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RES UMO: Foram testadas, quanto à produção de desoxirrtbonuclease
(DNAse) e termonuclease (TNAse), 382 cepas de Staphylococcus aureU8, isoladas
de 205 amostras de alimentos, separadas em grupos como segue: grupo a, 236
cepas isoladas de 158 amostras de alimentos não-causadores de enfermidades
e, grupo b, 146 cepas isoladas de 47 amostras de alimentos recebidas para eluci-
dação do agente causador de intoxicação alimentar, com sintomas clínicos nos
afetados compatíveis aos causados pela en terotoxina estafilocócica. Considerando
os resultados obtidos, no caso do grupo a, observou-se a presença de
cepa não-produtora de DNAse e TNAse em amostra de macarrão e cepas produ-
toras de DNAse mas não de TNAse provenientes de leite em pó e bife frito,
não sendo portanto 100% concordantes os resultados referentes à produção de
DNAse e TNAse; no g.rupo b, verificou-se que todas as cepas demonstraram
produção de DNAse e TNAse.

DESCRITORES: Staphylococcus aureU8 em alimento, termonuclease,

INTRODUÇÃO

Staphylococcus aureus é uma bactéria que
pode ocorrer na flora da pele e mucosa do
homem e de outros animais de sangue quente,
ou como agente de processos infecciosos 1.

Sua presença em alimentos é devida à
manipulação e/ou processamento inadequa-
do(s). Muitas cepas de S. aureus, ao se
multiplicarem, produzem e liberam ente roto-
xina estafilocócica 5, 11, que é causa de into-
xicações alimentares que afetam o homem,
gatos jovens e primatas 4, 22, 27. Surtos epidê-
micos de enfermidades transmitidas por
alimentos a ela atribuídos quase sempre
ocorrem quando a quantidade de enterotoxina
na alimento ultrapassa o limite de resistência
do consumidor, desencadeando os sintomas da
doença: võmito, diarréia, ânsia, calafrios,
dores abdominais, prostração e, raramente,
febre 3, 4, 5, 10, 12, 15, 22, 23.

Segundo o "Center for Disease Control", a
enfermidade causada por esta enterotoxina,
nos Estados Unidos, em 1982, foi responsável
por 12,7% de todas as doenças transmitidas
por alimentos, incluindo-se as de origem bac-
teriana, química, parasitária e víral t".
A multiplicação do S. aureus e a produção

e liberação de enterotoxina por cepas produ-
'toras estão associadas 11. Se o número de
unidade formadora de colônias (u.f.c.) desta
bactéria por g (ml) do produto for pequeno,
pode tratar-se de contaminação recente ou de
produto que apresenta características inade-
quadas para a sua multiplicação. Em condi-
ções favoráveis, verifica-se que a presença de
S. aureus ao redor de 105 u.f.c./g (ml) do
produto está associada à liberação de entero-
toxina em quantidade capaz de afetar o con-
sumidor, desde que a cepa em questão seja
capaz de produzí-la.
As ente roto xinas estafilocócicas 3, 4, 5, 8, de

signadas pelas letras A, B, C, D e E 29,
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podem ser detectadas a partir do alimento,
porém, as antienterotoxinas não estão dispo-
níveis facilmente em nosso meio, seja pelo
custo elevado, ou pela escassez e raridade.
Os animais sensíveis a esta toxina, macacos
e gatos jovens 4,22,27, também não são fáceis
de ser adquiridos e/ou mantidos em labora-
tório. Entretanto, as enterotoxinas não são
os únicos metabólitos que podem ser extraídos
do substrato onde o S. aureWl se desen-
volveu. Enzimas, em especial as que atuam
sobre o ácido desoxirribonucléico, como a
desoxirribonuclease (DNAse) e a termo-
nuclease (TN Ase) , também estão presen-
tes 2, 11,16,18,21,25,21),31.

O teste de DNAse é usado sistematica-
mente para identificação de S. aureus, jun-
tamente com o teste de coagulase. Verifica-se,
na rotina, a produção de coagulase; caso
não seja francamente positiva, realizam-se
DNAse 1,2,7,28 e outros testes, como fosfa-
tase, fermentação e oxidação da glicose e do
manitol, tendo sempre por base as caracte-
rísticas morfológicas e tintoriais da bacté-
ria 1.3,9,20,22,28,30.

Já foi estabelecido o valor da TNAse para
a confirmação e identificação do S. aureus 1,

3,30. No que se refere à análise de alimentos,
verificou-se que a sua detecção direta é pos-
sível quando o produto apresenta um número
de células ao redor de 105 u.f.c./g (ml), valor
este compatível com o número necessário de
células para produção de enterotoxina em
quantidade suficiente para desencadear doen-
ça 11,17,24. É importante ressaltar que tanto
a TNAse como a enterotoxina são termo-
estáveis, permanecendo, portanto, no alimento
mesmo após a destruição das células que as
produziram 14,19,29.

Os critérios laboratoriais usados para con-
firmar qual o alimento veiculador da entero-
toxina estafilocócica incluem: detecção da
presença de enterotoxina no alimento, presen-
ça de um número de S. aureus maior ou
igual a 105 u.f.c./g (rnl ) do produto e carac-
terização da cepa isolada quanto à produção
de enterotoxina e termonuclease 29,21.

A técnica de detecção da TNAse é relati-
vamente simples e barata em contraposição
à da pesquisa de enterotoxina 29.

O presente estudo tem por finalidade a
verificação da produção de TNAse e DNAse
de cepas de S. aureus isoladas de alimentos
e caracterizadas pelos testes de coagulase e
oxidação/fermentação da glicose, além da
confirmação microscópica da morfologia e
coloração da bactéria. Dentre os alimentos
estão incluídos os que foram considerados
veiculadores de enterotoxina estafilocócica,
por terem sido responsáveis por enfermidades
transmitidas por alimentos com apresentação
de sintomas clínicos, nos afetados, compa-
tíveis com a síndrome por ela provocada, e
os que não estavam envolvidos em surtos de
enfermidades transmitidas por alimentos.
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MATERIAL E MÉTODOS

Material

Cepas - Foram testadas 382 cepas recen-
temente isoladas ou mantidas sob conser-
vação, procedentes da análise de alimentos.
Estas foram separadas em grupos, sendo:
grupo a, provenientes de amostras não-envol-
vidas em surtos de enfermidades transmitidas
por alimentos, como segue: massas alimen-
tícias com ou sem recheio, queijo e soro de
queijo, leite, canjica, sorvete e pós para
sorvete, pães e produtos de panificação,
bolos, doces de confeitaria e bolachas, carnes
cruas e embutidos, carnes prontas e alimentos
preparados com carnes, alimentos preparados
com cereais e derivados, alimentos preparados
(diversos), salgadinhos e sanduíches; grupo
b, provenientes de amostras envolvidas "em
surtos de enfermidades transmitidas por
alimentos, com a mesma sintomatología clíni-
ca, nos afetados, causada pela enterotoxina
estafilocócica, através de bolos e doces de
confeitaria, queijo, carnes prontas e pratos
preparados com carnes, pratos preparados
com cereais e derivados e salgadinhos. (ta-
belas 1 e 2.)
Amostras - Foram avaliadas no presente

trabalho 205 amostras de alimentos, entre as
recebidas para análise, por apresentarem
u.f'.c. de S. aureus, Constam do grupo a,
aquelas que apresentaram número de u.f.c.
inferior a 10 5/g (ml) ou que não foram
recebidas para elucidação de 'surtos de enfer-
midades transmitidas por alimentos; e, no
grupo b, as que, além de apresentarem
número de u.f.c, igualou maior que 105/g
(ml), foram recebidas para elucidação do
agente causador de enfermidades transmi-
tidas por alimentos.

As amostras de alimentos foram distribuí-
das pela requisição do exame, como segue:
13 foram recebidas da fiscalização da alimen-
tação pública, 47 foram solicitadas para
elucidação do agente, devido a ocorrência de
surtos de enfermidades transmitidas por
alimentos, 18 foram enviadas para análise
exigida para fins de registro do alimento
junto à Divisão Nacional de Alimentos do
Ministério da Saúde e 127 foram solicitadas
pelo interessado para verificação da quali-
dade higiênico-sanitária de seus produtos.

Métodos

Isolamento de S. aureus - O isolamento
foi efetuado pelas técnicas do número mais
provável e da semeadura em placas 30. Prin-
cipalmente no caso de alimento envolvido em
surto de enfermidade transmitida por ali-
mentos, foram testadas cepas isoladas das
diferentes diluições.

Caracterização de S. aureus - A caracte-
rização foi efetuada baseada na verificação
microscópica e produção de catalase e coa-
gulase, oxidação e fermentação da glicose,



TABELA 1

Valores de unidade formadora de colônias (u.f.c.) de S. aureus e resultados dos testes de deeoxirribonucleaee e de termonuclease obtidos na análise de
alimentos e cepas não-envolvidos em casos de intoxicação alimentar

Amostras de alimentos analisados Valores de u.f.c. por Cepas de S. aureus testadas
g (ml) do produto

Teste de DNAse Teste de TNAse

Tipo Total Mínimo Máximo Total
Positivas Negativas Positivas Negativas

Massa alimentícia com ou sem
recheio 27 0,62 7,5x104 35 34 1 34 1 *

Queijo e soro de queijo 18 1,9 3,Oxl04 31 31 O 31 O

Leite 21 0,36 3,Oxl04 31 31 O 30 1 **
Canjica 2 2,4xl02 4,6xl02 3 3 O 3 O

Sorvete e pós para sorvete 5 5,5xl03 3,2xl04 5 5 O 5 O

Pães e produtos de panificação 6 0,9 3,Oxl04 8 8 O 8 O

Bolos, doces de confeitaria 8 2,3 3,Oxl04 12 12 O 12 O

Carnes cruas e embutidas 13 0,36 3,4xl05 23 23 O 23 O

Carnes prontas e alimentos prepa-
rados com carne 31 0,3 6,Oxl04 51 51 O 50 1 ***

Alimentos preparados com cereais
e derivados 7 9,4 3,Ox104 10 10 O 10 O

Alimentos preparados (diversos) 14 1,9 3,Oxl04 21 21 O 21 O

Salgadinhos e sanduiches 6 0,94 3,Oxl04 6 6 O 6 O

158 - - 236 235 1 233 3

-
.....
o
01

* Massa seca.
** Leite em pó.
*** Contrafilé preparado (bife).
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TABELA 2

Valores de unidade formadora de colônias (u.f.c.) de S. aureus e resultados dos teste8 de desoxirribonuclease e de termonuclease, obtidos na análise de
alimentos e cepas envolvido8 em casos de intoxicação alimentar

Valores de u.f.c, por
Amostras de alimentos analisadas g (ml) do produto Cepas de S. aureus testadas

Teste de DNAse Teste de TNAse
Tipo Número Mínimo Máximo Total

Positivas Negativas Positivas Negativas

Bolos e doces de confeitaria 27 4,6x10 5 3,Ox109 77 77 O 77 O

Queijo 10 2,4x10 6 3,Ox10 8 24 24 O 24 O

Carnes prontas e alimentos pre-
parados com carne 6 6,Ox105 3,Ox10 8 23 23 O 23 O

Alimentos preparados com cereais
e derivados 3 1,7x10 7 2,4x10 7 16 16 O 16 O

Salgadinho 1 1,lx10 5 * - 1 1 O 1 O

* Valor único 47 - - 146 146 O 146 O
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conforme metodologia descrita 3,30, o teste
de DNAse foi efetuado conforme descrito por
STREITFELD et alii26, o teste de TNAse foi
realizado pela técnica em lâmina,conforme
publicação de LACHICA et alii 16,17,18,
usando porém fórmula compensada para o
preparo do ágar DNA, como segue: em um
frasco Erlenmeyer, com 100 ml de água 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 cálcio
anidro, 0,875 g de cloreto de sódio, 0,63 g
de ágar e 1,05 g de ágar DNA, aquecer até
a ebulição e adicionar 0,92 ml de solução
aquosa de azul de toluidina a 1%. Distribuir
3 mIem cada lâmina. Esta fórmula mantém
a concentração adequada dos componentes,
apesar do uso de ágar DNA ao invés de DNA
puro, que é mais oneroso e de difícil obtenção.

DISCUSSÃO

Na tabela 1, observa-se a presença de cepa
não-produtora de DNAse e TNAse em amos-
tras de macarrão seco, sem recheio, que
sofreram tratamento térmico para a secagem,
e cepas produtoras de DNAse mas não de
TNAse provenientes de leite em pó (pro-
duto seco) e de carne preparada, no caso
bife frito, na qual não foi possível deter-
minar o seu preparo, não sendo portanto
100% concordantes os resultados referentes
à produção de DNAse e TNAse. Estas cepas
foram isoladas de alimentos não-envolvidos
em intoxicações e sugerem que a relação
DNAse-TNAse deve ser avaliada.

A tabela 2 exibe resultados 100% posi-
tivos quanto à produção de TNAse e de
DNAse pelas cepas isoladas de alimentos
envolvidos em intoxicações.

Os testes de isolamento das cepas, a partir
dos alimentos, foram feitos utilizando-se
meios de enriquecimento seletivo e/ou sele-
tivos diferenciais, respectivamente, caldo trip-
tona de soj a com 10% de cloreto de sódio
e ágar Baird Parker ou Vogel-Johnson 30.
Estes meios e seus agentes seletivos podem
influenciar na recuperação de células bacte-
rianas que apresentam injúrias fisiológicas
por retirada de água (secagem) ou abaixa-
mento de pH (acidulação ) , ou por outros
métodos utilizados nos processos de transfor-
mação de alimentos. Apesar de os meios de
cultura utilizados serem os recomendados
para o isolamento do S. aureus, os mesmos,
por sua natureza seletiva, podem ter inter-
ferido na recuperação de células de S. aureus
dos produtos considerados inadequados para
manter a sua viabilidade. Esta seria uma
explicação para os achados da tabela 1, uma
vez que as amostras de alimentos constantes
da tabela 2 são de produtos favoráveis para

manutenção da viabilidade e/ou desenvolvi-
mento desta bactéria. Deve ser considerado,
neste contexto, que as cepas estavam man-
tidas em meios de culturas adequados, em
estado de cultura pura e típica, conforme
evidenciação microscópica e análise das carac-
terísticas morfotintoriais pela coloração de
Gram.

CONCLUSÃO

Está estabelecido que o teste de coagulase
é definitivo na comprovação laboratorial do
S. aureus, Atualmente, inclui-se a termonu-
clease para confirmação desta bactéria. TA-
TINI et alii 29,31, consideram a TNAse
como forte indicadora da presença de entero-
toxina estafilocócica em alimentos.

No presente trabalho, observaram-se cepas
produtoras de DNAse e TNAse responsáveis
pela produção de enterotoxina estafilocócica
em alimentos envolvidos em enfermidades
transmitidas por alimentos. Em alimentos
não-envolvidos nestes eventos, não se detectou
capacidade de produção de TNAse em três
cepas e de DNAse em uma cepa. Se anali-
sadas as características do produto alimen-
tício, verifica-se que a incidência de S. aureue
DNAse e TNAse positivas ocorrem em pro-
dutos com atividade de água, concentração de
cloreto de sódio e acidez normais.

Pelos dados obtidos no presente estudo,
sugerimos que sej am realizados experimentos
que permitam avaliara incidência e/ou sele-
ção de cepas produtoras e não-produtoras
de DNAse e TNAse nos diversos tipos de
alimentos, de acordo com o processo tecno-
lógico de obtenção e temperatura de manu-
tenção dos mesmos. Ainda, devem ser reali-
zados mais levantamentos para estabelecer a
correlação da presença da enterotoxina esta-
filocócica e da TNAse, especialmente quando
da ausência de células viáveis de S. aureus
nos alimentos envolvidos em intoxicações, na
tentativa de se estabelecer este critério labo-
ratorial, de forma inequívoca, quando da
elucidaçâo destes surtos de doenças causadas
por alimentos 6.
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SUMMARY: An analysis was made of 205 sarnples of foods, and of 382
straíns of StaphylococcU8 aureU8. The analysis included two classes of foods:
a) 158 sarnples not involved in. food-borne intoxications with256 strains; b) 47
samples of foods involved in food-borne diseases. A strain was isolated which did not
produce DNAse or T~Ase from macaroni while powder milk and fried beef steak
yielded strains which produced DNAse but not TNAse. So, the results of DNAse
and TNAse were not in agreement. All strains isolated from class bsamples
produced both DNAse and TNAse.

DESCRIPTORS: StaphylococcU8 aureus in food, thermonuclease.
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