a ocorrência dos grupos egc nos isolados por RFLP-PCR; 

 Determinar a distribuição dos grupos agr nos isolados através de PCR e 

sequenciamento genético. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

1. Coleção de micro-organismos 

Em um projeto de pesquisa realizado entre 2007 e 2008, aproximadamente 600 

isolados identificados como Staphylococcus spp. foram obtidos de amostras de leite cru e 

queijo frescal da região de Viçosa, MG. As amostras de leite cru e queijo frescal foram 

submetidas a análises microbiológicas para enumeração de Staphylococcus spp. em três 

meios de cultura distintos: Ágar Baird-Parker enriquecido com gema de ovo e telurito de 

potássio; Ágar Fibrinogênio Plasma de Coelho e Sistema 3M™ Petrifilm™ Staph Express 

Count (Viçosa et al., 2010). A partir das colônias obtidas, uma amostragem foi 

selecionada, avaliada inicialmente quanto à capacidade de produzir coagulase e 

termonuclease, armazenadas em caldo Infusão Cérebro Coração (BHI) com glicerol a 

20% e congeladas em ultrafreezer a -20 °C, até a realização das etapas posteriores. 

Considerando a coleção de culturas inicialmente formada, 89 isolados foram selecionados 

e incluídos no presente estudo. Para realização dos testes fenotípicos e genotípicos, 

todos os isolados foram purificados em ágar tripticase de soja (TSA, Oxoid Limited, 

Basingstoke, UK), com incubação a 35 °C, por 24 h, e colônias isoladas transferidas para 

tubos de ensaio contendo caldo tripticase de soja (TSB, Oxoid), com incubação a 35 °C, 

por 24 h. As culturas obtidas foram submetidas aos testes fenotípicos e genotípicos 

descritos a seguir. 

 

2. Caracterização fenotípica dos isolados 

Considerando a excelente correlação entre os testes da coagulase e termonuclease 

para a identificação de estafilococos isolados de amostras de leite cru e queijo frescal 

(Viçosa et al., 2010), este estudo adotou a capacidade de produzir coagulase como 

parâmetro para o delineamento dos testes realizados e também para a discussão dos 

resultados obtidos. Assim, os isolados inicialmente caracterizados como coagulase 



43 
 

positivos foram submetidos à caracterização bioquímica complementar para identificação 

a nível de espécie. Os testes bioquímicos utilizados compreenderam: i) coloração 

diferencial de Gram; ii) verificação da atividade hemolítica em Ágar Sangue de Carneiro 

5%; iii) produção de catalase; iv) capacidade de fermentação aeróbica do manitol; v) 

capacidade de fermentação aeróbica e anaeróbica da maltose; vi) multiplicação em BPA 

adicionado de acriflavina. Além disso, alguns isolados caracterizados preliminarmente 

como coagulase-negativos foram aleatoriamente selecionados e incorporados ao estudo, 

com o objetivo de estabelecer comparações entre as duas populações, apesar de não 

terem sido submetidos à testes bioquímicos adicionais. 

Os testes de coloração de Gram, produção de catalase e verificação da atividade 

hemolítica foram realizados de acordo com os procedimentos propostos por Koneman 

(2005). Para a verificação da produção de coagulase, 0,5 mL das culturas microbianas 

obtidas foi adicionado em 0,5 mL de plasma de cavalo, com incubação a 37 °C, e leituras 

a cada 30 min, por um período de 6 h, com leitura final 24 h após a inoculação (Silva et 

al., 2005). A avaliação dos coágulos formados foi realizada de acordo com Lancette, 

Bennett (2001), considerando-se como positivas as culturas com intensidade entre 3+ e 

4+. Ainda, para a realização do teste da termonuclease, os tubos contendo previamente o 

cultivo bacteriano eram submetidos a 100 °C por 15 min, para ativação da enzima. Em 

seguida, 10 μL do inóculo inativado eram semeados em pequenos orifícios previamente 

preparados em ágar DNAse com azul de toluidina, com incubação a 37 °C por 4 h. A 

formação de um halo de coloração rósea ao redor do orifício era considerada positivo 

para o teste da termonuclease (AOAC, 1995). 

 Com o objetivo de verificar a capacidade de fermentar maltose e manitol, uma 

solução de cada açúcar foi preparada na concentração de 10% e esterilizada em filtros 

com poros de 0,22 µm (Merck Millipore, Billerica, EUA). Estas soluções foram adicionadas 

à Ágar Púrpura de Bromocresol, com obtenção de meios de cultura com concentração 

final a 1 % de cada açúcar. O teste de fermentação do manitol foi realizado em placas de 
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Petri, enquanto que a fermentação aeróbica e anaeróbica da maltose foi realizada em 

tubos de ensaio e em duplicata, na qual era adicionada uma camada de óleo mineral 

sobre o meio de cultura em somente um dos tubos, para que fosse estabelecido um 

ambiente anaeróbio. Os testes de fermentação de açúcares foram realizados a 37 °C, 

com leituras sucessivas a cada 24 h, até completar 72 h de incubação. 

 

3. Verificação da produção de enterotoxinas estafilocócicas 

 Para a detecção de enterotoxinas estafilocócicas (SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, 

SED, SEE), os isolados bacterianos foram semeados em TSA (Oxoid) e após 24 h de 

incubação a 37 °C, uma colônia isolada era transferida para o caldo 3M™ Dehydrated 

Media Staph Growth Media (3M Food Safety, St. Paul, USA), com posterior incubação a 

37 °C por 16 h. Os ensaios de detecção de enterotoxinas estafilocócicas foram 

conduzidos utilizando o kit 3M™ TECRA™ Staph aureus VIA (3M Food Safety Inc., St. 

Paul, MI, EUA), com leitura visual dos resultados conforme indicado pelo fabricante.  

 

4. Caracterização molecular dos isolados bacterianos 

 

4.1. Determinação da variabilidade genética dos isolados por eletroforese em 

campo pulsado (PFGE) 

As análises de macrorrestrição do DNA dos isolados bacterianos foram realizadas 

considerando o protocolo proposto por André et al. (2008), com algumas modificações. 

Resumidamente, a partir de um inóculo em caldo TSB com densidade óptica de 

aproximadamente 1 (λ = 590 nm) obtido após incubação a 37 °C por 16 h, 150 µL eram 

transferidos para microtubos de 1,5 mL e submetidos à centrifugação à 16000 X g por 5 

min, com descarte do sobrenadante. Em seguida, o pellet era ressuspendido em 150 µL 

da solução Cell Suspension Buffer (10 mM Tris–HCl, pH 7.2, 20 mM NaCl, 50 mM EDTA), 

acompanhado de 7 µL de solução de lisostafina (1 mg/mL, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, 
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MO, EUA) e 7 µL de solução de lisozima (10 mg/mL, Sigma-Aldrich Co.), juntamente com 

150 µL de agarose de baixo ponto de fusão (LMP) preparada a 2% e mantida a 50 °C. 

Logo após, a mistura era distribuída nas formas de confecção de plugs e deixada em 

temperatura ambiente para solidificação. Os plugs eram então transferidos para 

microtubos de 1.5 mL contendo 1 mL da solução Lysis Buffer (10 mM Tris–HCl pH 7.2, 50 

mM NaCl, 50 mM EDTA, 0.2% desoxicolato, 0.5% sarcosil) e incubados a 37 °C por 1 h. 

Em seguida, a solução prévia era substituída por 500 µL de solução de Proteinase K (2 

mg/mL - 250 mM EDTA pH 9.0, 1% sarcosil), com incubação a 50 °C por 30 min. Após a 

proteólise, os plugs eram rinsados com 1,4 mL de solução Wash Buffer (10 mM Tris–HCl 

pH 7.6, 0.1 mM EDTA), e em seguida, eram realizadas três lavagens sucessivas com a 

mesma solução com pausa de 30 min em cada lavagem.  

 Para a digestão enzimática, cerca de 1/5 do plug original era seccionado e 

posicionado em microtubos de 0,5 mL devidamente identificados. Os plugs eram 

submetidos à estabilização inicial em 200 µL do tampão da enzima 1X (TE) com repouso 

de 10 min. Após a retirada do tampão prévio, 150 µL do TE 1X eram novamente 

adicionados, acompanhados de 20 U da enzima de restrição SmaI (Promega Corporation, 

Madison, EUA), seguido de incubação a 25 °C por 4 h. Alternativamente, a digestão 

também foi realizada utilizando-se 10 U da enzima, com incubação overnight a 25 °C. 

O DNA digerido foi separado em equipamento CHEF-DRIII (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, EUA), utilizando o protocolo de 40-100s por 2 h, seguido de 2-35 s por 20 

h, em ângulo de 120°, 6V/cm, em tampão TBE 0,5X mantido a 14 °C, acompanhado de 

marcador de peso molecular Pulse Marker™ 50-1,000 Kb (Sigma-Aldrich Co.) em pelo 

menos duas canaletas por gel realizado. 

Os géis obtidos foram revelados em banho de imersão com o corante intercalante 

GelRed™ 3X (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA) e visualizados em transiluminador sob luz 

ultravioleta. As bandas obtidas foram analisadas usando o software BioNumerics v.6.6.4 

(Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). Os dendrogramas foram obtidos através do método de 
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agrupamento Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA), usando o 

coeficiente de similaridade de Dice, com tolerância de 5%. 

 

4.2. Extração de DNA 

 A extração do DNA genômico foi realizada a partir do cultivo overnight dos 

isolados bacterianos a 37 °C, utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega 

Corporation, Madison, USA), de acordo com as normas do fabricante. Para avaliar a 

qualidade do DNA obtido, uma alíquota de 2 µL de cada amostra foi incorporada à 1 µL do 

corante intercalante GelRed™ 20X (Biotium Inc.) e 2 µL do corante Blue/Orange Loading 

Dye 6X (Promega Corp.), e em seguida submetidos à eletroforese em gel de agarose a 

1% em tampão Tris Borato EDTA (TBE) 0,5X, sendo posteriormente visualizados sob luz 

UV em transiluminador. Após este procedimento, as amostras foram estocadas a -20 °C 

para futuras análises.  

 Em todos os testes de caracterização molecular, as seguintes cepas-referência de 

S. aureus foram utilizadas como controle positivos: FRI 100 (sea); ATCC 14458 (seb, sek, 

seq); ATCC 19095 (sec, seg, seh, sei, sel, sem, sen, seo, seu, locus egc); FRI 472 (sed, 

locus egc); FRI 326 (see). 

 

4.3. Detecção de genes de enterotoxinas estafilocócicas por PCR convencional 

A detecção de 16 genes de enterotoxinas (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei , 

selj, selk, sell, selq, selm, seln, selo, selu), foi realizada através da técnica de PCR, 

utilizando oligonucleotídeos cujas sequências já se encontravam previamente descritas na 

literatura (Tabela 4). O gene femA foi pesquisado com o objetivo de determinar a 

frequência de S. aureus entre os isolados, segundo o protocolo proposto por Mehrotra et 

al. (2000). Sendo assim, os genes femA, sea, seb, sec, sed, see, sen, seq e seu foram 

detectados em reações isoladas, enquanto que seg+sei, seh+sej, sek+sel e sem+seo 

foram detectados utilizando a mistura dos pares de primers correspondentes.  
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As reações de amplificação para os genes de enterotoxinas clássicas (sea-see) e 

femA foram conduzidas em 25 µL de mistura contendo: 12,5 µL do kit GoTaq® Green 

Master Mix 2X (Promega Corp.), 8,5 µL de água nuclease free, 400 nM de cada primer e 2 

µL do template. As reações foram conduzidas nas seguintes condições de amplificação: 

desnaturação inicial a 95 °C por 5 min, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 95 °C por 

45 s, anelamento a 46,2 °C por 45 s e extensão a 72 °C por 45 s, finalizando com uma 

extensão a 72 °C por 10 min.  

De forma similar, cada reação uniplex para sen, seq e seu continham 12,5 µL do 

kit GoTaq® Green Master Mix 2X (Promega Corp.), 8,5 µL de água nuclease free, 400 nM 

de cada primer e 2 µL do template. Já as reações multiplex para a amplificação do genes 

seg+sei, seh+sej, sek+sel e sem+seo eram constituídas de 12,5 µL do kit GoTaq® Green 

Master Mix 2X (Promega Corp.), 8,5 µL de água nuclease free, 200 nM de cada primer e 2 

µL do template, totalizando 25 µL de volume final.  

As condições de amplificação para os genes sem+seo e sen compreendiam: 

desnaturação inicial a 94 °C por 5 min; 35 ciclos de desnaturação a 94 °C por 5 min, 

anelamento a 55 °C por 1 min e extensão a 72 °C por 1 min; com extensão final a 72 °C 

por 5 min (Jarraud et al., 2002). Para a detecção de seg+sei, seh+sej, sek+sel e seq 

foram consideradas as seguintes condições de amplificação: desnaturação inicial a 95 °C 

por 5 min; 35 ciclos de desnaturação a 95 °C por 30 s, anelamento a 52 °C por 30 s e 

extensão a 72 °C por 1,5 min; com extensão final a 72 °C por 5 min (Bania et al., 2006). 

Por fim, para a detecção de seu, foi utilizado o seguinte protocolo de amplificação: 94 °C 

por 5 min; 30 ciclos de desnaturação a 94 °C por 2 min, anelamento a 64 °C por 1 min e 

extensão a 72 °C por 72 s; com extensão final a 72 °C por 5 min (Nashev et al., 2007).  

Todos os produtos foram submetidos à eletroforese horizontal em gel de agarose a 

2,5%, em tampão TBE 0,5X, sendo posteriormente revelados em solução de GelRed™ 

3X (Biotium Inc.) e visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta. 
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Tabela 4. Oligonucleotídeos utilizados na amplificação de genes de enterotoxinas estafilocócicas pela reação da polimerase em cadeia.  

Gene-alvo Sequência nucleotídica (5’- 3’) Tamanho do produto (pb) Temperatura de anelamento Referências 

femA 
AAAAAAGCACATAACAAGCG 

132 

46,2 °C 
Mehrotra et al. (2000); 

Rosec, Gigaud (2002) 

GATAAAGAAGAAACCAGCAG 

sea 
ACGATCAATTTTTACAGC 

544 
TGCATGTTTTCAGAGTTAATC 

seb 
GAATGATATTAATTCGCATC 

416 
TCTTTGTCGTAAGATAAACTTC 

sec 
GACATAAAAGCTAGGAATTT 

257 
AAATCGGATTAACATTATCCA 

sed 
CTAGTTTGGTAATATCTCCT 

317 
TAATGCTATATCTTATAGGG 

see 
TAGATAAAGTTAAAACAAGC 

170 
TAACTTACCGTGGACCCTTC 

seg 
GTTAGAGGAGGTTTTATG 

198 

52,0 °C Bania et al. (2006) 

TTCCTTCAACAGGTGGAGA 

seh 
CAACTGCTGATTTAGCTCAG 

173 
CCCAAACATTAGCACCA 

sei 
GGCCACTTTATCAGGACA 

328 
AACTTACAGGCAGTCCA 

selj 
GTTCTGGTGGTAAACCA 

131 
GCGGAACAACAGTTCTGA 

selk 
GGAGAAAAGGCAATGAA 

516 
TAGTGCCGTTATGTCCA 

sell 
CGATGTAGGTCCAGGA 

369 
TTCTTGTGCGGTAACCA 

selq 
GGAATTACGTTGGCGAA 

330 
AACTCTCTGCTTGACCA 

selm 
CTATTAATCTTTGGGTTAATGGAGAAC 

300 

55,0 °C Jarraud et al. (2002) 

TTCAGTTTCGACAGTTTTGTTGTCAT 

seln 
ATGAGATTGTTCTACATAGCTGCAAT 

680 
AACTCTGCTCCCACTGAAC 

selo 
AGTTTGTGTAAGAAGTCAAGTGTAGA 

180 
ATCTTTAAATTCAGCAGATATTCCATCTAAC 

selu 
CCTTTAAGGGTAATGTGTACG 

496 64,0 °C Nashev et al. (2007) 
ATCATGCTCGGTCACACC 
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4.4. Detecção e diferenciação do locus egc por RFLP-PCR  

 Para verificar a natureza do locus egc presente nos isolados bacterianos, utilizou-

se uma variação da técnica de PCR, o Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP-

PCR), segundo o protocolo proposto por Collery, Smyth (2007) e Collery et al. (2009), com 

algumas modificações. Os oligonucleotídeos utilizados na detecção do locus egc estão 

listados na Tabela 5.  

 

Tabela 5. Sequência nucleotídica dos oligonucleotídeos desenhados por Letertre et al. (2003b) 

para a detecção da natureza do locus egc.  

Denominação Sequência nucleotídica (5’- 3’) 

PSE1 TGATAATTAGTTTTAACACTAAAATGCG 

PSE2 TAAAATAAATGGCTCTAAAATTGATGG 

PSE4 CGTCTAATTGCCACGTTATATCAGT 

PSE6 ATCCGCTGAAAAATAGCATTGAT 

 

O par de primers PSE1/PSE4 foi designado para amplificar a região do egc que 

codifica tanto para os pseudogenes Ψent1 e Ψent2, como também para os genes selu ou 

seluv, iniciando no códon de parada do gene sei, até alcançar os primeiros 172 

nucleotídeos da porção 5’ do gene seln. Desta forma, o tamanho do produto obtido nas 

reações utilizando estes oligonucleotídeos corresponde a 1135 pares de bases (pb) nas 

cepas selu-, e a 1149 pb nas cepas selu+. Já a sequência 5’-CTCTAAAATTGATGG-3’ 

constituinte do primer PSE2, corresponde exatamente à inserção de 15 nucleotídeos 

presente nos genes selu ou seluv, sendo especificamente utilizado na amplificação destas 

regiões. Sendo assim, as reações de amplificação utilizando os pares de primers 

PSE2/PSE4 e PSE2/PSE6 resultam em fragmentos de PCR que apresentam 790 e 142 

pb, respectivamente, nos isolados selu + ou seluv
+ (Collery et al., 2007; Letertre et al., 

2003b).  
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As reações de amplificação para os conjuntos de primers PSE1/PSE4, 

PSE2/PSE4 e PSE2/PSE6 continham 12,5 µL do kit GoTaq® Green Master Mix 2X 

(Promega Corp.), 8,5 µL de água nuclease free, 400 nM de cada primer e 2 µL do 

template, com volume final de 25 µL. As condições de amplificação foram: desnaturação 

inicial a 94 °C por 4 min; 7 ciclos iniciais de desnaturação a 94 °C por 30 s, anelamento a 

56 °C por 30 s, extensão a 72 °C por 4 min; 21 ciclos de desnaturação a 94 °C por 30 s, 

56 °C por 35 s, extensão a 72 °C por 4 min; e extensão final a 72 °C por 7 min (Collery et 

al., 2007). Em seguida, 5 µL dos produtos obtidos eram submetidos à eletroforese 

horizontal em tampão TBE 0,5X, revelados em banho de imersão por 1 h em solução de 

GelRed™ 3X (Biotium Inc.) e visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta.  

Para dar prosseguimento às análises de RFLP-PCR, os produtos obtidos com o 

conjunto de oligonucleotídeos PSE1/PSE4 foram submetidos à clivagem enzimática pelas 

enzimas BccI (New England Biolabs Inc., Ipswich, USA), HphI (New England Biolabs Inc.) 

e HindIII (Promega Corp.) para a diferenciação dos isolados entre os grupos egc1 e egc2 

ou egc3 (Collery et al., 2007). Adicionalmente, com o objetivo de fazer a distinção entre os 

grupos egc2 e egc3, os mesmos produtos foram submetidos à restrição enzimática com 

as endonucleases BbvI e TseI (Collery et al., 2009). 

O produto amplificado pelos primers PSE1/PSE4 em isolados pertencentes ao 

grupo egc1 (Ψent1/Ψent2+), quando submetido à clivagem pela endonuclease BccI, 

resulta na formação de dois fragmentos, de 496 e 586 pb, enquanto que o mesmo produto 

de cepas selu+ ou seluv
+ é clivado em três fragmentos distintos de 586, 376 e 135 pb. 

Além disso, os produtos de PCR de isolados Ψent1/Ψent2+ são refratários à clivagem pela 

endonuclease HphI, enquanto que a endonuclease HindIII é utilizada para confirmar a 

natureza do grupo egc1, gerando dois fragmentos de 958 e 176 pb. Analogamente, os 

produtos de PCR oriundos de isolados selu+ ou seluv
+ são refratários à HindIII, apesar de 

serem suscetíveis à HphI, resultando em dois fragmentos de 850 e 298 pb. Desta forma, 

utilizando o protocolo descrito acima, é possível realizar uma diferenciação inicial dos 
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isolados que apresentem o egc1, isto é, possuem a sequência correspondente aos 

pseudogenes Ψent1/Ψent2, daqueles que possuem os genes selu ou seluv (Figura 4). 

Subsequentemente, com o objetivo de diferenciar os isolados do grupo egc2 

(selu+) e egc3 (seluv
+), foi utilizado o mesmo protocolo de RFLP-PCR descrito acima, 

substituindo as endonucleases já citadas por BbvI e TseI (Collery et al., 2009). Essas 

endonucleases são capazes de realizar clivagens diferenciais nas sequências dos grupos 

egc2 e egc3 amplificadas pelos primers PSE1/PSE4, apesar de não conseguirem 

distinguir as sequências do grupo egc1 daquelas do grupo egc3. As sequências do grupo 

egc2 são clivadas em dois fragmentos por ambas as endonucleases, correspondendo à 

942 e 206 pb quando clivados por BbvI, de 954 e 194 pb quando clivados por TseI. Já as 

sequências do grupo egc3 geram dois fragmentos de 777 e 165 pb pela endonuclease 

BbvI, além de dois fragmentos de 802 e 152 pb quando clivados por TseI, permitindo 

assim a distinção entre esses dois grupos (Figura 4). 

 

Figura 4. Sítios de clivagem das diferentes enzimas de restrição utilizadas no protocolo de RFLP-

PCR para determinação da natureza do locus egc (Collery et al., 2007; Collery et al., 2009). 

 

 Assim, nas reações de restrição enzimática utilizou-se o produto amplificado pelos 

primers PSE1/PSE4 nas condições anteriormente descritas. A restrição por HindIII foi 

realizada a partir de 6 µL do produto amplificado, adicionados de 17 µL de água ultra-

pura, 3 µL do tampão 10X Buffer E (60 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 M NaCl, 60 mM MgCl2, 10 

mM DTT), 3 µL de albumina sérica de bovino (BSA) e 1 µL da enzima (10 U/µL), com 
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posterior incubação overnight a 37 °C. De forma semelhante, as reações de restrição pela 

endonuclease HphI ocorreram overnight à 37 °C, e continham 17 µL de água ultra-pura, 6 

µL do produto de PCR, 3 µL do tampão 10X NE Buffer 4 (50 mM acetato de potásio, 20 

mM Tris-acetato, 10 mM de acetato de magnésio, 1 mM DTT pH 7,9) e 1 µL da enzima (5 

U/µL). Já a restrição por BccI foi realizada a partir de 20 µL de produto amplificado, 

adicionados de 5 µL do tampão 5X NEB Buffer 1 (10 mM Bistris propano-HCl, 10 mM 

MgCl2, 1 mM DTT pH 7,0) e 1 µL da enzima (10 U/µL), com incubação overnight a 37 °C. 

Todos os produtos foram submetidos à eletroforese horizontal em gel de agarose a 2,5%, 

em tampão TBE 0,5X, sendo posteriormente revelados em solução de GelRed™ 3X 

(Biotium Inc.) e visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta.  

Adicionalmente, para diferenciar as cepas inicialmente identificadas como 

pertencentes aos grupos egc2 ou egc3, utilizou-se novamente a RFLP-PCR, porém com 

as endonucleases BbvI e TseI. Para a clivagem por BbvI, utilizou-se 10 µL do produto 

amplificado pelos primers PSE1/PSE4, adicionados de 2,5 µL do tampão 5X NEB Buffer 2 

(50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7.9, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT) e 2 µL da enzima BbvI 

(2 U/µL), com incubação a 37 °C por 4 h. De forma similar, nas reações de clivagem 

enzimática por TseI, utilizou-se o tampão 5X NEB Buffer 3 (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl 

pH 7.9, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT) e 1 µL da enzima TseI (5 U/µL), com incubação a 65 °C 

por 4 h. Ao fim das digestões, os produtos resultantes foram submetidos à eletroforese 

horizontal em gel de agarose a 2,5%, em tampão TBE 0,5X, sendo posteriormente 

revelados em solução de GelRed™ 3X (Biotium Inc.) e visualizados em transiluminador 

sob luz ultravioleta. 
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4.5. Deteccção do locus agr por PCR 

Todos os isolados foram submetidos à PCR convencional para amplificação do 

gene agr, utilizando os primers listados na Tabela 6, na qual cada reação continha 25 µL 

do kit GoTaq® Green Master Mix 2X (Promega Corp.), 21 µL de água nuclease free, 200 

nM de cada primer e 2 µL do template, totalizando um volume de 50 µL por reação. Para 

a amplificação da porção variável do agr, foram utilizadas as seguintes condições de 

reação: desnaturação inicial a 94 °C por 4 min; 40 ciclos de desnaturação a 94 °C por 1 

min, anelamento a 50 °C por 1 min e extensão a 74 °C por 2 min; e ao final uma extensão 

a 74 °C por 3 min. Todos os produtos obtidos foram avaliados em eletroforese horizontal 

em gel de agarose a 1%, em tampão TBE 0,5X, revelados em banho de imersão de 

GelRed™ 20X (Biotium Inc.) e visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta.  

 

Tabela 6. Oligonucleotídeos desenhados por van Leeuwen, van Nieuwenhuizen, Gijzen, Verbrugh, 

van Belkum (2000) e utilizados na amplificação e sequenciamento da porção variável do locus agr, 

segundo o protocolo de Gilot, Lina, Cochard, Poutrel (2002). 

Denominação Sequência nucleotídica (5’-3’) 

B1 TATGCTCCTGCAGCAACTAA 

C2 CTTGCGCATTTCGTTGTTGA 

 

4.6. Sequenciamento parcial do locus egc e do locus agr 

Considerando os resultados obtidos na detecção dos genes agr e egc, os produtos 

obtidos foram submetidos a sequenciamento para identificação de possíveis variações 

nas sequencias detectadas. Para o sequenciamento dos produtos das reações para 

detecção do gene agr, fragmentos obtidos de 55 isolados foram selecionados 

considerando os perfis genéticos obtidos por PFGE. Para o gene egc, os produtos obtidos 

a partir dos primers PSE1/PSE4 foram submetidos ao sequenciamento. 

Assim, todos os produtos de PCR selecionados foram enviados à empresa 

Macrogen Inc. (Seoul, Korea), onde foram purificados e submetidos ao sequenciamento 
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automático utilizando a metodologia adaptada de Sanger, Nicklen, Coulson (1977). As 

sequências obtidas foram analisadas no software de análise de sequências nucleotídicas 

Sequencher® v.4.1.4 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, USA) e comparadas com o 

banco de dados depositado no GenBank National Center for Biotechnology Information 

(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Todos os isolados selecionados para o presente estudo foram identificados com S. 

aureus, através da presença do gene femA. No entanto, dos 89 isolados testados, 71 

(79,8%) apresentaram resultado positivo para o teste da coagulase, enquanto 73 (82,0%) 

foram identificados como termonuclease-positivos. Dos 71 isolados coagulase-positivos, 3 

não apresentaram produção concomitante de termonuclease. Por outro lado, dos 18 

isolados coagulase-negativos, 5 foram positivos para termonuclease. Em estudo similar, 

Veras et al. (2008) avaliaram a presença de femA em estafilococos provenientes de 

derivados lácteos, utilizando os mesmos primers deste estudo, e observaram que 3 dos 

15 isolados coagulase-negativos apresentaram resultados positivos para esse gene. O 

produto do gene femA está associado com a resistência à meticilina em S. aureus, e 

também está envolvido no metabolismo da síntese da parede celular (Hiramatsu, Asada, 

Suzuki, Okonogi, Yokota, 1992; Kobayashi et al., 1994). Estudos inicalmente 

demonstraram que femA estava especificamente relacionado à S. aureus e apresentava 

correlação excelente com a capacidade de produzir coagulase (Kobayashi et al., 1994; 

Vannuffel et al., 1995). Contudo, foram encontradas evidências da presença de um gene 

homólogo ao femA em espécies de ECN, como S. epidermidis , S. simulans, S. hominis e 

S. saprophyticus, com um grau de homologia de 70 a 80% entre as sequências, quando 

comparadas à S. aureus (Alborn et al., 1996; Vannuffel et al., 1999). Apesar dessas 

evidências, Vannuffel et al. (1999) considera que é possível utilizar femA como gene-alvo 

nas reações de identificação de S. aureus, devido à diferenças nas sequências das 

diversas espécies do gênero.  

Considerando ainda o total de isolados testados, 14 (15,7%) foram capazes de 

produzir enterotoxinas em níveis detectáveis pelo TECRA (3M Food Safety Inc.). Dentre 

os isolados produtores de enterotoxinas, 12 pertenciam ao grupo dos coagulase e 

termonuclease positivos; dos 2 isolados coagulase-negativos, 1 apresentou, no entanto, a 
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produção de termonuclease. Quanto à ocorrência de genes de enterotoxinas clássicas 

nos isolados produtores de enterotoxinas, o gene sec foi o mais observado (8/14), 

ocorrendo em concomitância com outros genes e também isoladamente (Tabela 7). 

Ainda, 2 isolados que não possuíam genes de enterotoxinas clássicas foram capazes de 

apresentar resultados positivos no ensaio imunoenzimático. No entanto, esses isolados 

possuíam genes para as demais enterotoxinas testadas, apresentando os genótipos seg 

seh sei seq e seh sei seq (Tabela 8). Isto pode indicar falhas na interpretação visual dos 

resultados no ensaio imunoenzimático ou, até mesmo, sugerir reações cruzadas entre as 

EEl e os anticorpos para enterotoxinas clássicas presentes no ensaio imunológico 

utilizado. 

Resultados similares foram encontrados por Rosec, Guiraud, Dalet, Richard (1997) 

ao analisarem diversas categorias de alimentos, no qual foi demonstrado que 30,5% dos 

213 isolados testados produziram enterotoxinas (SEA a SEE), porém em uma frequência 

menor (12,3%) nos isolados oriundos de queijos produzidos com leite cru. Em outro 

estudo realizado no Brasil, com amostras de leite cru, Fagundes, Barchesi, Nader Filho, 

Ferreira, Oliveira (2010) verificaram que 22% dos isolados produziram enterotoxinas. No 

entanto, a frequência de isolados enterotoxigênicos em derivados lácteos aparenta ser 

frequentemente maior do que a encontrada nos isolados deste estudo, sugerindo que a 

origem geográfica dos isolados influencia na capacidade de produzir enterotoxinas (De 

Buyser et al., 2001; Morandi, Brasca, Lodi, Cremonesi, Castiglioni, 2007; Normanno et al., 

2005).  

No protocolo de PFGE utilizado neste estudo, a digestão enzimática do DNA de 

isolados de estafilococos pela endonuclease SmaI revelou 9 a 16 fragmentos (Figura 5). 

Para a realização das análises de agrupamento (UPGMA), os isolados foram classificados 

segundo a capacidade de produção de coagulase. A partir de um coeficiente de 

similaridade de 90%, os clusters resultantes foram separados em pulsotipos e numerados 

com algarismos romanos. 
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Figura 5. Exemplo de gel de PFGE contendo diferentes perfis de macrorrestrição pela 

endonuclease SmaI de isolados de estafilococos obtidos de amostras de leite cru e queijo frescal. 

M: marcador de peso molecular Pulse Marker™ 50-1,000 Kb (Sigma-Aldrich Inc.) 

 

A Figura 6 representa o dendograma obtido para os 71 isolados coagulase-

positivos encontrados neste estudo. De maneiral geral, os isolados apresentaram uma 

variabilidade entre 65,2% e 100%, revelando 46 perfis distintos. Em um coeficiente de 

similaridade de 90%, observou-se a ocorrência de 16 pulsotipos (CP-PI a CP-PXVI), que 

abrigavam desde um até 30 isolados simultaneamente (CP-PIII). 

Estudos sobre a variabilidade genética de estafilococos isolados de derivados 

lácteos no Brasil são muito escassos. Recentemente, Fagundes et al. (2010) observaram 

uma alta variabilidade dos isolados de S. aureus oriundos de leite cru no estado de São 

Paulo, onde verificaram 13 perfis de PFGE distintos em 18 isolados testados. De forma 

similar, Arcuri et al. (2010) revelaram a ocorrência de 65 perfis de PFGE distintos obtidos 

em 92 cepas de S. aureus isoladas de leite cru e queijo Minas Frescal, produzidos no 

estado de Minas Gerais. Já no estado de Goiás, as análises de PFGE realizadas em 71 

M M 

48,5 Kb 

242,5 Kb 

533,5 Kb 
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isolados de S. aureus oriundos de queijo frescal e leite cru revelaram 34 perfis distintos, 

evidenciando a variabilidade dos isolados nessa região (André et al., 2008). Por fim, 

Tondo, Guimarães, Henriques, Ayub (2000) encontraram 42 perfis de PFGE ao 

analisarem 48 isolados de S. aureus de origens variadas dentro de uma planta de 

processamento de leite. Ainda no trabalho de Tondo et al. (2000), com base nos 

resultados obtidos com a técnica de PFGE, foi possível verificar que a fonte de 

contaminação do queijo produzido era o leite cru e não os manipuladores testados. Assim, 

os resultados obtidos na análise de PFGE deste presente estudo são comparáveis 

àqueles encontrados em estudos similares, inclusive em outros países (Aydin, Sudagidan, 

Muratoglu, 2011; Boerema, Clemens, Brightwell, 2006; Peles et al., 2007).  
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Figura 6. Dendograma obtido considerando os perfis de PFGE de isolados de estafilococos 

coagulase-positivos oriundos de amostras de leite cru e queijo frescal, e identificação dos grupos 

egc e agr detectados. ND: grupo agr não determinado.   
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O agrupamento dos perfis de PFGE obtidos para os 18 isolados coagulase-

negativos revelou uma variabilidade maior do que aquela observada para os isolados 

coagulase-positivos (52,8% a 100%), distribuídos em 17 perfis distintos. Quando 

analisados por um coeficiente de similaridade de 90%, os isolados coagulase-negativos 

foram distribuídos em 11 pulsotipos (CN-PI a CN-PXI), que eram constituídos na sua 

maioria por isolados individualizados, com exceção dos pulsotipos CN-PIII e CN-PIX 

(Figura 7).  

 Figura 7. Dendograma obtido considerando os perfis de PFGE de isolados de estafilococos 

coagulase-negativos oriundos de amostras de leite cru e queijo frescal, e identificação dos grupos 

egc e agr detectados. ND: grupo agr não determinado.  
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A PFGE é uma técnica aplicável e altamente reprodutível para a discriminação de 

isolados de ECN (Gillespie, Headrick, Boonyayatra, Oliver, 2009; Thorberg et al., 2006). 

Em um estudo realizado com ECN isolados de leite de ovelha, não foi observada relação 

entre os biotipos encontrados e os perfis de macrorrestrição por PFGE (Pilipčincová, 

Bhide, Dudriková, Trávniček, 2010). Outro estudo revelou que os perfis de PFGE obtidos 

para os isolados de ECN obtidos de amostras de alimentos não são similares aos perfis 

de ECN oriundos de amostras clínicas, e ainda observou-se que as espécies S. equorum 

and S. xylosus, majoritariamente presente em alimentos, não foram encontradas nas 

amostras clínicas (Coton et al., 2010).  

Em relação ao potencial enterotoxigênico dos isolados, foi observado que somente 

21,4% dos isolados que apresentavam ao menos um gene de enterotoxina clássica (sea-

see) foram capazes de produzir enterotoxinas em nível detectáveis pelo TECRA. Esta 

frequência pode ser considerada muito baixa quando comparada a outros estudos (Aydin 

et al., 2011; Boerema et al., 2006; McLauchlin, Narayanan, Mithani, O'Neill, 2000). A 

diferença observada entre a presença de genes e a capacidade de produzir enterotoxinas 

pode ser explicada pela produção em níveis muito baixos, aquém do limite de detecção 

da técnica (Park et al., 1996). Outra possível justificativa é a expressão incompleta dos 

genes de enterotoxinas, que pode ocorrer devido à mutações pontuais que silenciam 

alguns genes (Okoji, Inglis, Stewart, 1993). Ainda, a expressão de enterotoxinas pode 

também ser afetada pelas condições ambientais, como temperatura, pH e atividade de 

água (Nájera-Sánchez, Maldonado-Rodríguez, Olvera, Garza, 2003). Além disso, estudos 

proteômicos recentes confirmam a grande variabilidade no perfil de expressão de diversos 

fatores de virulência por cepas de S. aureus, o que pode ser reflexo não somente da 

plasticidade do genoma, como também das possíveis diferenças que ocorrem nos 

mecanismos de regulação transcricional e traducional dentro de uma mesma espécie 

(Ziebandt et al., 2010). 
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Tabela 7. Frequência dos genótipos encontrados na pesquisa de genes para enterotoxinas 

clássicas e sua relação com a produção de enterotoxinas, coagulase e termonuclease.  

Genótipo n Coagulase + (TECRA +) Coagulase – (TECRA +) 

ausente 33 29 (0) 4 (0) 

sea 7 4 (0) 3 (0) 

sec 3 2 (1) 1 (0) 

sed 2 2 (0) - 

see 7 6 (2) 1 (1) 

sea seb 2 2 (1) - 

sea sec 2 2 (0) - 

sea sed 1 1 (0) - 

sea see 5 3 (0) 2 (0) 

sec see 3 2 (0) 1 (1) 

sea seb sec 3 3 (2) - 

sea seb see 6 4 (0) 2 (0) 

sea sec see 3 2 (1) 1 (0) 

seb sec see 1 1 (1) - 

sec sed see 1 1 (1) - 

sea seb sec see 6 5 (0) 1 (0) 

sea seb sec sed see 4 2 (1) 2 (0) 

 

Quanto à pesquisa de genes de enterotoxinas, foi observado que todos os 

isolados apresentaram ao menos um dos genes pesquisados. Além disso, 56 (62,9%) 

isolados apresentaram ao menos um dos genes de enterotoxinas clássicas, sendo sea 

(39/89) e see (35/89) os genes mais representados. Nenhum dos genes pesquisados 

ocorreu de forma isolada, o que gerou 59 genótipos distintos, dos quais os mais 

frequentemente observados foram seg seh sei sem seo seq (5/89) e seh sei sem seo seq 

(5/89) (Tabela 8).  

Considerando somente os isolados coagulase-positivos, os genes de 

enterotoxinas clássicas mais frequentemente observados foram sea (28/71) e see (26/71), 

enquanto que para as EEl ocorreu uma maior frequência dos genes sei (70/71) e seh 

(69/70). Não foi observada a presença de sek nos isolados coagulase positivos, com 

baixíssima ocorrência de sel (4/71) e sed (6/71). A ocorrência de genes de enterotoxinas 
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nos isolados coagulase-negativos foi semelhante ao observado para os coagulase-

positivos, com ocorrência de seh e sei em todos os 18 isolados, com predominância de 

sea (11/18) e see (9/18) dentre as enterotoxinas clássicas. Em outro estudo envolvendo 

alimentos de origens variadas, verificou-se que 51,4% dos isolados de ECN foram 

capazes de produzir enterotoxinas SEA-SEH (Zell et al., 2008).  

 

Tabela 8. Genótipos definidos a partir da presença de genes de enterotoxinas em cepas de 

Staphylococcus spp. isoladas de amostras de leite cru e queijo frescal.  

Genótipos Frequência (n) 

seg seh sei sem seo seq 5 

seh sei sem seo seq 5 

sea seb see seg seh sei sej sem sen seo seq seu 4 

see seg seh sei sem sen seo seq 4 

seh sei sem sen seo seq 4 

seg seh sei sem sen seo seq 3 

seh sei seq 3 

sea seb sec sed see seg seh sei sej sek sel sem sen seo seq seu 2 

sea seb sec sed see seg seh sei sej sem sen seo seq seu 2 

sea seb sec see seg seh sei sem sen seo seq seu 2 

sec seg seh sei sem sen seo seq 2 

sed seh sei sem seo seq seu 2 

see seh sei sem sen seo seq 2 

seg seh sei seq 2 

sea see seh sei 2 

sea seb sec see seg seh sei sej sel sem sen seo seq seu 1 

sea seb sec see seg seh sei sej sem sen seo seq seu 1 

sea seb sec see seg seh sei sej sem sen seo seu 1 

sea seb seg seh sei sej sem sen seo seq seu 1 

sea seb sec seg seh sei sem sen seo seq seu 1 

seb sec see seg seh sei sem sen seo seq seu 1 

sea sec see seg seh sei sem sen seo seq seu 1 

sea seb see seg seh sei sem sen seo seq seu 1 

sea seb sec seg seh sei sej sem sen seo seq 1 

sea sec seg seh sei sej sem sen seo seq seu 1 

sea see seg seh sei sem sen seo seq seu 1 
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Continuação da Tabela 8. 
 

Genótipos Frequência (n) 

sea seb seg seh sei sem sen seo seq seu 1 

sea seb sec seh sei sej sem sen seo seq 1 

sea seb see seg seh sei sem sen seo seq 1 

sea see seg seh sei sej sem seo seq seu 1 

sec see seg seh sei sem sen seo seq seu 1 

sea seb sec see seh sei sel sen seu 1 

sea seg seh sei sem sen seo seq seu 1 

sea seg seh sei sel sem sen seo seu 1 

see seh sei sem sen seo seq seu 1 

sec see seh sei sem sen seo seq 1 

sea seg seh sei sem seo seq seu 1 

sea see seh sei sem sen seo seq 1 

sec seh sei sem sen seo seq seu 1 

sea sed seg seh sei sen seo seq 1 

sec sed see seh sei sem seo seq 1 

seg seh sei sem sen seo seq seu 1 

sea seg seh sei sem seo seq 1 

sea seh sei sem seo seq seu 1 

sea seh sei sem sen seo seq 1 

sec see seh sei sem seo seq 1 

sea seg seh sei sem sen seo 1 

seg seh sei sej sem sen seo 1 

seg seh sei sem seo seq seu 1 

seg seh sei sem sen seo 1 

seh sei sem seo seq seu 1 

sea sec see seg seh sei 1 

sei sem sen seo seq 1 

sea sec seh sei sen 1 

seh sei sel seq 1 

seh sei sem seo 1 

sea sec see seh 1 

seh sei sen 1 

sei seq 1 

TOTAL 59 

 



65 
 

A elevada frequência de isolados enterotoxigênicos já foi relatada em outros 

estudos. Srinivasan et al. (2006) pesquisaram a ocorrência de genes de enterotoxinas 

clássicas e EEl em isolados de S. aureus de leite mastítico e observaram que 93,6% dos 

isolados apresentaram ao menos um dos genes pesquisados. De forma similar, Chiang et 

al. (2008) relataram a ocorrência de genes de diversas enterotoxinas em 91,8% dos 

isolados de S. aureus obtidos de fezes e vômitos de pacientes associados com 

intoxicações alimentares. Em outro estudo realizado em 108 isolados clínicos de 

diferentes regiões da China, foi observado que 90,7% dos isolados apresentaram ao 

menos um dos genes de toxinas pesquisados, que incluíram 18 genes de enterotoxinas e 

3 genes de exotoxinas exfoliativas (Xie et al., 2011).  

Ainda neste estudo, foi possível observar que os genes de enterotoxinas clássicas 

estavam acompanhados por ao menos um dos genes de EEl (Tabela 9), como igualmente 

descrito por Bania et al. (2006). Por outro lado, em grande parte dos isolados que 

possuíam genes de EEl, não foi observada a presença concomitante dos genes de 

enterotoxinas clássicas (sea-see), como já relatado anteriormente em estudos similares 

(Akineden et al., 2001; Bania et al., 2006; Blaiotta et al., 2004; Rosec et al., 2002). No 

entanto, Oh et al. (2011) verificaram que 95% dos isolados de S. aureus carreadores de 

genes de enterotoxinas clássicas também apresentavam genes de EEl. 
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Tabela 9. Frequência de genes das enterotoxinas estafilocócicas seg a seu agrupados de acordo 

com os genótipos de enterotoxinas clássicas (sea-see) apresentados por isolados de 

Staphylococcus spp. oriundos de leite cru e queijo frescal. 

Genótipos de 

enterotoxinas clássicas 
n seg seh sei sej sek sel sem sen seo seq seu 

sea 7 5 7 7 0 0 1 7 5 6 5 4 

sec 3 1 3 3 0 0 0 3 3 3 3 1 

sed 2 0 2 2 0 0 0 2 0 2 2 2 

see 7 4 7 7 0 0 0 7 7 7 7 1 

sea seb 2 2 2 2 1 1 0 2 2 2 2 2 

sea sec 2 1 2 2 1 0 0 1 2 1 1 1 

sea sed 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 

sea see 5 2 5 5 1 0 0 3 2 3 3 2 

sec see 3 1 3 3 0 0 0 3 2 3 3 1 

sea seb sec 3 2 3 3 2 0 0 3 3 3 3 1 

sea seb see 6 6 6 6 4 0 0 6 6 6 6 5 

sea sec see 3 2 3 2 0 0 0 1 1 1 1 1 

seb sec see 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 

sec sed see 1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 

sea seb sec see 6 6 6 6 3 0 1 6 6 6 4 6 

sea seb sec sed see 4 4 4 4 4 1 2 4 4 4 4 4 

ausentes 33 13 31 33 1 0 1 23 11 25 30 3 

 

No presente estudo, todos os isolados positivos para seg também apresentaram 

sei (n=51), porém 38 isolados positivos para sei não continham seg (Tabela 8). Ainda que 

seg e sei coexistam no mesmo elemento genético móvel, como descrito por Jarraud et al. 

(2001), sei também pode ocorrer de forma independente de seg em isolados de 

estafilococos provenientes de amostra de alimentos. Em estudo realizado por McLauchlin, 

Narayanan, Mithani, O'Neill (2000), 19 isolados possuíam a combinação seg e sei, 
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enquanto que a ocorrência isolada de sei foi observada em 1 isolado. Este mesmo dado 

foi corroborado por Aydin et al. (2011), que encontraram 28 isolados positivos para seg e 

sei, enquanto 3 isolados apresentaram somente sei. No presente estudo, a frequência de 

sei independentemente de seg demonstrou-se muito mais elevada, reforçando a hipótese 

de que sei possa existir em outro elemento genético no qual não haja a presença de seg.  

Alguns autores sugeriram que seg e sei podem estar associados à S. aureus 

isolados de vacas mastíticas e leite cru (Arcuri et al., 2010; Omoe et al., 2002). Apesar da 

comprovada capacidade emética de SEG e SEI, estudos relatam que essas proteínas não 

são produzidas em níveis passíveis de serem detectadas por testes imunológicos comuns 

(Jarraud et al., 2001; Munson et al., 1998; Omoe et al., 2002), colocando em questão o 

papel dessas enterotoxinas na ocorrência de surtos de intoxicações alimentares. 

Considerando ainda que seg e sei são constituintes do locus egc, e que esses genes são 

transcritos em um único mRNA policistrônico, Omoe (2002) sugeriram que SEG e SEI 

podem ser reguladas em nível traducional, o que explicaria a produção em concentrações 

tão baixas. 

Os genes mais comumente detectados no presente estudo foram sei (98,9%) e 

seh (97,8%). Ambos os genes ocorreram em concomitância com os demais genes 

pesquisados, na maioria das vezes com genes de enterotoxinas clássicas (Tabela 9), o 

que foi relatado em outros estudos similares (Chen, Chiou, Tsen, 2004; Fueyo, Mendoza, 

Alvarez, Martin, 2005; Ruzickova et al., 2008). No entanto, o genótipo seh, sei e sen foi 

observado em apenas um isolado do presente estudo, enquanto sei ocorreu associado 

somente com seq em outro isolado (Tabela 8).  

A elevada ocorrência de seh em isolados de Staphylococcus spp. provenientes de 

amostras de alimentos já foi observada em outros estudos (Omoe et al., 2002; Rosec et 

al., 2002; Sakai et al., 2008), inclusive em associação com o locus egc (Fueyo et al., 

2005). Esta toxina já foi envolvida em surtos de intoxicação alimentar, tendo ocorrido de 

forma isolada (Jorgensen et al., 2005), como também em associação com SEA (Ikeda et 
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al., 2005) e SED (Pereira et al., 1996). SEH foi inicialmente descrita por Ren et al. (1994) 

e posteriormente purificada por Su, Wong (1995), os quais foram responsáveis por 

demonstrar a estrutura e capacidade emética dessa proteína. Além disso, SEH é 

considerada um potente indutor mitótico de células T humanas (Nilsson, Björk, Dohlsten, 

Antonsson, 1999), apesar de não interagir com receptores de células T de camundongos 

(Pettersson, Forsberg, 2002).  

Baba et al. (2002) verificaram a localização de seh em um elemento genético 

móvel que se insere próximo ao cassete cromossomal SCCmec tipo IV, e Noto et al. 

(2006) concluíram que a presença de seh poderia ser o fator responsável pela integração 

e estabilização do gene de resistência à meticilina no cromossomo de S. aureus. Quanto 

à regulação de seh, estudos anteriores sugeriram que este gene poderia estar sob 

regulação do sistema agr (Derzelle et al., 2009; Omoe et al., 2002). No entanto, um 

estudo recente abordou detalhadamente os perfis de expressão desta toxina em nível 

transcricional e protéico. Os autores concluíram que seh é ativado no início da fase 

exponencial da multiplicação bacteriana, com redução dos transcritos ao final da fase 

estacionária, o que é muito similar ao padrão seguido por sea. Além disso, foi observada 

uma grande variabilidade na produção de SEH entre as culturas testadas, com 

concentrações variando de 20 ng/mL até 100 ng/mL (Lis, Podkowik, Bystron, Stefaniak, 

Bania, 2012). Alguns ensaios imunológicos foram desenvolvidos com o objetivo de 

detectar SEH em amostras de alimentos (Sakai et al., 2008; Su, Wong, 1996), porém não 

há nenhum método disponível oficialmente para comercialização. Diante da elevada 

frequência de seh em isolado de estafilococos, aliada à comprovada capacidade 

enterotoxigênica desta toxina, esforços devem ser direcionados para a regulamentação 

de novos kits de detecção para esta e outras proteínas, de forma a determinar o impacto 

dessas toxinas recém-descritas no surgimento de casos e surtos de intoxicações 

alimentar.  
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O gene menos frequente neste estudo foi representado por sek (2,2%). Os 2 

isolados sek-positivos apresentaram concomitantemente todos os outros genes 

pesquisados (Tabela 8). A ocorrência de sek em conjunto com outras enterotoxinas já foi 

demonstrada, como sel e sec na ilha de patogenicidade SaPI4 (Novick, 2003a), e também 

com seb em SaPI3 (Fitzgerald et al., 2001). A presença de sek em associação com seq 

também foi demonstrada em isolados de S. aureus obtidos de produtos cárneos (Bania et 

al., 2006). Além disso, o sequenciamento completo da cepa S. aureus Mu50 revelou que 

sek está localizado em uma ilha de patogenicidade (SaPI1) próxima ao sítio de integração 

do prófago ΦMu50A, o que pode justificar a ocorrência de ambos os genes (Kuroda et al., 

2001; Oh et al., 2011). Portanto, é possível que os isolados sek-positivos deste estudo 

sejam carreadores de múltiplas ilhas de patogenicidade, o que evidencia o potencial 

enterotoxigênico desses isolados.  

Os genes sed e sej estão localizados no mesmo plasmídeo (Zhang et al., 1998) e 

demonstram ocorrer de forma associada com frequência (Akineden et al., 2001; Scherrer, 

Corti, Muehlherr, Zweifel, Stephan, 2004), inclusive em combinação com outros genes, 

como já observado com o egc e SaPIbov (Smyth et al., 2005). A ocorrência de sed e sej 

foi observada em quatro isolados deste estudo, distribuídos nos genótipos sea seb sec 

sed see seg seh sei sej sek sel sem sen seo seq seu e sea seb sec sed see seg seh sei 

sej sem sen seo seq seu, confirmando a ocorrência destes genes em associações com os 

demais genes de enterotoxinas clássicas e também EEl. 

Quanto à presença do locus egc nos isolados deste estudo, observou-se que 

somente 5 (5,6%) isolados foram positivos aos testes utilizados (Tabela 10). Entretanto, 

apesar de não terem sido confirmados pelo protocolo de RFLP-PCR utilizado neste 

estudo, a presença do locus egc pode ser sugerida em 36 dos 89 isolados pesquisados, 

pelo fato de apresentarem a combinação exata dos genes constituintes do cluster, como 

verificado nas reações de PCR (Tabela 8). Isto pode sugerir que os primers utilizados no 
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protocolo de RFLP-PCR para a detecção do locus egc sejam mais específicos do que 

aqueles utilizados na amplificação independente dos mesmos genes presentes no cluster.  

 

Tabela 10. Características bioquímicas e genotipicas dos cincos isolados caracterizados como egc 

positivos segundo o protocolo de RFLP-PCR.  

Isolado Coagulase TNase TECRA
a
 sea-see

b
 seg-seu

b
 

9 + + - sea seb sec see 
seg seh sei sej sel sem 

sen seo seq seu 

21 + + - - 
seg seh sei sem sen seo 

seq seu 

25 + + - sea seb sec see 
seg seh sei sej sem sen 

seo seu 

66 - - - sea seb sec sed see 
seg seh sei sej sek sel 

sem sen seo seq seu 

78 + + - sea seb see 
seg seh sei sem sen seo 

seq seu 

a
 Ensaio imunoenzimático  

b 
Presença de genes de enterotoxinas estafilocócicas detectados por PCR.  

 

Ainda, foi possível observar a presença incompleta do locus egc em inúmeros 

isolados deste estudo (Tabela 8), como já relatado anteriormente (Blaiotta et al., 2004; 

Collery et al., 2009; Elazhari et al., 2011; Thomas et al., 2006; Zocche, Bastos, da Silva, 

2010). Isto pode ocorrer devido à mutações pontuais nos genes constituintes do egc, 

como também pode ser causado pela presença isolada destes genes em outros 

elementos genéticos móveis (Elazhari et al., 2011). Além disso, a região intergênica sei-

seln revelou ser um local potencial para a inserção de sequências exógenas, como 

cassetes e transposases, o que contribui ainda mais para o polimorfismo do locus egc 

(Thomas et al., 2006). 

A ocorrência do locus egc é pouco documentada em estafilococos isolados de 

amostras de alimentos. O primeiro relato foi descrito por Blaiotta et al. (2004), que 

verificaram a baixa frequência (10,1%) do egc em estafilococos isolados de produtos 
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cárneos e derivados lácteos. Posteriormente, Lawrynowicz-Paciorek, Kochman, 

Piekarska, Grochowska, Windyga (2007) relataram a presença do egc em 42% dos 

estafilococos isolados de alimentos variados, que eram pertencentes em sua maioria ao 

grupo egc1. No entanto, em outro estudo mais recente, o locus egc foi detectado em 

64,2% dos isolados de S. aureus provenientes de órgãos internos de aves, com 

predominância de 96% do grupo egc1 (Bystron et al., 2010). Esses dados revelam uma 

frequência variada na ocorrência do egc em S. aureus isolados de alimentos, o que pode 

estar relacionado com a técnica de detecção utilizada, como também com a origem 

desses isolados.  

Em outro estudo mais recente, a ocorrência do egc (29,5%) foi maior do que 

aquela encontrada para os genes de enterotoxinas clássicas pesquisados em 336 

isolados provenientes de alimentos diversos, com predominância do grupo egc1 (92,9%) 

(Zhang et al., 2013). Ainda, o perfil de expressão dos genes constituintes do locus egc foi 

avaliado por qRT-PCR, que demonstrou um acúmulo maior dos transcritos do egc ao final 

da fase exponencial da curva de multiplicação bacteriana, o que também foi observado 

para sea, seb e sed. Apesar de serem considerados superantígenos (Jarraud et al., 

2001), as enterotoxinas constituintes do egc são capazes de alterar o sistema imunológico 

de maneira distinta das demais enterotoxinas, o que pode estar relacionado à fase em 

que são secretadas (Grumann et al., 2008). Ainda, um estudo revelou pela primeira vez a 

ocorrência das enterotoxinas SElL e SelP em nível protéico, enquanto que as 

enterotoxinas do locus egc não foram detectadas nas mesmas condições (Pocsfalvi et al., 

2008), o que demanda estudos mais aprofundados sobre a regulação em nível traducional 

dessas toxinas. 

Estudos sobre a ocorrência do egc em amostras clínicas revelam que a alta 

frequência deste cluster nos isolados de estafilococos pode conferir uma vantagem 

competitiva, como sugerido para os isolados de origem bovina (Jarraud et al., 2001; 

Smyth et al., 2005). Mempel et al. (2003) verificaram que 48% dos isolados 
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enterotoxigênicos de S. aureus oriundos de pacientes com eczema atópico apresentavam 

o locus egc. Outros estudos relataram a alta frequência do egc em S. aureus isolados de 

animais (Smyth et al., 2005), e em seres humanos acometidos por bacteremias (Becker et 

al., 2003; Becker, Friedrich, Peters, von Eiff, 2004), lesões supurativas e carreadores 

assintomáticos (Thomas et al., 2006).  

Posteriormente, com o objetivo de confirmar os resultados obtidos no RFLP-PCR, 

os produtos de PCR positivos para egc dos cinco isolados que apresentaram resultados 

positivos para esse gene foram submetidos ao sequenciamento genético com os primers 

PSE1/PSE4. As sequências obtidas foram comparadas com sequências previamente 

depositadas no banco de dados do NCBI, através do GenBank. Considerando as 

sequências geradas, foi possível confirmar a natureza do locus egc presente em quatro 

isolados. No entanto, um dos isolados inicialmente caracterizado como egc1, foi 

reclassificado como pertencente ao grupo egc4, com base na sequência obtida (Tabela 

11).  

 

Tabela 11. Comparação dos dados do sequenciamento parcial do locus egc de cinco isolados de 

estafilococos provenientes de leite cru e queijo frescal com as sequências-referência depositadas 

no banco de dados do NCBI. 

Isolado 
Tamanho do fragmento 

obtido (pb) 

Cepa-referência de S. aureus (n˚ 

de acesso no GenBank) 
Observações Grupo egc 

25 

1026 

Mu50 (BA000017.4)
c
 

N315 (BA000018.3)
c
 

100% de 

homologia 
1 

78 

9 

786 

382F (AY158703)
a
 

MRSA252 (BX571856)
b
 

100% de 

homologia  
3 

66 

21 1026 A900624 (EF030428)
d
 

#111: TC 

#425: CT 

4 

a
Letertre et al. (2003b); 

b 
Holden et al. (2004); 

c
Kuroda et al. (2001); 

d
Thomas et al. (2006). 
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A incapacidade de distinção entre os isolados do grupo egc1 e egc4 pelo uso das 

endonucleases BbvI e TseI no protocolo de RFLP-PCR já foi anteriormente verificada 

(Collery et al., 2009), e é explicada pela alta similaridade entre ambas as sequências, que 

diferem entre si em apenas um único nucleotídeo. Ao compararem a ocorrência do egc 

em diversos isolados clínicos, Thomas et al. (2006) observaram a existência de duas 

ORF’s desconhecidas na cepa A900624, denominadas de ORF5 e ORF6. A análise da 

sequência da ORF5 revelou 99% de identidade com a porção 5’ do gene sem, e quase 

100% de identidade com a porção 3’ do gene sei, o que sugeriu a ocorrência de um 

evento de recombinação, sendo renomeada para selv, e a proteína correspondente SElV. 

Em relação à ORF6, foi verificado que a primeira parte da sequência apresentou 99,3% 

de identidade com o pseudogene Ψent1 presente na cepa Mu50, enquanto que a 

segunda parte era 100% idêntica à porção do pseudogene Ψent2 da mesma cepa. 

Quando comparada à sequência original do pseudogene Ψent1, a ORF6 apresentava a 

deleção de uma adenosina (A365), que foi responsável por retirar o códon de parada do 

quadro de leitura, gerando um produto protéico de 256 aminoácidos resultante da fusão 

entre ambos os pseudogenes. Devido ao alto grau de identidade deste peptídeo com 

SElU, a ORF6 foi designada selu2, e a proteína corresponde SElU2. Ainda, foram 

localizadas possíveis sequências Shine-Dalgarno para ambos os genes descritos, bem 

como foi possível comprovar a transcrição desses genes através da RT-PCR.  

Collery et al. (2007) descreveram a ausência de 69 nucleotídeos na sequência do 

egc da cepa S. aureus A900322, utilizada por Jarraud et al. (2001) no primeiro relato 

sobre a ocorrência do egc. Esta sequência (GenBank: AF285760), quando comparada às 

sequências das cepas de S. aureus Mu50 e N315, apresenta a deleção dos nucleotídeos 

presentes no intervalo G3462 a G3463, o que foi confirmado por um sequenciamento do 

mesmo fragmento nesta mesma cepa pelos autores que verificaram essa alteração. A 

presença desses 69 nucleotídeos também foi observada nos isolados egc1 deste estudo, 
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o que corrobora a idéia de que podem ter ocorrido erros de anotação na sequência 

AF285760 depositada por Jarraud et al. (2001). 

Chini et al. (2006) e Collery et al. (2007) demonstraram o uso do RFLP-PCR com 

as endonucleases HindIII, HphI e BccI para a distinção dos isolados contendo os 

pseudogenes Ψent1 e Ψent2, daqueles que contenham selu ou seluv. Posteriormente, 

Collery et al. (2009) mostraram a validade da mesma técnica de RFLP-PCR na 

diferenciação dos grupos egc2 (selu) e egc3 (seluv). Alternativamente, Blaiotta, Fusco, von 

Eiff, Villani, Becker (2006) elaboraram um protocolo de detecção de polimorfismos na 

sequência do egc, através do uso da amplificação de um fragmento de 3.375 pb 

correspondente a 65% da sequência completa do egc, combinada à utilização das 

endonucleases EcoRI, AluI, TaqI e CfoI, o que resultou na ocorrência de sete perfis 

distintos. Contudo, ao contrário desta última metodologia, os protocolos utilizados no 

presente estudo apresentam a vantagem de prover uma análise específica das diferenças 

que ocorrem nas regiões intergênicas de interesse do locus egc (sei-sen) (Collery et al., 

2007; Collery et al., 2009). Mais recentemente, demonstrou-se a utilização da técnica de 

RT-PCR na detecção do egc, com 100% de especificidade e acurácia, o que demonstra 

ser uma alternativa segura ao método convencional de cultivo microbiológico seguido de 

detecção por PCR (Fusco, Quero, Morea, Blaiotta, Visconti, 2011).  

Apesar de diversos trabalhos demonstrarem a ocorrência dos genes comumente 

encontrados no locus egc (seg, sei, selm, seln, selo, selu) em isolados de estafilococos de 

origens variadas, ainda são poucos os relatos sobre a ocorrência dos pseudogenes Ψent1 

e Ψent2, selu, seluv e selu2 na constituição deste cluster. O protocolo de RFLP-PCR 

usado neste estudo mostrou-se adequado na diferenciação dos quatro grupos egc, 

classificados segundo a presença dessas sequências. Contudo, foi possível observar 

discrepâncias entre a frequência de isolados egc-positivos obtida através do uso do 

RFLP-PCR e os genótipos obtidos pela PCR convencional. Ainda, foi observado que a 

diferenciação dos isolados que apresentavam Ψent1 e Ψent2 daqueles que possuíam 
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selu2 foi definida com base somente no sequenciamento genético, o que evidencia a 

necessidade de se desenvolver um protocolo único que permita diferenciar 

simultaneamente os quatro grupos egc.  

Considerando o agrupamento genético obtido pela macrorestrição com a enzima 

SmaI (Figuras 6 e 7), não foi verificada relação com a presença ou não do egc, assim 

como os tipos identificados. Da mesma forma, não foi verificada associação entre os 

genótipos encontrados para os genes de enterotoxinas pesquisados e a distribuição dos 

perfis de PFGE dentre os isolados deste estudo. Tal observação também foi encontrada 

por Xie et al. (2011) ao analisarem isolados de S. aureus oriundos de amostras clínicas, 

como também por Ruzickova et al. (2008) e (Gouloumès et al., 1996) em isolados de 

alimentos. Isto pode ser explicado pela alta diversidade genética dos isolados verificada 

em ambos os métodos utilizados. Ainda, é necessário reforçar que a PFGE é uma técnica 

baseada na macrorrestrição do genoma completo, e sua limitação em detectar pequenas 

alterações pode estar relacionada a ausência de polimorfismos nas sequências 

suscetíveis à clivagem enzimática. 

Para a determinação do agr, 55 isolados foram selecionados a partir dos perfis 

obtidos por PFGE e submetidos ao sequenciamente parcial do locus agr, com o objetivo 

de também verificar possíveis associações entre as características pesquisadas neste 

estudo. Até o presente momento, foi possível estabelecer o grupo agr de 41 isolados 

através das sequências obtidas, distribuídos em agrI (68,3%) e agrII (31,7%). Jarraud et 

al. (2002) relataram que cepas de estafilococos capazes de causar intoxicações 

alimentares pertencem ao grupo agrI ou agrII, sugerindo uma evolução concomitante dos 

genes de enterotoxinas com os diferentes alelos do agr. No entanto, é importante 

ressaltar que há poucos estudos sobre a caracterização de grupos agr em isolados de S. 

aureus obtidos de amostras de alimentos, apesar de ser amplamente utilizado na 

identificação de isolados de amostras clínicas e/ou leite mastítico. 
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As sequências obtidas foram alinhadas com sequências-referência previamente 

depositadas no banco de dados do NCBI (GenBank). Comparando os 957 nucleotídeos 

da sequência-consenso dos isolados do grupo agrI com a sequência-referência 

(AJ617714.1), foram encontradas 21 diferenças, compostas por substituição de bases. Os 

isolados do grupo agrII apresentaram 950 bases na sequência-consenso, que quando 

comparadas à sequência-referência (AF001782.1), foram observadas 6 diferenças, 

incluindo substituições, uma deleção e uma inserção. A passagem seriada in vitro pode 

aumentar a diversidade genética dos isolados manipulados, através do acúmulo de 

mutações, deleções e inserções no DNA ou alterações nas sequências repetitivas 

(Somerville et al., 2002). A instabilidade do locus agr já foi demonstrada, e essas 

mutações podem resultar na ocorrência de genes truncados, com inativação do sistema 

de quorum sensing, diminuição na virulência e aumento expressivo da multiplicação 

bacteriana (McNamara, Iandolo, 1998; Somerville et al., 2002).  

Não foi observada a ocorrência de associação entre grupos agr, perfis obtidos na 

PFGE e/ou genótipo de enterotoxinas (Figuras 6 e 7), assim como observado por Xie et 

al. (2011), Argudin et al. (2009), Traber et al. (2008) e Peerayeh, Azimian, Nejad, Kashi 

(2009) ao analisarem populações de estafilococos provenientes de amostras clínicas. No 

entanto, diversos estudos apontam a associação de grupos agr a grupos clonais com 

origens específicas (Ben Ayed, Boutiba-Ben Boubaker, Samir, Ben Redjeb, 2006; Jarraud 

et al., 2002; Lindsay, Holden, 2006). Ji et al. (1997) sugeriram que a divergência do locus 

agr ocorreu devido ao acúmulo de mutações aleatórias através de um mecanismo 

desconhecido, seguido da seleção das combinações mais adaptadas à diferentes 

hospedeiros e/ou doenças. Jarraud et al. (2002) sugerem que uma associação entre 

alelos de agr, genes de toxinas e características genéticas particulares permite a ativação 

mais eficiente dos fatores de virulência. Nesse sentido, Vautor et al. (2007) observaram 

que 80% dos isolados de S. aureus provenientes de leite de ovelhas com mastite 

pertenciam ao grupo agr III, o que revela também a possibilidade de associação com o 
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hospedeiro de origem. A hipótese de relação com hospedeiro também foi verificada em 

outro estudo envolvendo S. aureus isolados de leite de vacas mastíticas pela técnica de 

MLST, no qual foi verificada a existência de um perfil de fatores de virulência associados 

a cada clone, o que conferiria especificidade ao hospedeiro (Smith et al., 2005). Ainda, 

Chini et al. (2006) observaram uma relação clonal entre os grupos agr e o perfil de genes 

de toxinas, incluindo o locus egc, em isolados de S. aureus de pacientes hospitalizados.  

Não há evidências de transferência horizontal do agr entre diferentes espécies de 

Staphylococcus, o que permite concluir que os alelos de agr evoluíram conjuntamente 

com as espécies hospedeiras. No entanto, os genes de enterotoxinas estafilocócicas 

estão associados com elementos genéticos móveis, e desta forma, podem ser 

transferidos horizontalmente entre cepas de S. aureus, e até mesmo para outras 

espécies. Ao contrário dos plasmídeos, as ilhas de patogenicidade não apresentam 

disseminação autônoma, porém quando associada à profagos, podem adquirir a 

capacidade de serem excisadas e encapsidadas, em um mecanismo que sugere-se ser o 

responsável pela transferência dessas partículas (Novick, 2003a).  

Apesar da alta frequência de genes de enterotoxinas encontrada nos isolados 

deste estudo, e também da alta variabilidade dos genótipos apresentados, faz-se 

necessário reforçar a idéia de que isto não é determinante na capacidade de produção de 

enterotoxinas. Mesmo considerando a utilização dos testes de detecção de enterotoxinas, 

isso não implica que os isolados envolvidos possam ser capazes de produzir toxinas em 

níveis suficientes para causar a doença (Chiang et al., 2008).  

Considerando a elevada frequência dos genes de EEl observada nos isolados 

deste estudo, representados principalmente por seh e sei, remetem à problemas como a 

ausência de kits comerciais para a detecção dessas proteínas, o que subestima o 

potencial enterotoxigênico dos isolados e dificulta as investigacões de surtos de 

intoxicação alimentar. 



78 
 

Além disso, a produção de enterotoxinas por S. intermedius e S. hyicus já foi 

demonstrada, tendo sido verificado que essas espécies apresentam a capacidade de 

causar intoxicações alimentares (Adesiyun et al., 1984; Khambaty et al., 1994).Genes 

responsáveis pela codificação de enterotoxinas foram detectados em ECN isolados de 

derivados lácteos e manipuladores de alimentos, como S. epidermidis, S. haemolyticus, S. 

hominis, S. saprophyticus, S. xylosus e S. warneri (Udo, Al-Bustan, Jacob, Chugh, 1999; 

Vernozy-Rozand et al., 1996).  

Considerando essas evidências, os critérios de avaliação de intoxicações 

estafilocócicas no Brasil, bem como os limites previstos na legislação brasileira, devem 

ser avaliados uma vez que a utilidade dos testes bioquímicos de coagulase e 

termonuclease como indicadores do potencial enterotoxigênico de estafilococos deve ser 

questionada, propondo novas estratégias com o objetivo de maximizar a acurácia dos 

resultados. 

Até o presente momento, e diante dos resultados obtidos neste e em outros 

estudos, não há um marcador genético ou fenotípico que esteja idealmente 

correlacionado com a capacidade enterotoxigênica de isolados de estafilococos 

provenientes de amostras de alimentos, necessitando concentrar maiores esforços em 

estudos dessa natureza. 
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CONCLUSÕES 

 

 Os isolados de estafilococos foram majoritariamente classificados como coagulase 

e termonuclease positivos, ainda que tenham ocorrido exceções à essa 

associação; 

 A produção de enterotoxinas estafilocócicas foi pouco pronunciada; 

 A correspondência entre a presença de genes de enterotoxinas clássicas (sea-

see) e a produção de enterotoxinas foi considerada baixa; 

 Todos os isolados do estudo apresentaram ao menos um dos genes de 

enterotoxinas pesquisados, dos quais sei e seh foram os mais frequentes; 

 O locus egc apresentou uma baixa ocorrência, quando detectado pelo protocolo de 

RFLP-PCR; contudo, os genes componentes do locus egc foram detectados 

individualmente em grande parte dos isolados; 

 A análise de PFGE revelou uma população bacteriana de elevada variabilidade 

genética; 

 Os grupos agr predominantemente encontrados neste estudo foram agrI e agrII; 

 O sequenciamento parcial do locus agr permitiu a observação de diversas 

mutações, que podem ser justificadas pela intensa manipulação dos isolados em 

atividades rotineiras de laboratório; 

 Não foram observadas associações entre as características fenotípicas e 

genotípicas obtidas para os isolados deste estudo. 
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