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1. INTRODUCAO

As bactérias do género Staphylococcus compreendem diversas
espécies e subespécies, que se encontram amplamente distribuidas na natureza,
sendo principalmente encontradas na pele e membranas mucosas de aves e
mamiferos. S&o formadas por cocos Gram-positivos, que podem ser encontrados
isoladamente, aos pares e na maioria das vezes agrupados formando estruturas
semelhantes a cachos de uva, iméveis, ndo formam esporos, sendo a maioria das
espécies anaerobia facultativa.®

Podem ser divididos em dois grupos de acordo com a producdo da
enzima coagulase, a qual possui a capacidade de coagular ou ndo o plasma
sanguineo. A sintese dessa enzima é restrita a algumas espécies do género,
destacando-se entre elas, S. aureus, S. schleiferi subsps. coagulans, S.
intermedius, S. hyicus e S. delphini . Os outros estafilococos que nao sintetizam a
coagulase sdo denominados estafilococos coagulase-negativa (ECN), e
destacam-se entre eles o S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus, S.
cohnii, S. xylosus, S. capitis, S. warneri, S. hominis, S. simulans, S.
saccharolyticus, S. auricularis, S. caprae, S. lugdunensis e 0 S. schleiferi subsps.
schleiferi .**

Os estafilococos geralmente mantém uma relagcdo benigna ou
simbibtica com seus hospedeiros, contudo, se a barreira cutanea for rompida por
trauma ou pela presenca de artigos estranhos, esses microrganismos podem
atingir outros tecidos e proliferar, desenvolvendo um comportamento patogénico.*

Os membros do género Staphylococcus sdo os patégenos mais comuns



encontrados no ambiente hospitalar, sendo agentes etioldgicos de uma grande
variedade de infeccbes. As infecgcdes nosocomiais tém sido a principal causa de
morbidade e mortalidade, sendo freqliientemente, agudas e pirogénicas e se néo
tratadas, podem causar bacteremia envolvendo varios o6rgdos. No género
Staphylococcus, 0 S. aureus sempre foi a espécie mais importante relacionada
com infeccbes hospitalares e continua a ser a principal causa de infeccdes
estafilococicas adquiridas na comunidade na maioria dos paises.” As infeccdes
mais comuns incluem furunculos, celulite, impetigo e sitios de ferida cirargica.
Algumas das mais sérias infec¢cdes sao as bacteremias, pneumonia, osteomielite,
endocardite aguda, miocardite, cerebrite, meningite, sindrome da pele escaldada e
abscesso nos musculos, trato geniturinario, sistema nervoso central e varios
6rgdos intra-abdominais.®

Antes dos anos 70 poucos foram os relatos de infeccdo causada por
ECN, sendo reconhecidos por clinicos e microbiologistas como contaminantes em
amostras  biolégicas.” Atualmente, entretanto, sdo reconhecidos como
microrganismos essencialmente oportunistas que se prevalecem de inUmeras
situacBes organicas para produzirem graves infeccdes.>’® A emergéncia de ECN
como agentes etioldgicos pode ser ainda devido a valorizacdo desse grupo de
organismos como patdgenos oportunistas e ao crescente uso de procedimentos
invasivos, tais como cateteres intravasculares e proteses em pacientes
imunocomprometidos e em tratamento intensivo, criangas prematuras, pacientes
com neoplasia e em transplantados.” Dados de 1995 a 1998 do SCOPE
(Surceillance and Control of Pathogens of Epidemiologic Importance) revelaram

os ECN como os agentes etiolégicos mais freqlentes nas bacteremias



nosocomiais nos USA.°

Véarios fatores de viruléncia s&o responsaveis pelos sintomas e
gravidade das infeccOes causadas por S. aureus . Esses fatores incluem as
hemolisinas a, B, v, € 8, a leucocidina, as toxinas esfoliatinas A e B e um grupo de
superantigenos toxicos pirogénicos. A toxina 1 da Sindrome do Choque Téxico
(TSST-1) e as enterotoxinas estafilococicas (EES) formam o grupo de
superantigenos.®

As toxinas estafilocdcicas podem ser divididas em dois grupos, de
acordo com sua capacidade de lisar células. As hemolisinas citotoxicas, as quais
sdo capazes de produzir lesdo diretamente na membrana externa das células
alvo'®, e as também chamadas toxinas superantigénicas, que ndo possuem acio
litica direta, mas que podem produzir lesdo através da superproducao de citocinas
derivadas de células T ativadas e da série monocitica, monécitos/macréfagos.™

As toxinas estafilocOcicas, denominadas superantigenos comecaram a

.12 atualmente, sdo 18 as enterotoxinas

ser descritas em 1959 por Bergdoll et a
sorologicamente distintas e designadas pelas letras EEA, EEB , EEC, EED, EEE,
EEG, EEH, EEI, EEJ, EEK, EEL, EEM, EEN, EEO, EEP, EEQ, EER,EEU ** e a
toxina TSST-1 denominada Toxina 1 da Sindrome do Choque Téxico.?

As enterotoxinas estafilocécicas (EES) sédo proteinas sollveis em agua,
monomeéricas, globulares, com peso molecular entre 26.000 a 29.000 daltons,
ricas em lisina, acido aspartico e glutamico, com duas cisteinas formando ponte de

dissulfeto.” Apresentam-se relativamente resistentes ao calor e as enzimas

proteoliticas tripsina, pepsina, renina e papaina o que permite a sua passagem



pelo trato gastrintestinal sem perda de atividade.?®%’

Embora as enterotoxinas estafilocdcicas sejam similares na sua
estrutura e propriedades bioldgicas, elas diferem com respeito a localizagcéao
genética, sua producdo e mecanismo de regulacéo do gene. ?*?° Muitos dos genes
responsaveis pelos fatores de viruléncia estdo localizados em elementos
genéticos os quais sao especificos da cepa. Elementos genéticos tais como
plasmidios, transposons, bacteriéfagos e, mais recentemente ilhas de
patogenicidade e ilhas de resisténcia tém sido descrito para S. aureus.*

Os genes responsaveis pela producdo das enterotoxinas ja sao
descritos desde 1984 quando foi possivel clonar a EEA pela transferéncia do DNA
cromossomal de um S. aureus enterotoxigénico em uma cepa de Escherichia
coli.®® Os genes sea e see responsaveis pela producdo das EEA e EEE,
respectivamente, sdo carreados em profagos. A EEA é composta por 257 residuos
de aminoécidos, sendo expressa no meio da fase exponencial de crescimento,®
enquanto que os genes sed e sej determinantes das toxinas EED e EEJ s&o de
origem plasmidial. A EEJ apresenta sequéncias similares com a EEA, EEE e EED
correspondendo a 64, 63 e 51%, respectivamente (Tabela 1). A amplificacdo por
PCR sugere que o gene sej pode estar presente em todos os plasmidios que
codificam a EED.*®

As EEC sdo um grupo de proteinas de origem cromossomal, altamente
conservadas e apresentam trés subtipos distintos: EEC;, EEC, e EEC3 baseada
nas diferencas dos determinantes antigénicos.?® Outras variantes moleculares das
EEC tém sido descritas de acordo com o hospedeiro animal a que esta

relaclonado, EECbovina, EECCanina, EECovina.34



O gene seb responsavel pela producdo da EEB pode ser de origem

I*> ou pode ser carreado por plasmidios.®*® Baseadas em suas

cromossoma
sequéncias similares com as enterotoxinas classicas (EEA-EEE), novos tipos de
enterotoxinas foram descritos.>*?*3"3% A Tabela 1 apresenta a porcentagem de
homologia da sequéncia de aminoacidos (aas) de diferentes enterotoxinas
estafilococicas, e a Tabela 2 mostra o suporte genético de alguns genes que
codificam essas enterotoxinas.

A guantidade de enterotoxina expressa por cada classe de enterotoxina
também difere. Bergdoll *° descreve que as EEB e EEC sdo expressas em
maiores quantidades do que as outras enterotoxinas, freqientemente na ordem de
100 pg/ml de sobrenadante de cultura, enquanto que, a producdo maxima obtida
para EEA, EED e EEE é usualmente menor do que 10 pg/ml.

Vérios sistemas reguladores estdo envolvidos na determinacdo da
viruléncia de S. aureus, tais como 0s sistemas gene regulador acessorio (agr),
regulador acessorio estafilococico (sar) e diversos sars homologos, como por

exemplo o repressor de toxinas (rot).**** De todos esses sistemas regulatérios

existentes, os mais caracterizados s&o o agr e o sar .**



Tabela 1 - Porcentagem de homologia entre os aminoacidos de diferentes

classes de enterotoxinas estafilococicas.

Toxina EEA EEB EEC1 EED EEE EEG EEH EEI EEJ EEM EEN EEO

EEA 100 33 30 50 83 27 37 39 64 35 39 27
EEB 100 68 35 32 43 33 31 33 29 32 36
EEC1 100 31 29 41 27 26 30 26 29 33
EED 100 52 27 3% 33 51 41 38 39
EEE 100 27 3% 35 63 37 39 37
EEG 100 34 28 29 28 31 30
EEH 100 33 35 38 34 31
EEI 100 34 31 31 57
EEJ 100 38 42 33
EEM 100 28 31
EEN 100 42
EEO 100

EEA: enterotoxina A; EEB: enterotoxina B; EEC: enterotoxina C; EED: enterotoxina D; EEE:
enterotoxina E; EEG: enterotoxina G; EEH: enterotoxina H; EEI: enterotoxina |; EEJ: enterotoxina
J; EEM: enterotoxina M; EEN: enterotoxina N; EEO: enterotoxina O.

Fonte: Loir et al., 2003.

No locus agr, dois promotores com orientagbes opostas, P, e P3,
produzem dois transcritos, RNAIl e RNAIIl, respectivamente. O RNAIIl é
formado por 510 nucleotideos responsaveis pela transcricdo de genes de
muitos fatores de viruléncia, como toxinas extracelulares, enzimas e
proteinas de superficie celular presentes em Staphylococcus aureus.”” A
sintese do RNAIIIl é induzida quando a concentracdo de um polipeptideo
autoindutor (AIP), especifico no meio, atinge determinados niveis que
geralmente sao detectados na passagem da fase exponencial de

crescimento para a fase estacionaria.



Tabela 2 — Suporte genético de alguns genes de enterotoxinas estafilococicas.

Gene Localizacdo genética Referéncias

sea profago Betley e Makalanos, 1985; Betley,1994
seb cromossomo, plasmidio, Shafer e landolo, 1978; Shalita et al,(1977;
transposon Altboum et al.,1985

SEChoy Ilhas de patogenicidade Fitzgerald et al.,2001

sed plasmidio (pIB485) Bayles and landolo,1989

see fago defeituoso Couch et al.,1988

seg egc, Cromossomo Jarraud et al.,2001

sei egc, Cromossomo Jarraud et al.,2001

sej plasmidio (pIB485) Zhang et al., 1998

sek Ilhas de patogenicidade Orwin et al.,2001

sel Ilhas de patogenicidade Fitzgerald et al., 2001

sem egc, Cromossomo Jarraud et al., 2001

sen egc, Cromossomo Jarraud et al., 2001

Seo egc, Cromossomo Jarraud et al., 2001

sea: gene da enterotoxina A; seb: gene da enterotoxina B; secyoy: gene da enterotoxina C; sed: gene
da enterotoxina D; see: gene da enterotoxina E; seg: gene da enterotoxina G; sei: gene da
enterotoxina I; sej: gene da enterotoxina J; sek: gene da enterotoxina K; sel: gene da enterotoxina L;
sem: gene da enterotoxina M; sen: gene da enterotoxina N; seo: gene da enterotoxina O; egc:
enteroxin gene cluster.
Fonte: Loir et al., 2003.

O RNAII por sua vez é formado por quatro genes agr (gene regulador
acessorio), agrB, agrD, agrC e agrA, arranjados em um operon (agr), e juntos
trabalham para induzir a sintese do RNAIIl. Além de seu papel de regulador, o
RNAII € também um mRNA que codifica a hemolisina delta em estafilococos. Esta
hemolisina possui a propriedade de formar poros em membranas e lisar
eritrocitos.*®> Em S. aureus essa hemolisina é um polipeptideo formado por 44
aminodacidos, enquanto que em S. epidermidis € composto por 26 aminoacidos.

Um operon agr tém sido demonstrado também em algumas espécies de
estafilococos coagulase-negativa. Em estudo realizado por alguns autores,*® foi

detectado RNAIIl em espécies de S. lugdunensis, entretanto 0 MRNA



detectado ndo codificou a toxina delta e seu papel na regulacdo do gene néo é
conhecido. Outros autores*’ descreveram um locus agr em S. epidermidis com
uma homologia de 68% quando comparado com o locus agr de S. aureus. O
RNAII de S. epidermidis semelhante ao S. aureus, também codifica as proteinas
AgrA, B, C, e D envolvidas no sistema de regulacdo dos genes responsaveis pela
producdo de toxinas. Esses mesmos autores também investigaram a producéo de
toxina delta em 23 amostras de S. epidermidis e demonstraram sua presenca em
21 amostras a qual foi produzida durante a fase pés-exponencial. *’

Além dos varios sistemas responsaveis pela regulacdo dos fatores de
viruléncia de Staphylococcus spp. alguns fatores do meio, tais como tamanho do
indculo, concentracdo de oxigénio, temperatura, pH, concentracdo de NacCl, ions
minerais e composi¢cao do meio atuam como estimulos externos na regulacéo do
sistema, interferindo na producdo de proteina A (proteina de superficie), bem
como de muitas outras proteinas secretadas, atuando independentemente de agr
ou interagindo com ele.*®

Em relacdo ao pH, observa-se que a producdo de enterotoxinas nao
ocorre em pH acima de 9.0 e abaixo de 5.0, sendo que, em pH 8.0 ocorre a
diminuicdo de sua producdo em 50%. O pH 6timo para producao de EEB e EEC é
6.8, enquanto que, a producdo de EEA pode ocorrer entre 5.3 a 6.8.%°

As enterotoxinas sao termoestaveis e sua inativacdo depende da
temperatura, bem como, da pureza, composi¢cédo e pH do meio. Estudos realizados
por alguns autores demonstram que a EEC é a mais termoestavel das

enterotoxinas, seguida pelas EEB e EEA.*

Alguns estudos analisaram a producdo de EEA e EEB por ECN em



diferentes temperaturas, valores de pH e concentracdo de NaCl, sendo que a
maior producado ocorreu & temperatura de 39,4°C em pH 7,0. Quando se aumentou
a temperatura a 41°C em pH 4,5 e concentracédo de NaCl de 12%, houve inibicdo
na producdo de enterotoxinas.”*

A intoxicacdo estafilococica ocorre apds a ingestdo de alimentos
contaminados com as enterotoxinas produzidas por bactérias do género
Staphylococcus, sendo o S. aureus o principal agente. Entretanto, alguns autores
tém relatado o isolamento de outras espécies coagulase positiva
enterotoxigénicas, como S. intermedius e S. hyicus .°*°3

Estudos também relatam a enterotoxigenicidade de estafilococos
coagulase-negativa, incluindo S. cohnii, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. sciuri,
S. warneri, S. chromogenes e S. lentus. 3%°%2

Os principais sintomas, os quais ocorrem de 1 a 6 horas ap6s a
ingestdo da toxina sdo nauseas, vomitos, diarréias, dor abdominal, dor de cabega
e caibra muscular. O quadro clinico é relativamente brando, com duracdo de
algumas horas a um dia, podendo, algumas vezes, se apresentar severo e
requerer hospitalizagdo. Isso ocorre em virtude da quantidade ingerida e da
suscetibilidade do individuo, incluindo desidratacéo, cefaléia, sudorese e alteracédo
da temperatura corporal. As mortes sdo raras, porém, tém ocorrido em criangas e
idosos.*

Vérios estudos destacam a contaminacdo de alimento por portadores

assintomaticos de S. aureus. E segundo Carmo,®®

na maioria das intoxicagoes
estafilocOcicas, a contaminagcéo do alimento ocorre pelos manipuladores. Estudos

descrevem o ser humano como principal reservatorio de S. aureus e afirmam que



20 a 50% das pessoas normais apresenta esse microrganismo no vestibulo nasal
e orofaringe.?’

Varios estudos descrevem a presenca de S. aureus enterotoxigénicos
isolados de manipuladores de alimentos, alguns inclusive associados a surtos de
intoxicacdo alimentar onde se detectou a presenca das enterotoxinas dos tipos
EEA — EEE.®Y

Alguns autores investigando trabalhadores em restaurantes no Kwait
obtiveram 14,1% de ECN toxigénicos de um total de 142 amostras isoladas de
maos e 13 amostras isoladas das fossas nasais. As amostras de ECN pertenciam
as espécies S. epidermidis, S. hominis, S. warneri, S. saprophyticus, S. xylosus, S.
haemolyticus e S schleiferi, as quais produziram as enterotoxinas EEA, EEB, EEC
e a TSST-1, sendo a EEB a enterotoxina predominante.®

Ndo se conhece exatamente a quantidade necesséria da enterotoxina
responsavel em causar a intoxicagdo alimentar. Em um estudo realizado com
voluntarios humanos, aos quais foi administrada a enterotoxina, estima-se que
apenas 1-5ug / 70Kg seria capaz de desencadear os sintomas.® Evenson et al. ®®
descreveram um surto que envolveu criangcas ap0s a ingestdo de leite
achocolatado contaminado. A concentracdo da enterotoxina encontrada foi de
apenas 0,5 ng de EEA/mI .

Dentre as enterotoxinas estafilococicas, a EEA é a mais comumente
envolvida em surtos de intoxicagdo alimentar nos EUA, correspondendo a 77,7%
%9 e 81-90% em Taiwan.”® Além disso, o0 S. aureus é capaz de produzir mais de

uma enterotoxina simultaneamente, conforme observado por Nicolau.”



Além de seu importante papel nas intoxicacbes alimentares
estafilococicas, as enterotoxinas também possuem a capacidade de ativar a
proliferacdo inespecifica de células T, sendo por isso denominadas
superantigenos.

Os  superantigenos  bacterianos sdo capazes de  ativar
inespecificamente as células T, por se ligarem, pelo lado externo, ao dominio Vj
do receptor de célula T e a cadeia o da molécula MHC de classe Il presente nas
células apresentadoras de antigenos, sem serem previamente processados. Esta
ligacdo produz um sinal, que induz a proliferacéo e ativacao policlonal de cerca de
10 a 30% do repertorio de célula T, sendo as células T CD4 a populacdo
responsiva predominante. Assim, tem-se uma grande producéo de citocinas proé-
inflamatorias provenientes de células T, como o IFN-y, TNF-a e IL-2, e
provenientes também de mondcitos, tais como IL-1 e TNF-a. A producdo macica
de citocinas pro-inflamatérias desencadeia uma reacdo inflamatoria intensa
causando danos aos tecidos do hospedeiro.”

A TSST-1 ?° é responséavel pela Sindrome do Choque Téxico (TSS),
doenca aguda sistémica caracterizada por febre, hipotensdo arterial, "rash"
cutaneo e descamacao da pele. Por outro lado, ocasionalmente linhagens isoladas
de pacientes com TSS nao produz TSST-1. Ao que tudo indica as enterotoxinas A,
B e C podem estar relacionadas com as manifestacdes clinicas da doenca.® A
TSS anteriormente associada a utilizacdo de tampdo vaginal, pode ocorrer apés

qualquer infeccao estafilocécica causada por uma linhagem produtora de TSST-1,



sendo o S. aureus a principal espécie envolvida.” No entanto alguns relatos
indicam a producéo de TSST-1 também por ECN.%%"477

Tarkowski & Wagner,”®descreveram a artrite séptica como causa da
acdo de enterotoxinas produzidas por espécies de S. aureus enterotoxigénicas
que ao ativar uma resposta inflamatoria exagerada mediada pela acado de
citocinas ativam grande quantidade de células T e macrofagos responsaveis pelos
danos teciduais.

Resultados semelhantes sdo descritos por Bremell & Tarkowski’® em
um modelo experimental com inoculacdo de enterotoxinas estafilococidas em
ratos, ao demonstrar que 100% dos ratos que receberam as enterotoxinas EEA,
EEB, EEC e EED desenvolveram artrite. A mortalidade também foi
preferencialmente induzida com ratos inoculados com EEB e EED de S. aureus.

Efuntoye & Adetosoye,®® analisando 107 amostras de Staphylococcus
isoladas de fezes de criancas com 5 anos de idade, as quais apresentavam
diarréia esporadica, obtiveram 72 cepas de S. aureus, 33 de S. epidermidis e 2 de
S. saprophyticcus. Das 72 amostras de S. aureus isoladas, 61 (84,7%) foram
produtoras de enterotoxinas. A EEA foi a enterotoxina predominante, sendo
produzida por 37 (60,7%) das cepas enterotoxigénicas de S. aureus, 12 (19,7%)
produziram apenas EEB, 2 cepas produziram EEA e EEC, 6 cepas produziram
EEA, EEC e EED e apenas 1 cepa produziu EEA, EEB e EED.

1.8 esses autores

Em estudo recente realizado por Berstein et a
sugerem o possivel papel das enterotoxinas estafilococicas na sinusite com
polipose nasal. Nesse estudo 55% dos pacientes investigados apresentaram S.

aureus enterotoxigénico na mucosa nasal adjacente aos polipos, onde trés



diferentes enterotoxinas foram isoladas EEA, EEB e TSST-1.

As enterotoxinas estafilococicas também tém participacdo em outros
processos patologicos graves, estando envolvidas em sepses, osteomielites e na
sindrome da angustia respiratéria, que € caracterizada por uma disfungéo
pulmonar quase sempre associada a um processo séptico.®?

Diversos métodos foram desenvolvidos para detectar a presenca de
enterotoxinas sendo 0s imunoensaios 0s métodos mais utilizados devido a sua
simplicidade e sensibilidade. Eles séo baseados no uso de anticorpos policlonais e
monoclonais especificos para as enterotoxinas.®

O RPHA (Hemaglutinagdo Reversa Passiva) que utiliza a adsor¢ao de
anticorpos especificos em hemacias, foi o primeiro método empregado
considerado realmente sensivel, sendo capaz de detectar 1 ng/g de enterotoxina
presente no alimento. As desvantagens desse método sdo as hemaglutinacdes
inespecificas e a dificuldade em se adsorver determinados anticorpos na
superficie das hemécias.?

O sistema foi aperfeicoado com a substituicdo dos eritrocitos por
particulas de latex - RPLA (Aglutinacdo Reversa Passiva de latex), que aumentou
a sensibilidade para 0,75 ng/g de enterotoxinas, embora ainda ocorram reacoes
inespecificas com determinados alimentos® e dificuldade em distinguir reacées
inespecificas.?®

O RIA (Radioimunoensaio) baseia-se na competicdo entre toxina
marcada com I'* e toxina ndo marcada, as quais competem pelo sitio de ligacdo
dos anticorpos adsorvidos em fase sélida. Esse método apresentou-se como uma

7
|8

boa opcédo além de uma sensibilidade de 1,0 a 5,0 ng/ml®’. Porém, a necessidade



de enterotoxinas altamente purificadas e a manipulacdo de material radioativo
limitaram seu uso.

Pela necessidade de se eliminar o risco de contaminacdo com o RIA
desenvolveu-se a técnica ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), na qual o
marcador radioativo foi substituido pela enzima e atualmente muitos deles
apresentam sensibilidade de 0,1 a 1,0 ng/g de alimento®.

Além do RPLA existem outros kits disponiveis comercialmente que
utilizam uma mistura de anticorpos policlonais especificos que detectam todas as
enterotoxinas sem diferenciacéo, tais como o kit SET-EIA, o qual detecta EEA,
EEB, EEC e EED, com uma sensibilidade de 0,1-1,0 ng/ml, além dos kits TECRA
(Bioenterprises Pty. Ltd., Roseville, New South Wales, Austrélia), TRANSIA
(Transia-Diffchamb S. A. Lion, France) e VIDAS (BioMérieux Vitek, Inc.,
Hazelwood, Missouri),capazes de detectar as EEA-EEE.®

O kit RIDASCREEN (R-Biopharm GmbH, Darmstadt, Germany) detecta
individualmente as enterotoxinas EEA, EEB, EEC, EED e EEE, pois € padronizado
com anticorpos monoclonais e apresenta uma alta sensibilidade (0,2-0,4 ng/ml) e
especificidade, necessitando de trés horas para a analise.”

Entretanto, nem sempre esses métodos detectam linhagens produtoras
de toxinas, porque sua producéo depende das condi¢des de crescimento que n&ao
representam condicdes in vivo™. Além disso, os métodos imunolégicos podem
produzir resultados falso-positivos devido a reacdes cruzadas entre antigenos e a
ocorréncia de reacdes inespecificas.®

Com o desenvolvimento da biologia molecular, algumas técnicas tém

sido propostas para a deteccdo do gene responsavel pela producdo das toxinas.



Uma das primeiras técnicas utilizadas foram os nucleotideos “probes” , que
correspondem a sequéncias de nucleotideos marcados com substancias
radioativas, biotina, grupos sulfonil ou fosfatase alcalina. Os “probes” hibridizados
sdo entdo lidos através de auto-radiografia ou colorimetria.*

Atualmente, a PCR ( Polymerase Chain reaction), € um dos métodos
mais utilizados pois permite a identificacdo de genes responsaveis pela producao
de enterotoxinas com alta sensibilidade e especificidade. Foram desenvolvidos
protocolos para a deteccdo dos genes utilizando-se a sequéncia de
oligonucleotideos obtidos pela analise computadorizada das sequéncias dos
genes sea, seb, sec, sed e see de enterotoxinas estafilococicas EEA, EEB, EEC,
EED e EEE, respectivamente.”® Posteriormente em estudo realizado por
Jarraud,® esse autor incluiu em seus estudos as sequéncias referentes aos genes
das enterotoxinas G e .

Em um estudo realizado por Padmaprya®™, esse autor sugere a
identificacdo de cepas enterotoxigénicas de espécies de Staphylococcus pela
identificacdo de um gene regulador acessorio (sar). Utilizando primers especificos
para o sar, esse autor detectou 49 sar-positivos de um total de 67 amostras. Os
resultados foram comparados com uma PCR realizada para os genes das
enterotoxinas A, B, C e D que revelou a presenca dos genes das enterotoxinas em
todas as amostras sar-positivas.

Rosec & Gigaud,®® investigando amostras de ECN e S. aureus isoladas
de diferentes alimentos em restaurantes na Franca, ndo obtiveram amostras com
genes toxigénicos entre as 74 amostras isoladas de ECN, enquanto que das 258

amostras de S. aureus testadas, 76 apresentaram genes de toxinas. No Brasil,



Cunha,”’ investigando a presenca de genes toxigénicos em amostras de ECN
isoladas de alimentos, pela técnica de PCR, encontraram 10% de amostras
positivas, sendo 25% para o gene sec-1 e 75% para 0 gene sea. Entretanto,
outros autores ndo obtiveram resultados positivos em amostras de ECN. Becker®’
investigando a presenca de genes de toxinas pela técnica de PCR multiplex em
amostras de ECN e outras espécies de coagulase-positiva ndo-S. aureus isoladas
de materiais clinicos, ndo detectaram genes de toxinas nas amostras testadas.

Cunha®® utilizaram a técnica de PCR para a deteccdo dos genes
responsaveis pela producdo de enterotoxinas em linhagens de estafilococos
isolados de recém-nascidos. Os resultados obtidos com a PCR foram comparados
com o método RPLA. Do total de 120 isolados de S. aureus, 38,3% foram
produtores de enterotoxinas pelo RPLA, enquanto que a PCR detectou 46,6% de
amostras positivas. Os estafilococos coagulase-negativa apresentaram 40,0% de
linhagens positivas pelo PCR comparado com 26,7% pelo método RPLA.

Cunha® verificaram a producdo de TSST-1 e de EEB + EEC em S.
epidermidis e das associagbes EEA + EEB e EEA + EEC em S. aureus, as quais
ndo foram confirmadas como positivas quando submetidas a pesquisa desses
genes pelo método de PCR. Tsen & Chen® também encontraram linhagens de S.
aureus positivas pelo RPLA e negativas pelo PCR. Essa é uma das desvantagens
apresentadas pelos métodos imunoldgicos nos quais podem ocorrer reacdes
falso-positivas.

Essas desvantagens nao sao verificadas na detecgao direta dos genes
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responsaveis pela producdo de toxinas. Segundo Schmitz et a para

consideracdes praticas, as linhagens de estafilococos positivas para a deteccéo



do gene poderiam ser consideradas linhagens com potencial para producéo
dessas toxinas, ja que a producdo de toxina in vivo ndo pode ser excluida. A
técnica de PCR permite ainda a identificacdo genotipica de varias espécies de

101 ytilizando a técnica

estafilococos com alta sensibilidade e especificidade. Couto
ITS-PCR (Internal transcribed spacer-PCR) identificou diferentes espécies de ECN
amplificando uma regido extremamente conservada no género. Procariotos
possuem genes responsaveis pela expressdo do rRNA 16S, 23S e 5S. Esses
genes sao separados por regides as quais mostram um alto grau de variabilidade
em suas sequéncias de acordo com 0 género e espécie. Essa regiao amplificada
quando visualizada em um gel de poliacrilamida, mostra um padrao de bandas
especifico para cada espécie de ECN. Utilizando os seus respectivos ATCC,
pode-se comparar o0 padrdo de bandas das amostras de referéncia com as
amostras investigadas, ndo restando duvidas quanto a identificacdo precisa das
diferentes espécies de estafilococos.

Embora na literatura existam relatos de genes toxigénicos em espécies
de ECN, muitos autores ainda contestam o seu potencial toxigénico, sendo a
identificacdo genotipica importante para a confirmacdo de espécies de ECN.

2

Lotter & Genigeorgis'® afirmaram n&o acreditar que estafilococos coagulase-

negativa possam produzir enterotoxinas e sugeriram a possibilidade de erro na

1193 relataram o isolamento de

identificagdo da espécie. Posteriormente, Fox et a
linhagens de S. aureus que produzem pouca coagulase ou ndo expressam essa
enzima, podendo ser identificados como estafilococos coagulase-negativa. Dessa
forma a identificacdo genotipica confirma a identificacdo fenotipica, excluindo a

possibilidade de erro durante a identificagéo.



A técnica de PCR, contudo, permite a deteccdo de genes contidos nas
linhagens independentes de sua expressao, pois mesmo o gene estando presente
no microrganismo, ele pode néo estar ativo. O progresso dos métodos genotipicos
oferece ainda a possibilidade de detectar a sequéncia de RNAmM responsavel pela
expressao da enterotoxina alvo, utilizando a técnica de RT-PCR . A presenca da
sequéncia de RNAm que codifica a sintese da toxina ndo deixa duvidas quanto ao
potencial téxico do microrganismo.

A pesquisa do RNAm tornou-se uma ferramenta pratica, pois ao se
investigar a presenca de genes de determinados fatores de viruléncia pela técnica
de PCR utilizando primers especificos, esses mesmos primers podem ser
utilizados para confirmar a expressdo desses genes pelo cDNA do mRNA.
Yarwood et al.,*® utilizaram a técnica de RT-PCR real time para confirmar a

expressdo de RNAIIl em amostras de S. aureus. Garvis et al.,*

investigando o
locus agr em amostras de S. aureus, utilizaram a técnica de RT-PCR para isolar o
RNA de culturas de fase pds-exponencial.

As divergéncias existentes quanto a enteroxigenicidade dos ECN e a
capacidade de causarem intoxicacao alimentar e/ou outras doencas associadas,
ressaltam a necessidade de mais pesquisas utilizando técnicas confidveis que
comprovem a capacidade destes estafilococos de produzirem toxinas. Assim, esse
trabalho objetivou identificar amostras de S. aureus e ECN isoladas de materiais

clinicos de RN, a deteccao de genes que codificam as enterotoxinas e TSST-1 e a

expressdo de RNAm responsavel pela producdo dessas toxinas.






2. OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar o potencial toxigénico de
amostras de S. aureus e ECN isoladas de recém-nascidos provenientes do

Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar amostras de S. aureus e ECN isoladas de recém-nascidos
provenientes do Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina de
Botucatu (FMB).

e Detectar a presenca de genes que codificam as enterotoxinas A, B, C, D e
TSST-1 nas amostras isoladas.

¢ |dentificar amostras de ECN com genes de toxinas estafilocécicas pela técnica
genotipica ITS-PCR.

e Detectar a expressdo de RNAmM que codifica as enterotoxinas A, B, C, D, e

TSST-1 pela técnica RT-PCR nas amostras estudadas.






3. Material e Métodos

3.1 Microrganismos

Foram estudadas 180 amostras de estafilococos, incluindo 90 amostras
de ECN e 90 amostras de S. aureus isoladas de amostras biologicas provenientes
de recém-nascidos internados no HC da FMB.

Linhagens de S. aureus toxigénicas de referéncia internacional foram
utilizadas como controle positivo, incluindo S. aureus ATCC 13565 produtor de
enterotoxina A (EEA), S. aureus ATCC 14458 produtor de EEB, S. aureus ATCC

19095 produtor de EEC e S. aureus ATCC 23235 produtor de EED.

3. 2 Identificacdo de S. aureus e estafilococos coagulase-negativa

Os isolados, foram semeados em agar sangue, corados pelo método de
Gram para observacdo de sua morfologia e coloracdo especifica do género em
estudo. Apos a confirmacado dessas caracteristicas, as amostras foram submetidas
as provas de catalase e coagulase. O género Staphylococcus foi diferenciado de
Micrococcus, com base na prova de oxidacdo e fermentacdo da glicose e pela
resisténcia a bacitracina (0,04 U) indicada pela auséncia de halo de inibicdo ou
formacdo de halo de até 9 mm e pela sensibilidade a furazolidona (100 ng)
caracterizada por halos de inibicdo de 15 a 35 mm de diametro.*®

3. 2.1 Identificagcdo fenotipica de estafilococos coagulase-negativa



Para a identificacdo dos estafilococos coagulase-negativa, foram

106 & Kloos & Bannerman?,

seguidos os critérios propostos por Kloos & Schleifer
conforme esquema simplificado de provas bioquimicas, o qual estabelece a
realizacdo de testes de utilizacdo de acucares: xilose, arabinose, sacarose,
trealose, manitol, maltose, lactose, xylitol, ribose e frutose, bem como da

coagulase, caracterizacdo de hemolisinas, reducdo de nitrato, urease, ornitina

decarboxilase e resisténcia a novobiocina.

3.2.2 Identificacdo genotipica de estafilococos coagulase-negativa

3.2.2.1 Extracao de DNA

O DNA foi extraido a partir de linhagens de Staphylococcus cultivadas
em &gar sangue e inoculadas individualmente em caldo de infusdo de cérebro e
coracdo (BHI) e incubadas a 37°C por 24h.

Para a extracao foi utilizado o Kit GFX (Amersham Biosciences) que
consistiu na digestéo inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/mL)
e proteinase K (20 mg/mL). A seguir 500 puLda solucdo de extracao foi adicionada
a mistura e esta centrifugada a 10.000 x g por 4 minutos. Em seguida o
sobrenadante foi transferido para a coluna GFX e centrifugado a 5.000 x g por 1
minuto. O liquido coletado foi descartado e 500 pl de solucdo de extragédo foi
adicionada novamente a coluna. Apds a centrifugacdo e descarte do liquido
coletado, 500ul da solucdo de lavagem foi adicionada a coluna e esta submetida a

centrifugacdo a 20.000 x g por 3 minutos. A seguir, a coluna foi transferida para



um tubo de 1,5 mL e 200 pL de agua Milli Q aquecida a 70°C foi utilizada para

eluicéo.

3.2.2.2 Amplificacéo do acido nucléico (PCR)

A técnica genotipica utilizada para a identificacdo dos ECN foi a
Internal transcribed spacer (ITS-PCR) a qual permite a identificacdo das diferentes
espécies de Staphylococcus pela amplificacdo de uma regido extremamente
conservada, usando os primers Gl — 5 — GAAGTCGTAACAAGG e L1 - 5 —
AAGGCATCCACCGT obtidos de sequéncias conservadas adjacentes aos genes
16Se23S. ™"

A técnica de ITS-PCR foi utilizada para identificar as amostras de ECN
positivas para a producdo de toxinas ou genes que codificam essas toxinas e
confirmar portanto que essas amostras sejam realmente espécies de ECN e ndo
amostras de S. aureus mutantes nao produtoras de coagulase. Para o controle
foram utilizadas linhagens ATTC de referéncia internacional de cada espécie de
Staphylococcus.

As reacdes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de
0,5 mL em volumes totais de 50 uL contendo 20 pmol de cada primer, 2,5 U de
Taqg DNA polimerase, 200 uM de desoxiribonucleotideos trifosfatados, 20 mM de
Tris-HCI (pH 8,4), 1,5 mM de MgCl; e 5 uL da amostra. Em todas as reagdes
realizadas foi utilizado um controle negativo, através da substituicdo do acido

nucléico por agua. A incubacéo foi realizada em Termociclador PTC-100 MJ



Research empregando os seguintes parametros: desnaturacdo a 94 °C por quatro
minutos, seguido de 25 ciclos compostos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto,
anelamento dos primers — rampa até 55 °C por 2 minutos seguido de mais 7
minutos a 55 °C, extensdo — rampa até 72 °C por dois minutos, seguido de mais 7
minutos a 72 °C. Ap6s completar os 25 ciclos, os tubos foram incubados a 72°C
por sete minutos antes de resfriar a 4°C.

Para controle dos resultados dos testes, foram utilizadas as seguintes
linhagens de referéncia internacional: S. epidermidis (ATCC 12228), S. simulans
(ATCC 27851), S. warneri (ATCC 10209) e S. xylosus (ATCC 29979), S.
saprophyticus (ATCC 15305, S.hominis (ATCC 27844), S. aureus (ATCC 13565),
S. aureus (ATCC 14458), S. aureus (ATCC 19095), e S. aureus (ATCC 23235).

Para visualizacdo dos produtos amplificados, pela técnica ITS-PCR foi realizada
eletroforese em gel de poliacrilamida 1% segundo o protocolo descrito por Sambrook &

Russell™®” e corado posteriormente com nitrato de prata 0,2%.

3. 3 Deteccao de genes de enterotoxinas e TSST-1

3. 3. 2 Amplificacéo do acido nucléico (PCR)

As reagfes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de
0,5 ml em volumes totais de 50 uL contendo 20 pmol de cada primer (Tabela 3),
2,5 U de Taq DNA polimerase, 200 uM de desoxiribonucleotideos trifosfatados, 20

mM de Tris-HCI (pH 8,4), 1,5 mM de MgCl, e 5 uL da amostra. Em todas as



reacoes realizadas foi utilizado um controle negativo, através da substituicdo do
acido nucléico por agua. A incubacéao foi realizada em Termociclador PTC-100 MJ
Research empregando os seguintes parametros: primeiro ciclo a 94°C por quatro
minutos, desnaturacdo a 94°C por 2 minutos, anelamento dos primers a 55°C por
2 minutos e extensdo a 72°C por um minuto e 30 segundos, seguido por um
segundo ciclo de desnaturacdo a 94°C por 2 minutos, anelamento dos primers a
53°C por 2 minutos e extensdo a 72°C por um minuto e 30 segundos. No terceiro
ciclo a temperatura de anelamento foi reduzida para 51°C por 2 minutos seguido
por mais 37 ciclos de desnaturacédo a 94°C por 2 minutos, anelamento dos primers
a 51°C e extens&o a 72°C por um minuto e 30 segundos. Apds completar os 40

ciclos, os tubos foram incubados a 72°C por sete minutos antes de resfriar a 4°C.

3. 4 Deteccao da expressdo de RNAm de enterotoxinas e TSST-1 por RT-

PCR

3. 4.1 Extracdo de RNA
O RNA total foi extraido a partir de amostras de Staphylococcus spp.
cultivadas em agar sangue e inoculadas individualmente em caldo Infusdo de
Cérebro e Coracao e incubadas a 37°C por 24 h. A extracdo foi efetuada com o
Trizol (Invitrogen). As células foram lisadas com 1,0 mL de Trizol e 0 homogenato
transferido para tubos de 1,5 mL e adicionado de 0,2 mL de cloroformio e

novamente homogeneizados por 3 minutos a 15-30°C. Apds este processo o



homogenato foi centrifugado a 12000 x g por 15 minutos a 5°C e a fase aquosa
contendo o RNA total coletada e transferida para outro tubo. A precipitagédo do
RNA foi realizada adicionando-se 250uL de &lcool isopropilico com incubagédo a
temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugacdo a 12000 x g por 10 minutos
a 5°C e a lavagem do RNA total foi realizada com 1 mL de etanol 70% adicionado
de 0,1% de dietilpirocarbonato (DEPC).

Ao RNA total extraido foi adicionado 25uL de agua MilliQ com
dietilpirocarbonato (DEPC) e RNAguard (Amersham Biosciences), na
concentracao de 1/10, e essa mistura foi incubada por 10 minutos a 56°C.
Dessa mistura de 25uL foram retirados 11ul para a obtencdo do cDNA sem
tratamento. Para um controle da extracdo de RNA total foi adicionado ao
RNA restante (14uL) 1uL de Dnase RNase-Free 1U/uL (Promega Madison
Wi USA) + 1L de tampédo DNAse 10 x Reaction Buffer, para eliminar todo e
qualqguer DNA que pudesse ter sido extraido junto com o RNA total. A
mistura foi incubada por 30 minutos a 37°C e em seguida foi adicionado 1pL
de DNAse stop solution (Promega Madison Wi USA) e incubada novamente
por 10 minutos a 65°C. Para uma parte (6uL) desse RNA tratado com a
DNAse nao foi obtido o seu cDNA e ele foi usado como um controle da agao

da enzima e os 11ulL restantes foram utilizados para a obtencédo do cDNA.



Tabela 3: Oligonucleotideos para a deteccdo de genes de enterotoxinas

Nome

estafilococicas e controle interno (RNAr 16 S).

Sequéncia de nucleotideos 5’a 3’

Alvo

Produto amplificado(bp)

seal
sea2
sebl
seb?2
secl
sec2
sedl
sed?2
tstl
tst2

RNAr16S1 CCT ATAAGACTGGGATAACTT CGG G

RNAr 16S 2

TTG GAA ACG GTT AAA ACG AA
GAA CCT TCC CAT CAA AAA CA
TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG
GCA GGT ACT CTA TAA GTG CC
GAC ATA AAA GCT AGG AAT TT
AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC
CTA GTT TGG TAA TAT CTC CT
TAA TGC TAT ATC TTA TAG GG
ATG GCAGCATCAGCT TGATA
TTT CCAATAACCACCGCTTT

CTTTGAGTTTCAACCTTG CGGTCG

Fonte: Johnson et al., 1991; Mason et al., 2001.

3. 4.2 Obtencédo do cDNA

Enterotoxina A

Enterotoxina B

Enterotoxina C

Enterotoxina D

TSST-1

RNAr 16S

120

478

257

317

350

791

Em um microtubo de 0,5 mL ("RNAse/DNAse free") com 11 uL de

amostra (2,5 ug de RNA total) foi adicionado 1 uL de random primer a 75 ng/uL.

Em seguida, a mistura foi aquecida por 10 minutos a 70 °C para a desnaturacédo

do RNA e resfriada rapidamente a 4°C. Posteriormente foi adicionada a mistura 4

uL do tampéo para a transcriptase reversa (first strand buffer 5x), 2 uL de

dietiltreitol (DTT) 0,1M e 1uL de nucleotideos (dANTP mix 20mM) e em seguida a

reacdo foi aquecida por 2 minutos a 25 °C para ligagdo do primer. Apds



aquecimento, 1pL de transcriptase reversa, Superscript™ RT Il (Invitrogen) foi
adicionada a reacao e a mistura levada ao Termociclador PTC-100 MJ Research
para obtencédo do cDNA.

Para obtencédo do cDNA, foram utilizados ciclos de 25 °C por 5 minutos,
42 °C por 50 minutos e 70°C por 15 minutos e resfriado a 4°C. O cDNA obtido foi
armazenado a -20°C até o momento do uso.

Para a amplificacdo do cDNA foi utilizado o protocolo descrito no item
3.3.2.

Para um controle interno da extracdo de RNA foi feita a pesquisa de
RNA riboss6mico 16S com os primers 16S1 e 16S2 (Tabela 3) que corresponde a
regides do gene RNAr que sédo conservadas entre os estafilococos e sé&o

especificas do género.'®

3.5 Visualizacdo dos produtos amplificados

A eficiéencia das amplificacbes foi monitorada pela eletroforese da
reacdo em gel de agarose 2% preparado em tampédo 1,0 X TBE e corado com
Brometo de Etideo. O tamanho dos produtos amplificados foi comparado com o

padrdo de 50 e 100 bp e posteriormente fotografados sob transiluminacao UV.



3. 6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analizados pelo teste X*> quando ndo houve
valores esperados < 5 e pelo teste de razdo de verossimilhanca para diferencas
de proporgées com distribuicdo aproximada X? quando se encontraram valores
esperados < 5. O teste exato de Fisher foi utilizado para tabelas 2 x 2.

Os resultados da identificacdo de ECN pelos métodos fenotipico e
genotipico foram comparados através do célculo do coeficiente de correlacdo de

Pearson.






4. Resultados

4.1 Microrganismos

Do total de 90 amostras de ECN, 63 amostras foram isoladas a partir de

hemoculturas, 22 de corpos estranhos (14 de ponta de cateter, sete de ponta de

canula, uma de dreno toracico) e cinco de secrecdes. Das 90 amostras de S.

aureus, 24 foram isoladas de hemoculturas, 40 isoladas de corpos estranhos (21

de ponta de cateter, 11 de ponta de canula e oito de ponta de dreno toracico) e 26

de secregOes (Tabela 4 e 5 e Figuras 1 e 2).

Tabela 4 - Distribuicdo das 180 amostras de Staphylococcus spp. isoladas de

recém nascidos, segundo o material clinico.

Espécie Total
Material clinico
SNG CT CN PDT SE N %

N % N % N % N % N %

24 26,7 21 233 11 122 8 89 26 289 90 100
S.aureus
ECN 63 70,0 14 156 7 78 1 11 5 55 90 100
Total 87 48,3 35 194 18 100 9 50 31 17,2 180 100

SNG: sangue; CT: ponta de cateter; CN: ponta de cénula; PDT: ponta de dreno toracico; SE:

secrecao.



Tabela 5 - Distribuicdo de 90 amostras de ECN isoladas de recém nascidos,

segundo a espécie e o material clinico.

Espécie _ _
Material Clinico Total
SNG CT CN PDT SE N %
9 4 1 4 64 71,0
S. epidermidis 46
S. warneri 3 2 1 0 0 6 6,7
S. haemolyticus 5 0 0 0 0 5 5,6
S. hominis 2 1 2 0 0 5 5,6
S. lugdunensi 4 1 0 0 0 5 5,6
S. simulans s
3 0 0 0 0 3 3,3
0 0 0 0 1 1 11
S. saprophyticus
0 1 0 0 0 1 11
S. xylosus
63 14 7 1 5 90 100,0
Total

SNG: sangue; CT: ponta de cateter; CN: ponta de canula; PDT: ponta de dreno torécico; SE:

secrecdo.



N°. amostras

sangue cateter canula dreno secrecao

Figura 1. Distribuicdo de S. aureus segundo o material clinico.

4. 2 Identificac&o de estafilococos coagulase-negativa

A identificacdo fenotipica (Figura 3) ficou assim distribuida, 68 (75,6%)
amostras de S. epidermidis, cinco (5,6%) amostras de S. lugdunensis, duas (2,2%)
amostras de S. warneri, sete (7,8%) amostras de S. haemolyticus, quatro (4,4%)
amostras de S. hominis, trés (3,3%) amostras de S. simulans e uma amostra de S.
xylosus. Aléem da identificacdo fenotipica, 60 amostras de ECN também foram
submetidas a identificacdo genotipica pela técnica ITS-PCR incluindo 38
amostras de S. epidermidis que foram positivas para a presen¢a de genes que
codificam as toxinas estafilocOcicas e todas as amostras referentes as outras
espécies de ECN identificadas pelo método fenotipico (n=22).

A comparacao das duas técnicas para a identificacdo dessas amostras

revelou nove (15,0%) discrepancias entre os métodos (Figura 4). Com essa nova



técnica algumas espécies tiveram a sua identificacédo alterada. Cinco amostras de
S. epidermidis identificadas por provas bioquimicas nao tiveram sua identificacédo
confirmada pela técnica genotipica, sendo trés amostras reidentificadas como S.
warneri e duas como S. hominis.

Duas amostras identificadas como S. haemolyticus pelo método
fenotipico também foram reidentificadas como S.warneri, além de uma amostra de
S. hominis reidentificada como S. saprophyticus e uma amostra de S. warneri
identificada pela técnica ITS-PCR como S. epidermidis. A figura 5 mostra uma foto

de um gel de poliacrilamida para a identificacdo de ECN pela técnica ITS-PCR.



sangue cateter

® 3. epidermidis S. lugdunensis S. hominis
® S haemolyticus ~ ® S.simulans @ S, xylosus
® 5 warneri ® s, saprophyticus

canula Secrecao

Figura 2. Distribuicdo de espécies de ECN segundo o material clinico.




A identificacao final de ECN mostrou que o S. epidermidis foi a espécie
isolada em 71,0% da populacdo estudada. Os isolados restantes foram
distribuidos entre S.warneri (6,7%), S. haemolyticus (5,6%), S. hominis (5,6%), S.
lugdunensis (5,6%), S. simulans (3,3%),S. saprophyticus (1,1%) e S. xylosus

(1,1%) (Tabela 5).

@S. epidermidis @ S. lugdunensis OS. warneri
OS. haemolyticus W S. hominis @ S. simulans
W S. xylosus

Figura 3 — Identificacdo fenotipica de 90 amostras de ECN.



OS. epidermidis ES. warneri OS. hominis
OS. haemolyticus @ S. lugdunensis OS. xylosus
W S. simulans

OS. epidermidis @ S. warneri OS. hominis OS. haemolyticus

@S. lugdunensis M S. saprophyticus ES. xylosus W S. simulans

Fiaura 4. Identificacdo fenotinica (A) e aenotinica (B) de esnécies de ECN.



4.3 Determinacdo do perfil toxigénico pela técnica de PCR.

A técnica de PCR utilizada para a deteccao dos genes responsaveis
pela producédo das enterotoxinas A, B, C e D e da TSST-1, evidenciou que das 90
amostras isoladas de S. aureus, 59 (65,6%), foram positivas para 0s genes que
codificam as enterotoxinas A, B, C, D elou TSST-1, enquanto que das 90
amostras de ECN, 49 (54,4%) foram positivas para a presenca de alguns desses
genes. Do total de 180 amostras de estafilococos, 108 (60,0%) apresentaram
genes responsaveis pela producdo das enterotoxinas A, B, C, D ou da TSST-1,
conforme figura 6.
A distribuicdo de amostras de S. aureus toxigénicas com relagédo ao

material bioldgico (sangue, corpo estranho e secrecao), conforme tabelas 6 e 7,
revelou 13 amostras enterotoxigénicas isoladas de um total de 24 hemoculturas,
sendo cinco amostras positivas para o gene sea, sete amostras positivas para o
gene sec-1 e uma amostra positiva para 0s genes sea + seb, concomitantemente.

Das 21 amostras isoladas de ponta de cateter, 10 apresentaram-se
toxigénicas, sendo que duas foram positivas para o gene sea, uma positiva para o
gene seb, trés amostras positivas para 0 gene sec-1, uma para o gene tst, e as
trés ultimas apresentaram as associagfes dos genes sea + seb, sea + sec-1, e
sec-1 + tst.

Das 11 amostras isoladas de ponta de canula, seis apresentaram-se
enterotoxigénicas, sendo que 5 possuiam o gene seb e uma o0 gene sec-1. Das
oito amostras isoladas de ponta de dreno toracico todas apresentaram-se

toxigénicas, sendo quatro amostras positivas para o0 gene seb, uma amostra



positiva para 0 gene sec-1, uma amostra positiva para 0s genes sea + tst e as

duas amostras restantes apresentaram-se positivas para os genes sec-1 + tst.
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Figura 5 — Eletroforese em gel de poliacrilamida para identificacdo de ECN
pela técnica ITS-PCR. 1: amostra de S. xylosus, 2: S. xylosus ATCC 29979, 3:
amostra identificada como S. warneri pelo método fenotipico mas com padréo
genotipico de S. epidermidis, 4: amostra de S. warneri, 5: S. warneri ATCC
10209, 6: amostra de S. epidermidis, 7: marcador de peso molecular (100 bp),
8, 9, 10, 11: amostras de S. epidermidis, 12: S. epidermidis ATCC 12228, 13:

S. aureus ATCC 13565, 14, 15: S. aureus. ATCC 19095.
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Figura 6. Derteminacao da toxigenicidade em espécies de Staphylococcus spp.

pela técnica de PCR.

Das 26 amostras isoladas de secrecdes, 22 amostras foram toxigénicas,
correspondendo a quatro positivas para o gene sea, duas para o gene seb, oito
para o0 gene sec-1, uma para o gene sed, trés para o gene tst, duas para os genes
sea + seb e duas para os genes sea + sec-1.

Em relacdo as amostras de ECN toxigénicas, conforme tabelas 6 e 8,
pbde-se observar que do total de 64 hemoculturas, foram isolados 36
estafilococos toxigénicos, sendo quatro amostras positivas para o gene sea, 19
amostras positivas para 0 gene sec-1, cinco amostras positivas para o gene tst,
trés amostras positivas para 0s genes sea + sec-1, quatro amostras positivas para
0s genes sec-1 + tst, e uma amostra positiva para os genes sea + sec-1 + tst. Das

14 amostras isoladas de ponta de cateter, oito apresentaram-se toxigénicas,



sendo duas amostras positivas para 0 gene sea, uma para o gene seb, trés
amostras positivas para 0 gene sec-1, e uma amostra positiva para cada das

associacdes sea + tst e sec-1 + tst.

Tabela 6 — Distribuicio de amostras de Staphylococcus spp. toxigénicas

segundo o material clinico.

Genes de Toxinas — PCR

S. aureus S.epidermidis Outros Total
(n=90) (n=64) (n=26) (n=180)
Material Clinico N/Total™ (%) N/Total (%) N/Total (%) N/Total (%)
Sangue 13/24 (54,2) 27/46 (58,7) 9/17 (52,9) 49/87 56,3
Cateter 10/21 (47,6) 4/9 4/5 18/35 51,4
Canula 6/11 0/4 2/3 8/18 44,4
Dreno 8/8 1/1 0/0 9/9 100,0
Secrecdo 22/26 (84,6) 1/4 11 24/31 77,4

Total 9/90 (65,6) 33/64 (51,6) 16/26 (61,5) 108/180 60,0

“N/Total: N° amostras toxigénicas/Total de amostras.

Das sete amostras isoladas de ponta de canula, duas apresentaram-se
toxigénicas sendo uma para 0 gene sea e a outra para o gene sec-1. A Unica
amostra isolada de ponta de dreno toracico, apresentou-se toxigénica para 0s
genes sec-1 + tst, enquanto que das cinco secregdes isoladas, duas

apresentaram-se toxigénicas para 0 gene sea.



Tabela 7 — Distribuicdo de genes de toxinas segundo o material clinico em

amostras de S. aureus.

Genes de toxinas Material Clinico
PCR
SNG CT CN PDT SEC Total

sea 5 2 0 0 4 11
seb 0 1 5 4 2 12
sec-1 7 3 1 1 8 20
sed 0 0 0 0 1 1
tst 0 1 0 0 3 4
sea+seb’ 1 1 0 0 2 4
sea+sec-1" 0 1 0 0 2 3
sea+tst 0 0 0 1 0 1
sec-1+tst 0 1 0 2 0 3
Total 13 10 6 8 22 59

SNG: sangue; CT: ponta de cateter; CN: ponta de canula; PDT: ponta de dreno toracico; SEC:
secrecao.
sea: gene da enterotoxina A; seb: gene da enterotoxina B; sec-1: gene da enterotoxina C;
sed: gene da enterotoxina D; tst: gene da toxina 1 da sindrome do choque toxico.

: Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas A e B.

: Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas A e C.

: Presencga concomitante dos genes das enterotoxinas A e TSST-1.
: Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas Ce TSST-1..

Conforme ilustrado na tabela 7 e figura 7, p6de-se observar que o
gene sec-1 foi o mais detectado em amostras de S. aureus , sendo encontrado em
26 (44,1%) das amostras toxigénicas, o qual foi detectado sozinho ou associado a
outros genes de toxinas. O gene sea ocorreu em 19 (32,2%) das amostras
toxigénicas, o gene seb apareceu em 16 (27,1%) e o gene tst em 8 (13,56%) das
amostras toxigénicas.

Das 49 amostras toxigénicas de ECN, o gene sec-1 também foi o mais

prevalente, encontrado em 33 (67,4%) das amostras testadas, enquanto que o

gene sea foi encontrado em 14 (28,6%) das amostras toxigénicas, o gene seb em



apenas uma amostra e 0 gene tst em 13 amostras correspondendo a 26,5%
(tabela 8 e figura 8).

A anadlise da presenca dos diferentes genes de toxinas em espécies de
S. aureus quando comparada as espécies de S. epidermidis e outros ECN revelou
a presenca do gene seb principalmente em S. aureus, com diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,00020) conforme tabela 9.

Quando avaliamos as espécies de ECN com relacdo a toxigenicidade,
podemos observar que das 64 amostras isoladas de S. epidermidis, 33 (51,6%)
apresentaram-se positivas. Das seis amostras de S. warneri investigadas, todas
apresentaram genes toxigénicos, enquanto que para a espécie S. hominis, das
cinco amostras avaliadas, trés apresentaram-se toxigénicas. O mesmo ocorreu
para as cinco amostras de S. lugdunensis com trés amostras toxigénicas. Das
cinco amostras de S. haemolyticus isoladas, duas foram positivas para a presenca
de genes toxigénicos. As espécies S. saprophyticus e S. xylosus com uma
amostra cada, também apresentaram-se toxigénicas. Por outro lado, as trés

amostras de S. simulans n&o apresentaram 0s genes pesquisados.



Tabela 8 — Distribuicdo de genes de toxinas segundo o material clinico em

amostras de ECN.

Genes de toxinas Material Clinico
PCR

SNG CT CN PDT SEC Total
sea 4 2 1 0 2 9
seb 0 1 0 0 0 1
sec-1 19 3 1 0 0 23
tst 5 0 0 0 0 5
sea+sec-1" 3 0 0 0 0 3
sea+tst 0 1 0 0 0 1
sec-1+tst 4 1 0 1 0 6
sea+sec+tst 1 0 0 0 0 1
Total 36 8 2 1 2 49

SNG: sangue; CT: ponta de cateter; CN: ponta de canula; PDT: ponta de dreno torécico; SEC:
secrecéo.
sea: gene da enterotoxina A; seb: gene da enterotoxina B; sec-1: gene da enterotoxina C;
sed: gene da enterotoxina D; tst: gene da toxina 1 da sindrome do choque téxico.
- _: Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas A e C.
_: Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas A e TSST-1.
Presen(;a concomitante dos genes das enterotoxinas Ce TSST-1.
: Presencga concomitante dos genes das enterotoxinas A, C e TSST-1.

A tabela 10 apresenta a analise estatistica dos diferentes tipos de genes
em relacdo ao material clinico, sendo que a presenca de seb foi verificada
principalmente em corpo estranho e secrecéo (p < 0,0001), enquanto a presenca

de sec-1 + tst foi mais freqliente em sangue e corpo estranho (p= 0,0069).



20

Osea W seb Osec-1 Osed Otst
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Figura 7. Determinacao do perfil toxigénico em S

. aureus pela técnica de PCR.



Tabela 9 — Perfil toxigénico dos estafilococos isolados de recém-nascidos pela

técnica PCR.

Genes de Espécies
toxinas

PCR S. aureus S.epidermidis Outros Total valor p
sea 11 5 4 20 0,5683
seb 12 1 0 13 0,0020
sec-1 20 15 8 43 0,7308
sed 1 0 0 1 0,4986
tst 4 5 0 9 0,1489
sea+seb” 4 0 0 4 0,0597
sea+sec-1" 3 2 1 6 0,9920
sea+tst 1 0 1 2 0,2961
sec-1+tst 3 4 2 9 0,5754
sea+sec- 0 1 0 1 0,3482
1+tst
Total 59 33 16 108 0,3052

sea: gene da enterotoxina A; seb: gene da enterotoxina B; sec-1: gene da enterotoxina C;

sed: gene da enterotoxina D; tst: gene da toxina 1 da sindrome do choque toxico.

" Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas A e B.
: Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas A e C.

*k

- _: Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas A e TSST-1.

Presenga concomitante dos genes das enterotoxinas Ce TSST-1.
: Presencga concomitante dos genes das enterotoxinas A, Ce TSST-1.



Tabela 10— Distribuicdo de genes de toxinas segundo o material biolégico.

Genes de toxinas Material Clinico
PCR

SNG CT CN PDT SEC  Total valor p
sea 9 4 1 0 6 20 0,4890
seb 0 2 5 4 2 13 < 0,0001
sec-1 26 6 2 1 8 43 0,3042
sed 0 0 0 0 1 1 0,3250
tst 5 1 0 0 3 9 0,3797
sea+seb” 1 1 0 0 2 4 0,4934
sea+sec-1" 3 1 0 0 2 6 0,6503
sea+tst 0 1 0 1 0 2 0,4067
sec-1+tst™ 4 2 0 3 0 9 0,0069
sea+sec- 1 0 0 0 0 1 0,8337
1+tst
Total 49 18 8 9 24 108

sea: gene da enterotoxina A; seb: gene da enterotoxina B; sec-1: gene da enterotoxina C; sed: gene
da enterotoxina D; tst: gene da toxina 1 da sindrome do choque toxico. SNG: sangue; CT: ponta de
cateter; CN: ponta de canula; PDT: ponta de dreno toracico; SEC: secregdo.

“: Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas A e B.

" Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas A e C.

“: Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas A e TSST-1.

™ Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas Ce TSST-1.

***** : Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas A, C e TSST-1.
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Figura 9 — Eletroforese em gel de agarose para pesquisa do gene
sec-1 (257 bp) em amostras de ECN pela técnica de PCR. 1, 2, 3, 4, 5,
7, 8, 10, 11, 13: amostras positivas, 6, 9, 12, 14: amostras negativas,
15: controle negativo, 16: S. aureus ATCC 19095 e 17: marcador de

peso molecular (50 bp).
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4.4 Determinacdao do perfil toxigénico pela técnica de RT-PCR.

As amostras de S. aureus (n=59) e ECN (n=49) as quais apresentaram-
se toxigénicas pela técnica de PCR, foram submetidas a extracdo de RNA
conforme item 3.4.1 para investigacdo da expressdo de toxinas pela técnica RT-
PCR. O controle interno de extracdo do RNA através da pesquisa de RNA
ribossémico 16S mostrou resultado positivo para todas as amostras (Figura 10).

Das 108 amostras toxigénicas pela técnica de PCR, 43 (39,8%)
apresentaram-se positivas para a expressdo da toxina quando submetidas a
técnica de RT-PCR (Tabela 11, Figuras 11 e 12). Sua expressao correspondeu a
37 (34,3%) de amostras de S. aureus e 6 (5,6%) de amostras de ECN. As
amostras de S. aureus expressaram RNAmM para todas as classes de toxinas
testadas EEA, EEB, EEC, EED e TSST-1, enquanto que as amostras de ECN
expressaram RNAm de EEA e EEC. Das 16 amostras de S. aureus que
apresentaram genes toxigénicos para a EEB, 13 confirmaram a sua expresséo
pela técnica RT-PCR, correspondendo a 81,3% do total de S. aureus com genes
para essa toxina. Também foi confirmada a expressao de EEA em 12 (63,2%) das
19 amostras com o0 gene sea. Para a EEC foi observada sua expressdo em 13
(50,0%) das 26 amostras que apresentaram o0 gene sec-1, e a TSST-1 foi
encontrada em trés das oito amostras que apresentaram o0 gene responsavel pela
sua producdo. A Unica amostra que apresentou o gene da EED confirmou a sua

expressdo quando avaliada pela técnica RT-PCR (Tabelas 12 e 13).
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Figura 10 — Eletroforese em gel de agarose para pesquisa do rRNA 16 S (791 bp) em

amostras de Staphylococcus spp. pela técnica de RT-PCR. 1 a 18: amostras positivas.

Das 14 amostras de ECN que apresentaram genes para a EEA, trés
confirmaram a expressdo dessa toxina, enquanto que das 33 amostras com genes
para a EEC pelo PCR, apenas trés confirmaram a sua expressdo. Nenhuma das
treze amostras que apresentaram genes para a TSST-1 apresentou expressao da

toxina quando investigada pela técnica RT-PCR (Tabela 12 e 13).



A expressao de toxinas estafilocdcicas por S. aureus isolados de
diferentes materiais clinicos, revelou a expressdao de EEB principalmente por
amostras isoladas de corpo estranho (cateter, canula e ponta de dreno toracico) e

secrecédo (p < 0,0001) (Tabela 14).

Tabela 11 - Distribuicdo de estafilococos isolados de recém-nascidos, segundo a

toxigenicidade das amostras pelo método de PCR e RT-PCR

Espécies
S. aureus ECN Total
N % N % N %
PCR 59 65,5 49 54,4 180 60,0
37 34,3 6 5,6 108 39,8

RT-PCR

A comparacao de amostras de S. aureus positivas para a expressao de
toxinas (n=37) com amostras de ECN (n=6) revelou diferenga estatisticamente

significativa em relacéo ao total de amostras toxigénicas (p < 0,001) (Tabela 12).



Tabela 12 — Determinacao do perfil toxigénico em Staphylococcus spp. pela

técnica de RT-PCR.

Toxinas Espécies

S.aureus S.epidermidis  Outros Total valor p
EEA 9 3 0 12 0,0627
EEB 11 0 0 11 0,0003
EEC 10 2 1 13 0,1173
EED 1 0 0 1 0,4986
TSST-1 1 0 0 1 0,4986
EEA+EEB 2 0 0 2 0,2472
EEA+EEC 1 0 0 1 0,4986
EEC+TSST-1 2 0 0 2 0,2472
Total 37 5 1 43 <0,001

EEA: enterotoxina A; EEB: enterotoxina B; EEC: enterotoxina C; EED: enterotoxina D;
TSST-1: Toxina 1 da sindrome do choque toxic



Tabela 13— Comparacéo das técnicas PCR e RT-PCR em amostras de S. aureus

e ECN.

Genes de toxinas/ PCR RT-PCR
enterotoxinas S. aureus ECN S. aureus ECN
sea/ EEA 11 9 9 3
seb / EEB 12 1 11 0
sec-1/EEC 20 23 10 3
sed/ EED 1 0 1 0
tst /TSST-1 4 5 1 0
sea+seb” 4 0 2 0
sea+sec-1" 3 3 1 0
sea+tst 1 1 0 0
sec-1+tst™ 3 6 2 0
sea+sec-1+tst 0 1 0 0
Total 59 49 37 6

sea: gene da enterotoxina A; seb: gene da enterotoxina B; sec-1: gene da enterotoxina C; sed: gene
da enterotoxina D; tst: gene da toxina 1 da sindrome do choque toxico.

“: Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas A e B.

" Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas A e C.

“: Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas A e TSST-1.

“”: Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas Ce TSST-1.

" Presenca concomitante dos genes das enterotoxinas A, C e TSST-1.



Tabela 14 — Distribuicdo da expresséo de toxinas por amostras de Staphylococcus

spp. segundo o material clinico.

Toxinas Material Clinico
RT- PCR

SNG CT CN PDT SEC  Total valor p
EEA 6 1 0 0 2 9 0,2181
EEB 0 1 4 4 2 11 < 0,0001
EEC 3 2 1 0 4 10 0,7226
EED 0 0 0 0 1 1 0,4809
TSST-1 0 0 0 0 1 1 0,4809
EEA + EEB 1" 1 0 0 1 3 0,4067
EEA + EEC 0 0 0 0 27 2 0,4809
EEC + TSST-1 2" 1 0 2" 0 5 0,5092
EEA + EEC + 1 0 0 0 0 1 0,4809
TSST-1
Total 12 6 5 6 13 43

SNG: sangue; CT: ponta de cateter; CN: ponta de canula; PDT: ponta de dreno torécico; SE:
secrecdo. EEA: enterotoxina A; EEB: enterotoxina B; EEC: enterotoxina C; EED:
enterotoxina D; TSST-1: Toxina 1 da sindrome do choque téxico; ~amostra produtora
apenas de EEA; ~ amostra produtora apenas de EEC; ~ uma das amostras produtoras
apenas de EEC; " uma das amostras produtora apenas de EEA.
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Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose para pesquisa da EEA
(120 bp) em amostras de S. aureus pela técnica de RT-PCR. 1:
amostra produtora de EEA, sem tratamento do RNA com DNAse; 2:
amostra produtora de EEA, tratada previamente com DNAse antes
da obtencédo do cDNA; 3: RNA sem obtencdo do cDNA (controle da
enzima), 4: S. aureus ATCC 13565, 5: marcador de peso molecular

(100bp).



Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose para pesquisa da EEC
(257 bp) em ECN pela técnica de RT-PCR. 1, 2, 3: amostras
negativas, 4. amostra produtora de EEA, sem tratamento do RNA
com DNAse; 5: amostra produtora de EEA, tratada previamente
com DNAse antes da obtencdo do cDNA, 6: RNA da mesma
amostra sem obtencdo do cDNA, 7, 8, 9: amostras negativas para
EEA, 10: S. aureus ATCC 19095, 11: marcador de peso molecular

(100bp).






5. DISCUSSAO

Os Staphylococcus sdo microrganismos freqientemente encontrados
no ambiente hospitalar, estando associados a uma grande variedade de infec¢des.
Diversos fatores de viruléncia sdo responsaveis pela patogenicidade dos
estafilococos, destacando-se entre eles as toxinas superantigénicas,
enterotoxinas e a toxina TSST-1.

Dentre as espécies toxigénicas, a espécie S. aureus € a mais

40,109,110

conhecida e bem descrita na literatura, porém alguns estudos relatam

também a producéo de toxinas pelos ECN. >6:°8:60.61.111

Nesse estudo foi avaliado o potencial toxigénico de 90 amostras de S.
aureus e 90 amostras de ECN, com a deteccdo de genes que codificam as
enterotoxinas estafilocécicas e TSST-1 pela técnica de PCR, e a capacidade
dessas amostras expressarem esses genes pelo método de RT-PCR. As
amostras foram submetidas a identificacéo fenotipica e para todas as amostras de
ECN que apresentaram genes toxigénicos foi realizada uma identificacdo
genotipica para confirmacdo da espécie utilizando a técnica ITS-PCR. A
comparacao dos resultados da identificacdo das espécies mostrou uma boa
correlagdo entre os métodos. A identificacdo revelou a espécie S. epidermidis
como a mais frequente, correspondendo a 64(71,0%) das 90 amostras de ECN
investigadas, além de amostras de S. warneri, S. haemolyticus, S. lugdunensis, S.
hominis, S. simulans, S. xylosus e S. saprophyticus. Esses resultados sé&o

semelhantes aos descritos por Udo et al.®° e Kloos & Bannerman ’, que também

encontraram uma frequéncia maior de S. epidermidis.



Do total das 180 amostras estudadas, 108 (60,0%) foram positivas
quando investigadas pela técnica de PCR para a deteccdo de genes que
codificam as toxinas estafilocécicas, sendo que 59 (54,6%) corresponderam a
amostras de S. aureus e 49 (45,4%) a amostras de ECN. O estudo do perfil
toxigénico de ECN revelou 54,4% de amostras com um ou mais genes das 90
amostras isoladas, sendo a espécie S. epidermidis a que apresentou o0 maior
potencial toxigénico. Das 64 amostras investigadas de S. epidermidis, 51,6%
apresentaram genes para as toxinas A (sea), C (sec-1) e TSST-1 (tst), isolados ou
associados. Entretanto, outras espécies de ECN isoladas também foram positivas
pela técnica de PCR. Dentre elas destaca-se o S. warneri, onde todas as seis
amostras isoladas apresentaram-se toxigénicas para os genes sea e/ou sec-1.
Trés amostras de S. lugdunensis apresentaram 0s genes sec-1, sendo que uma
delas também apresentou o0 gene tst associado. Trés amostras de S. hominis,
duas de S. haemolyticus e uma amostra de S. saprophyticus e S. xylosus também
apresentaram 0s genes sea, sec-1 e/ou tst. A Unica espécie que ndo apresentou
amostras com genes toxigénicos foi 0 S. simulans com trés amostras negativas.

Diversos fatores do meio e sistemas regulatérios presentes nos
microrganismos podem afetar diretamente a produgao de toxinas. Dessa forma, a
presenca de genes toxigénicos nas amostras de estafilococos ndo exclui a
possibilidade de producdo de toxinas em determinado momento, seja a producéo
in vivo ou em meios de cultura com condi¢des 6timas.

Alguns autores também relatam a presenca de genes toxigénicos em

77
l.

ECN, como em estudo realizado por Cunha et al."" no qual descrevem a presenca

de ECN enterotoxigénicos isolados de alimentos. Das vinte amostras de ECN



isoladas, trés apresentaram 0 gene sea e uma amostra apresentou o gene sec-1.
O gene sea foi detectado em uma amostra de S. epidermidis, em uma amostra de
S. xylosus e em uma de S. hominis, enquanto que o gene sec-1 foi detectado em

1.1° a0 avaliarem amostras de ECN

uma amostra de S. xylosus. Schmitz et a
quanto a presenca de genes toxigénicos também encontraram duas amostras
positivas para o gene sec-1 de um total de 50 amostras investigadas. Entretanto,

outros autores nao obtiveram resultados positivos para a presenca de genes

toxigénicos em amostras de ECN de isolados clinicos, como em estudo realizado

|'97 k 112

por Becker et al.”” utilizando a técnica PCR multiplex. Kreiswirth & Novic
utilizando a técnica de hibridizagcdo de DNA avaliaram varias espécies de ECN
quanto a presenca de genes responsaveis pela expressdo de TSST-1. Esses
autores incluiram no estudo algumas amostras relatadas por Crass & Bergdoll”
como amostras produtoras de TSST-1. Em nenhuma das amostras de ECN foi
confirmada a presenca do gene tst, além de duas amostras TSST-1 positivas,
identificadas anteriormente como ECN, apresentarem-se coagulase positivas,
indicando um erro de identificacao.

Outros autores também questionam a capacidade dos ECN serem
produtores de enterotoxinas e TSST-1 e sugerem que essas amostras possam ser
S. aureus mutantes 0s quais ndo expressam a enzima coagulase.'®*'%*2 com o
intuito de descartar essa possibilidade, para todas as amostras de ECN que
apresentaram genes toxigénicos, foi realizada uma identificacdo genotipica para a
confirmagéo da espécie. A técnica ITS-PCR néo deixa dividas quanto ao padréo

de bandas caracteristico referente a cada espécie investigada quando comparada

com espécies de referéncia internacional (ATCC), além de excluir possiveis erros



gue possam ocorrer na identificacao fenotipica. Embora tenham ocorrido algumas
discrepancias entre esses métodos, em relacéo a diferenciacdo da espécie, todas
as amostras identificadas como ECN pelo método fenotipico confirmaram ser ECN
pela técnica genotipica.

Eliminando-se possiveis erros de identificacdo, a divergéncia nos
resultados obtidos em relacdo aos ECN serem capazes de produzir ou nao toxinas
pode estar relacionada a escolha da técnica adequada para extracdo do DNA e
deteccdo de genes responsaveis pela expressdo dessas enterotoxinas. A
padronizacdo das técnicas que vai desde o emprego de meios de crescimento,
pH, temperatura e concentracdes de nutrientes ideais bem como o uso de
controles de extracdo, parametros utilizados nas reacfes de amplificacdo e
enzimas, é fundamental para o bom desempenho da pesquisa. Sabe-se que uma
das desvantagens da PCR multiplex é que ela destaca a presenca dos genes que
estdo em maior frequéncia, mascarando ou ndo detectando os que aparecem em
menor frequéncia, diferente da técnica PCR que utiliza um par de primers para
cada reacao, a qual é feita isoladamente para cada toxina investigada.

Nossos resultados revelaram uma predominancia de amostras de ECN
com o gene sec-1 isolado ou associado a outros genes. Porém, na andlise do tipo
de gene de toxina em relacdo ao material clinico predominou o gene seb, sendo
encontrado principalmente em amostras de S. aureus isoladas de corpo estranho
e secrecdo. Esse resultado pode ser explicado pela maior frequéncia das
amostras de S. aureus incluidas no estudo serem provenientes desses materiais

clinicos, sendo 77,7% isoladas de corpo estranho e secrecao e 22,3% de sangue.



Entretanto, a técnica de PCR permite a deteccao de genes contidos nas
linhagens independentes de sua expressao, pois mesmo o gene estando presente
no microrganismo, ele pode nado estar ativo. A técnica de RT-PCR permite ainda
detectar a sequéncia de RNAm responsavel pela expressao da enterotoxina alvo,
nao deixando duvidas quanto ao potencial toxico do microrganismo.

Nossos estudos revelaram a expressdo de RNAmM que codificam as
toxinas estafilocécicas em 43 (39,8%) das 108 amostras positivas pela técnica de
PCR. O RNAm detectado correspondeu a toxinas da classe EEA, EEB, EEC e/ou
TSST-1. A expressédo de toxinas pelos ECN foi significativamente inferior quando
comparada a dos S. aureus, correspondendo a 13,9% do total de amostras
produtoras. O S. epidermidis foi a espécie mais toxigénica entre os ECN, sendo
gue cinco amostras foram positivas para a expressdo de RNAm que codifica as
EEA e EEC. Entre as outras espécies de ECN, somente o S. lugdunensis
apresentou resultado positivo pela técnica de RT-PCR, para a EEC.

Alguns autores também relatam a producéo de enterotoxinas e TSST-1
por S. epidermidis, S. haemolyticus e S. warneri utilizando o método RPLA.”® Udo

et al.

, investigando manipuladores de alimentos também encontraram amostras
de ECN e S. aureus produtores de enterotoxinas e TSST-1 pelo método RPLA.
Do total de ECN investigados, 14,1% foram produtores de enterotoxinas ou TSST-
1, sendo que amostras das espeécies S. hominis, S. warneri, S. saprophyticus, S.
epidermidis, S. xylosus, S. haemolyticus e S. schleiferi foram positivas para as

toxinas EEA, EEB, EEC e/ou TSST-1. Marin et al. >’ descrevem estudo realizado

com estafilococos produtores de enterotoxinas em amostras de presunto pelo



método RPLA. Dos 135 estafilococos isolados, dois pertenciam a espécie S.
epidermidis e um foi produtor da EEC.

.,.%8 estudando amostras de S. aureus com um ou mais

Cunha et a
genes especificos para a expressao de toxinas estafilococicas encontraram 46,7%
de amostras positivas pela técnica de PCR, enquanto que 38,3% das amostras
foram produtoras das respectivas toxinas quando testadas pelo método RPLA.
Ainda no mesmo estudo, 40% de amostras de ECN com um ou mais genes
especificos para a expresséo de toxinas, confirmaram a sua producdo em 26,7%
das amostras, pelo método RPLA. Esses mesmos autores em estudo para
verificar os fatores de viruléncia de ECN isolados de RN, encontraram um
percentual de 37,6% de ECN produtores de EEA, EEB ou EEC pelo método
RPLA.M

As amostras toxigénicas de S. aureus investigadas nesse estudo
apresentaram uma maior producdo da EEB (68,8%), e da EEA (38,5%) quando
avaliadas pela técnica RT-PCR. Segundo Niskanem & Koiranem **°, linhagens de
S. aureus produtoras de EEB tém sido observadas mais frequientemente entre os
estafilococos isolados de amostras clinicas de humanos, enquanto que linhagens
produtoras de EEC sdo comumente de origem animal.

Vérios estudos descrevem sistemas regulatérios estafilocécicos tais
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como os sistemas agr **, sar*, rot *® que podem afetar diretamente a producéo

das enterotoxinas estafilococicas. Novick *'® descreve a expressdo do locus agr
como um importante regulador em muitos dos fatores de viruléncia de S. aureus.

N 102,103

Embora varios autores contestem o potencial toxigénico de EC , 0 operon

agr que possui importante papel na regulacdo da expressdo de toxinas



estafilococicas, tém sido encontrado também em outras espécies de estafilococos,
tais como S. intermedius **/, S. lugdunensis *° e S. epidermidis. *’ O locus agr de
S. epidermidis apresenta uma homologia de 68% quando comparado com um
locus agr de S. aureus, *’ além de apresentar os genes agrA, B, C e D envolvidos
na regulacéo da producéo de toxinas.

Além desses sistemas regulatorios presentes no microrganismo,
alguns fatores do meio externo podem atuar diretamente na producdo das
enterotoxinas. Sabe-se que a producéo das enterotoxinas é 6tima em pH neutro e
decresce em pH &cido. Bergdoll *° descreve que a glicose no meio de cultura
possui um importante efeito inibitério na producdo das enterotoxinas,
especialmente para as enterotoxinas EEB e EEC. Essa inibicdo deve-se a uma

queda do pH como consequéncia do metabolismo da glicose. Segundo Regassa
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et al. e Novic , a glicose e a queda do pH podem estar associados a

expressdo de agr. Pereira et al. **

analisaram a producéo de EEA e EEB por ECN
em diferentes temperaturas, valores de pH e concentracdo de NaCl. A maior
producdo ocorreu em temperatura 39,4°C e em pH 7,0. Portanto, a sintese de
enterotoxinas pode diferir dependendo das condi¢des laboratoriais e naturais.

O exato mecanismo pelo qual esses sistemas séo ativados ou inibidos
ainda ndo estd bem esclarecido A presenca de um locus agr em espécies de S.
epidermidis e a sua capacidade de producédo de toxina delta associada a esse
sistema agr ¥’ deixa evidente que o sistema estd atuando e ndo exclui a
possibilidade de produgdo de enterotoxinas em algum momento. Portanto, a

predominancia de S. epidermidis entre as espécies de ECN toxigénicas pode

estar associada a esses sistemas regulatérios estafilocécicos também presentes



nessa espécie.

Diversos métodos imunoldgicos tém sido descritos para detectar a
producdo de enterotoxinas estafilococicas e TSST-1, tais como os testes de
imunodifusdo, aglutinacdo de latex reversa e passiva (RPLA), ELISA e diversos
kits disponiveis comercialmente. Porém, nem sempre esses métodos detectam
amostras produtoras de toxinas, pois algumas linhagens produzem pequena
quantidade de toxina que podem estar abaixo do limite de deteccdo do método
utilizado.”* Outras desvantagens dos métodos imunolégicos sdo as reacoes
inespecificas e reacdes cruzadas entre antigenos que podem produzir resultados
falso-positivos. &

Quando avaliamos o potencial toxigénico das amostras pela deteccao
de genes produtores de enterotoxinas e TSST-1, eliminamos todas essas
desvantagens que ocorrem nos métodos imunolégicos, pois estando o gene
especifico para a producdo de determinada toxina presente na amostra, a
possibilidade de producao da toxina ndo deve ser descartada. 09119120

O método de PCR mostrou ser rapido e confiavel para a determinacao
da presenca de genes especificos de toxinas estafilocdcicas, além de confirmar a
identificacdo dos ECN pela técnica ITS-PCR, excluindo a possibilidade dessas
amostras se tratarem de S. aureus mutantes. O método de RT-PCR também
apresentou-se como uma técnica rapida e eficaz, deixando evidente a capacidade
dos ECN de expressarem RNAm que codificam essas enterotoxinas, porém, como
depende da ativacdo dos genes, uma maior investigacdo de fatores do meio e
esclarecimento dos mecanismos regulatérios que possam estar interferindo em

sua expressao devem ser avaliados.



Os resultados obtidos destacam os ECN como importantes patdgenos,
deixando evidente o seu potencial toxigénico, enfatizando que uma maior atencéo
deve ser dada a esses microrganismos que muitas vezes sdo considerados

apenas contam inantes.






6. CONCLUSOES

S. epidermidis foi a espécie de ECN isolada com maior frequéncia de
hemoculturas, pontas de cateteres, pontas de canulas, pontas de drenos

toracicos e secrecdes provenientes de recém-nascidos.

Amostras de S. warneri, S. hominis, S. lugdunensis, S. simulans, S.
saprophyticus e S. xylosus também foram isolados dos materiais clinicos

estudados.

Todas as amostras identificadas como ECN pela técnica fenotipica

confirmaram essa identificacdo pelo método genotipico.

O método de PCR mostrou ser rdpido e confiavel para a determinagéo de
genes que codificam as toxinas estafilococicas e também para a

identificacdo de ECN.

Todas as espécies de ECN isoladas, com excecdo de S. simulans,
apresentaram o0s genes dos tipos sea, seb, sec-1 e/ou tst isolados ou
associados.

Amostras de S. aureus apresentaram genes toxigénicos para todas as

classes de toxinas pesquisadas.



O gene sec-1 responsavel pela expressdo da EEC foi o mais detectado
tanto em amostras de S. aureus, quanto em amostras de ECN, enquanto o

gene seb foi mais freqlente em S. aureus.

A deteccdo da expressdo de RNAmM que codifica as enterotoxinas e TSST-
1 pela técnica RT-PCR foi mais frequliente na espécie S. aureus. Das cinco
toxinas estudadas, todas foram expressas por S. aureus, enguanto

espécies de ECN foram positivas somente para EEA e EEC.

O método de RT-PCR apresentou-se como uma técnica rapida e eficaz,

confirmando a capacidade toxigénica de S. epidermidis e S. lugdunensis.
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