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RESUMO: Foram testadas, guanto 3 producio de desoxirribonuelesse
{DNAse) e termonuclense {TNAse), 382 cepas de Staphylococcus awreus, isoladas
de 205 amostras de alimentos, separadas em grupos como segue: grups o, 236
cepas iscladas de 1568 amostras de alimentos nic-causadores de enfermidades
e, grupo b, 146 cepas iscladas de 47 amostras de alimentos recebidas para eluei-
dagdo do agente causador de intoxicacdio alimentar, com sintemas clinicos nos
afetados compativeis aos causados pela enterofoxina estafilocécica. Considerando
o8 resuliados obtidos, no easo do  grupo @, observou-se & presenca de
cepa nao-produtora de DNAse e TNAse em amosira de macarriao e cepas proda-
toras de DNAge mes ndo de TNAse provenlentes de leite em péd e bife friteo,
ndo sendo portante 10097 conecordanies os resultados referentes & produgio de

DNAse e TNAse; no grupe b, wverificon-se gue todas as cepas demonstraram

produciio de DNAse & TNAse.
DESCRITORES:

Stophylococcus auwreus em alimento, termonuclease.

INTRODUCAO

Staphylococcus aureus é uma bactéria gue
pode ocorrer na flora da pele e mucosa do
homem e de outrog animais de sangue guente,
ou como agente de processos infecciosos i,
Sua presenga em alimentos & devida &
manipulagio e/on processamento inadequa-
do{s). Muitas cepas de S. cureus, ao se
multiplicarem, produzem e liberam enteroio-
xina estafiloedejea ® 11, que é causa de inteo-
xicacdes alimenfares gue afetam o homem,
gatos jovens e primatas* 22 27, Surtos epidé-
micos de enfermidades fransmitidas por
alimentos a ela atribdidos guasze sempre
ccorrem gquando a guantidade de enterotoxina
1o alimento ultrapassa o limite de resisténeia
do consumidor, desencadeando og sinfomas da
doenga: vOmite, diarréia, &nsia, calafrios,
dores abdominais, prostracfio e, raramente,
febre & 4, 5, 10, 12, 15, 22, 25,

Segundo o ‘“Center for Disease Control”, a
enfermidade causada por esta enterotoxina,
nos Bstados Unidos, em 1982, foi responsivel
por 12,7% de todas as doengas transmitidas
por alimentos, incluindo-se as de origem bac-
teriang, quimica, parasitéria e viral 4,

A multiplieacdo do 3. qureus e a produgio

e liberagdo de enterotoxina por cepas produ-

toras estfio associadas!l., Se o nimero de
unidade formadora de coldnias {(uf.c.) desta
bactéria por g fml) do produifo for pequeno,
pode tratar-se de contaminacdo recente oun de
produto gue apresenta caracteristicas inade-
guadas para a suz multiplicacio. Em condi-
ches favoravels, verifica-se que a presenga de
8, gureuns ao redor de 107 ufe/g (ml) do
produto estd associanda a liberacdo de entero-
toxina em quantidade capaz de afetar ¢ con-
sumidor, desde que & cepa em questdo seja
capaz de produzi-la.

As entercfoxinas estafilococicas® %

5.8 de
signadas pelas letras A, B, ¢, D ¢ E2

%
’

* Realizade na Se¢do de Microbiclogia Allmentar do Institute Adolfo Lautz, Sic Paule, SP.
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podem ser detectadas a partir do alimento,
porém, as antienterotoxinas nioc estdo dispo-
niveis facibmente ¢m nosso mefo, seja pelo
custo elevado, ou pela escassez e raridade.
Os animais sensiveis a esta toxina, macacos
e gatos jovens 4 22,27 também néo sfo féceis
de ser adquiridos e/ou mantidos em labora-
torie. Entretanto, as enterotoxinas ndo sfo
os dnicos metabdlitos gue podem ser extraidos
do substrato onde o S. aureus se desen-
voiveu. Enzimas, em especial as que atuam
sobre o dcide desoxirribonuciéico, comeo a
desoxirribonucieaze (DNAse) ¢ a termo-

nuclease (TNAse), também estio presgen-
tes 2 11, 16, 18, 21, 25, 28, 81,

O teste de DNAse é usado sistematica-
mente para identificaciio de S. awreus, jun-
tamente com o teste de coagulase. Verifica-se,
na rotina, a produgio de coagulase; caso
n&o seja francamente positiva, realizam-se
DNAse1, 2,728 ¢ ouiros testes, como fosfa-
tase, fermentagio e oxidacic da glicose e do
manitol, tende sempre por base as caracte-

risticas morfoldgicas e tintoriais da bacté-
rig 1 & 8, 20, 22, 28, 30,

Jé& foi estabelecido o valor da TNAse para
a confirmagéo e identificacio do 8. nureus 1
3. 30, No gue se refere i andlise de alimentos,
verificou-se gue a sua detecgiio direta é pos-
sivel quando o produto apresenta um ntmero
de células ao redor de 10°% ufe./g (ml), valor
este compativel com o nidmero necessirio de
células para producic de enterotoxina em
guantidade suficiente para desencadear doen-
¢a 1. 17. 24, B importante ressaltar que tanto
a TNAse como a enterotoxina sao termo-
estaveis, permanecendo, portants, no alimento
mesme apdés a destruigde das células que as
produziram 14, 19, 24,

Os critérios laborateriais usados para con-
firmar qual o alimento veiculador da entero-
toxina estafiloedeics incluem: deteecdio da
presenga de enterotoxina no alimento, presen-
ga de um nimerc de S. aureus malor ou
igual a 105 uf.c./g {ml) do produic e carac-
terizacio da cepa isolada guanto A produgioc
de enterotoxina e termonuclease 29,21,

A técnica de deleegio da TNAse é relati-
vamente simples e barata em contraposicio
4 da pesquisa de enterotoxina 29,

O presente estudo tem por finalidade a
verifica¢éc da producio de TNAse ¢ DNAse
de cepas de S. gureus isoladas de alimentos
e caracterizadas pelos testes de coagulase e
oxidagio/fermentagho da glicose, além da
confirmago microsedpica da morfologia e
coloragio da bactéria. Denire og salimentos
estdo incluidos os que foram considerados
veiculadores de enterctoxina estafilocéeica,
por terem side regponsiveis por enfermidades
transmitidas por alimentos com apresentacio
de sintomas clinicos, nos afetados, compa-
tiveis com a sindrome por ela provoeada, e
0s que ndo estavam envolvidos em surtos de
enfermidades transmitidas por alimentos,
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MATERIAL E METODOS

Material
Cepus — Foram testadas 382 cepas recen-
temente isoladas ou mantidas sob conser-

vagdo, procedentes da anslise de alimentos.
Estas foram separadas em grupos, sendo:
grupo e, provenientes de amostras nio-envol-
vidas em surtos de enfermidades transmitidas
por allmentos, como segue: massas alimen-
ticias com ouw sem recheio, queijo e soro de
queijo, leite, canjiea, sorvete e pds para
gorvete, pies e produtes de panificagio,
bolos, doces de confeitaria e bolachas, earnes
cruas ¢ embutidos, carnes pronias e alimentos
preparados com carnes, alimentos preparados
com cereals e derivades, alimentos preparados
{diversos}, salgadinhos ¢ sanduiches; grupo
b, provenientes de amostras envolvidas em
surios de enfermidades transmiiidas por
alimentos, com a mesma sintomatologia elini-
ca, nos afetados, causada pela enferotoxina
eztafiloedeica, através de bolos e doces de
confeitaria, queijo, carnes prontas e prabos
preparados com carnes, pratos preparados
com cereais e derivados e salgadinhos. (ta-
belas 1 e 2.)

Awmostras — Foram avaliadas no presente
trabalho 205 amostras de alimentos, entre as
recebidas para andlise, por apresentarem
ufe. de 8. qureus. Constam do grupe o,
agueias que apresentaram nimerc de ud.e.
inferior a 105%/g (ml} ou que nio foram
recebidas para elueidagfio de surtos de enfer-
midades transmitidas por alimentos; e, no
grupe b, as que, além de apresentarem
nimere de uf.e. igual ou malor que 105/g
(ml), foram recebidas para elucidacio do
agente causader de enfermidades transmi-
tidas por alimentos.

As amostras de alimentos foram distribui-
das pela requisicho do exame, como segue:
18 foram recebidas da fiscalizagde da alimen-
tagdo piblica, 47 foram solieitadas para
elucidagio do agente, devido a ocorréncia de
surtos de enfermidades transmitidas por
alimentos, 18 foram enviadas para anilise
exigida para fins de regisiro do alimento
junto & Ddvisdo Nacional de Alimentos do
Ministério da Satde e 127 foram solicitadas
pelo interessade para verificacio da quali-
dade higiénico-ganitaria de seus produtos.

Métodos

Isolamento de S, oureus — O isolamento
foi efetuado pelas téenicas do nvimere mais
provivel e da semeadura em placas 38, Prin.
cipalmente no caso de alimento envolvide em
surto de enfermidade transmitida por al-
mentos, foram testadas cepas isoladas das
diferentes diluicdes.

Caractevizacdo de S, aureus — A caracte-
riza¢io foi efetuada baseada na verifieacio
microscépica e producio de calalase e coa-
gulase, oxidacio e fermentacio da glicose,
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Valores de unidade formadora de coléwins {u.f.e.} de S, aureus e wresulfados dos testes de desoxirribonuclease e de termonuelease obtidos nua andlise de

TABELA 1

alimentos e cepas n@o-envelvidos em casos de intowivagdo alimentar
Amosiras de alimentos analisados Valores de u.f.e. por Cepas de 8. aureus testadas
g {ml) do produto
Teste de DNAse Teste de TNAse
Tipe Total Minime Midxime Total
Positivas Negativas Positivas Negativas
Massz alimenticia com ou zem
recheio a7 8,62 7.5x104 35 34 1 34 1%
Queijo e soro de gueijo 18 1,9 3,0x104 a1 31 [1} a1 1]
Leite 21 0,36 3,0x164 31 31 [H] 30 1 %%
Canjica 2 2,4x102 4,6x102 3 3 0 3 [i]
Sorvete € pos para sorvete 5 5,6x1038 3,2x104 5 5 0 5 ]
Paes e produtos de panificac¢io [ 4,9 30x104 8 8 0 8 0
Bolos, doces de confeitaria 8 2,8 3,0%104 12 12 0 12 0
Carnes eruas e embutidas 13 4,36 3,4x105 23 23 8 23 4]
Carnes prontas e alimentos prepa-
rados com carne 31 0,3 6,0x164 51 51 0 50 1 E%E
Alimentos preparados com cereais
e derivades 7 9.4 3,0x104 10 19 [ 16 [
Alimentos preparades (diversos) 14 1,2 3,0x104 21 23 o 21 0
Salpadinhos e sanduiches 8 0,94 3,0x104 [ [ [ ] 1]
158 — e 236 235 1 233 3

* Massa seca.
** Leite em pé.
2% Oontrafilé preparade (bife).

Tral
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TABELA 2

Valores de unidede formadere de coldmias (w.f.e.) de 8. aureus e resultados dos testes de desoxirribonucleuse ¢ de termonuclease, obtidos mna andlizse de

alimentos ¢ cepas envelvides em casos de intomicagdo alimenter

Amostras de alimentos analisadas

Valores de u.f.c. por
g {(ml) do produte

Cepas de S. aureus testadas

Teste de DNAse

Teste de TNAge

Tipo Nimero Minime Maximo Total
Positivas Negativas Positivas Negativas

Bolos e doces de confeitaria 27 4£6x10 5 3.6x109 7 7 0 77 @
Queijo 10 24x14 6 3,0x108 24 24 0 24 0
Carnes pronlas e alimentos pre-

parados com carne 6 6,6x16 % 3,0x10 8 23 23 0 23 0
Alimentos preparados com cereais

e derivados 2 1,7x10 7 2,4x16 7 16 16 0 16 6
Salgadinhe 1 1,1x185* —_— 1 1 1] I ¢
* Valor tnieo 47 e e 146 148 1] 146 4]

qEul ey

9861 ‘BOT-50T: (/1)9% ‘zawy ofiopy

OWOSNILMYR ¥ S TITES

SOJUGER WS 2sEaPRULUNIA} ap Jxoynpoxd swaunp suosesopfiydmg —



GELLI, B.8. & MARTINS, M.C. — Stapliylococcus eureus produtor de termonuclease em alimenfos.

Rev. Inst. Adolfe Lutz, £6{1/2):103-109, 1986,

conforme metodologia deserita ® 36, o tfeste
de DN Ase foi efetuado conforme deserito por
STREITFELD et alii 28 o teste de TN Ase foi
realizado pela téenica em I&mina, conforme
publicacio. de LACHICA et aliils 17,18,
usando porém formula compensada para o
prepare do dgar DNA, como segue: em um
frasco Erlenmeyer, com 100 mi de dgua desti-
lada, colocar 0,61 g de hidroximetil amino
metano (TRIS) e dissolver. Ajustar o pH
para 9. Adicionar 0,147 g de cloreto de calcio
anidro, 0,875 g de cloreto de sdédio, 0,63 g
de dgar e 1,05 g de Agar DNA, aquecer até
a ebulicdo e adicionar 0,92 ml de solucie
aquosa de azul de toluidina a 1%. Distribuir
3 ml em cada iimina. Esta férmula mantém
a concentraciio adequada dos componentes,
apesar do uso de dgar DNA ao invés de DNA
puro, gue é mais onercso e de dificil cbtengao.

DISCUSSAQ

Na tabela 1, observa-se a presenga de cepa
nao-produtora de DiNAse e TNAse em amos-
tras de macarrfic seco, sem rechelo, que
sofreram tratamento térmice para a secagem,
e cepas produtoras de DNAse mas néo de
TNAse provenientes de leite em pé (pro-
dute seco) e de carne preparada, no caso
bife frite, na gqual ndo foi possivel deter-
minar ¢ seu preparo, ndo sendo portanto
100% concordantes os resultados referentes
a producdo de DNAsge e TNAse. Estas cepas
foram iscladas de alimentos ndo-envolvidos
em intoxicagles e sugerem que a relacio
DNAse-TNAse deve ser avaliada.

A tabela 2 exibe resultados 1004 posi-
tives quanto 4 producic de TNAse e de
DNAse pelas cepas isoladas de alimentos
envolvidos em intoxicaghes.

Os testes de isolamento das cepas, a partir
dos alimentos, foram feitos uiilizando-se
meios de enriguecimento seletivo e/ou sele-
tivos diferenciais, respectivamente, caldo trip-
tona de soja com 10% de ecloreto de sédio
e agar Baird Parker ou Vogel-Johnson 3¢,
Estes meios e seus agentes seletivos podem
infiueneciar na recuperaclio de células bacte-
rianas gue apresentam injdrias fisiolégicas
por retirada de Agua {secagem) ou abaixa-
mento de pH ({(acidulagho), ou por outros
métodos utilizados noz processzos de transfor-
macio de alimentos. Apesar de os meios de
cultura utilizados serem 08 recomendados
para 0 isolamento do 8. owreus, 08 mesmos,
por sua natuoreza seletiva, podem ter inter.
ferido na recuperagioc de células de S, qureus
dos produtos considerados inadequados para
manter a sua viabilidade. Esta seria uma
explicagho para os achados da tabela 1, uma
vez gque as amostras de alimenfos constantes
da tabela 2 sdo de produtos favoraveis para

manutencio da viabilidade e/ou desenvolvi-
mento desta bactéria, Deve sger considerado,
neste contexto, gque as cepas estavam man-
tidas em meios de culturag adequados, em
estado de cultura pura e tipica, conforme
evidenciagiio microscopiea e analise das carae-
teristicas morfotintoriais pela coloragiio de
Gram.

CONCLUSAO

Esta estabelecido que o teste de coagulase
é definifive na comprovacio laboratorial do
S. gureus, Atualmente, inclui-se a termonu-
clease para confirmacio desta bactéria, TA-
TINI et alii2% 33, consideram a TNAse
como forte indicadora da presenga de entero-
toxina estafilocécica em alimentos,

No presente trabsaihoe, observaram-se cepas
produtoras de DNAse e TNAse responsaveis
pela produgdo de enterctoxina estafilogdcica
em alimentos envolvidos em enfermidades
transmitidas por alimentos. Em alimentos
nic-envolvidos nestes eventos, ndo se detectou
capacidade de produgic de TNAse em trés
cepas ¢ de DNAse em uma cepa. Se anali-
sadas as caracteristicas do produto alimen-
ticio, verifica-se que a incidéneia de S. aureus
DNAse e TNAse positivag ocorrem em pro-
dutos com atividade de Agua, econceniraciio de
cloreto de sédic e acidez normalis.

Pelos dados obtidos no presenfe estude,
sugerimos gue sejam realizados experimentos
que permitam avaliar a ineidéneciz e/ou sele-
¢io de cepas produtoras e nHo-produtoras
de DNAse ¢ TNAse nos diversos tipos de
alimentos, de . acerdo com o processo tecno-
16gico de obtengfio e temperatura de manc-
tencio dos mesmos. Ainda, devem ser reali-
zados mais levaniamentos para estabelecer a
correlacBo da presenca da enterotoxina esta-
filoedeica e da TN Ase, especialmente quando
da auséneia de células viaveis de S. aureus
nos alimentos envolvidos em intoxieagdes, na
tentativa de se estabelecer este critério labo-
ratorial, de forma inequivoca, quando da
elucidacio destes surtos de deencas causadas
por alimentos 8,
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SUMMARY: Ap analysis was made of 205 samples of foods, and of 382

strains of Stephylococcus eureus,

The - analysis

included ftwe classes of foods:

a) 158 samples not involved in feod-borne intoxications with 256 strains; b) 47
samples of foods involved in food-borne diseases, A sirain was isolated which did net
produce DNAse or TNAse from macaroni while powder milk and fried beef steak
vielded strains which produced DNAse but not TNAse. So, the results of DNAse
and TNAse were net in agreement. All strains isolated from <¢lass b samples

produced both DNAsze and TNAse,
DESCRIPTORS:

Staphylococens aureus in foed, thermonuclease,
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