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RESUMO

0 crescimento estafilocdcico em dois niveis de
inéculos, estirpe 100A , foi estudado comparativamente com
a produgdo de termonuclease em leite pasteurizado, leite cru,
soro de queijo, creme, manteiga, leitelho e queijo tipo Mi-
nas. O processo de extracao de termonuclease nestes produ~
tos foil avaliado com o método analitico direto.

O efeito dos indculos iniciais de 10% e 10° UFC/
ml ou g no leite pasteurizado, manteiga e queijo Minas mos-
trou diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05)
no crescimento estafilocdcico a 37°C durante 48 horas, conm
maior crescimento coincidindo com o indculo mais elevado. Pa
Ta os demais produtos nio houve diferencas significativas en
tre os indculos (P > 0,05),

A maior produgdo de termonuclease foi estatisti-
camente significativa em queijo Minas apos sete dias de ma-
turagao. Para os outros produtos nio houve diferencas signi
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ficativas para a produgdo de termonuclease (P > 0,05), du-
rante o periodo de incubag3do,

Houve coeréncia dos achados entre a enumeracao de
Staphylococcus aureus e producdo de termonuclease, entre-
tante, quanto aos métodos de extragdo e direto na detecgdo
desta enzima ndo se alcangou perfeita concordancia nos re-
sultados.




SUMMARY

The staphylococcal growth (strain 100A) in two
levels of inoculum was compared with thermonuclease product-
ion in pasteurized milk, raw milk, cheese whey, cream butter,
buttermilk, and Minas cheese. The thermonuclease extraction
method was compared with the direct analytical method in these
dairy products.

The initial inoculum effect of 103 and 10~ UFC/mil
Or g in pasteurized milk, butter and Minas cheese showed
statistically significant differences (Px0,05) in the
staphylococcal growth at 37°C during 48 hours, and better
growth was observed when higher inoculum was used. For other

6

products there were no statistical significant differences
between size of inoculum (P>0,05)

The: thermonuclease production in Minas cheese was
higher after 7 days of ripening being statistically’significant
(P<0,05). There were no statistically significant differences
for thermonuclease production in other dairy products during
incubation period (P>0,05).

Comparable findings (results) were reported for
Staphylococcus aureus counts and thermonuclease production.
However, the thermonuclease extraction method was not similar
to the direct thermonuclease detection technique in those

dairy products tested.
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1. INTRODUGAO

Os agentes patogenos de Staphylococcus aureud, de ca-
pital importancia higienico- sanitaria em alimentos, tém des-
pertado muita preocupagao dos pesquisadores pelas ocorréncias
em inumeros casos de intoxicagoes alimentares. Isto se expli-
ca em razao de sua alta prevaléncia nos alimentos ' in natura"
sendo o primeiro microrganismo em escala de importancia nas
toxinfecgoes nos alimentos, em palses como a Hungria, Estados
Unidos e Australia, responsavel por surtos epidemiologicos de
grande repercussac em produtos de origem animal (GENIGEORGIS,
1976). '

Entre os produtos implicados nas intoxicagoes €s-
tafilococicas alimentares, © leite e seus derivados estao en-
volvidos em surtos epidémicos segundo estatistica, em maior
freqgliéncia, nos paises em desenvolvimento, e em menor escala
nos mais desenvolvidos (GENIGEORGIS, 1976).

SANTOS & GENIGEORGIS (1980) relataram o grande in-
teresse das industrias de alimentos no Brasil, no aproveita-
mento de soro de queijo para elaboracao de bebidas lacteas, SOr-
vetes, sopas, misturas de bolo, alimentos para recem-nascidos
e doce de leite. Em decorréncia ha uma diminuigao do custo
destes produtos, 0 mesmo podendo ser citado para outro impor-
tante subproduto como o leitelho. Estes subprodutos, © soro €




0o leitelho, ainda nao foram investigados quanto ao potencial
de crescimento e sobrevivencia do Staphylococcus aureus.

Nos paises em desenvolvimento, onde ndo existem
padroes sanitarios criteriosamente fiscalizados, e onde a hi-
giene a nivel industrial deixa muito a desejar, o leite e de-
rivados podem estar envolvidos em surtos estafilocdcicos em
decorréncia do consumo de leite cru mamitico, leite contami-
nado durante o transporte, leite recontaminado apds a pasteu-
rizagao e até mesmo a nivel de consumidor (GENIGEORGIS, 1976 ;
SANTOS et alii, 1981).

Vale salientar que uma grande porcentagem de nos-
sos rebanhos € portadora de mamite estafilococica (FERREIRO
et alii, 1981), sendo que a mesma & responsavel por altos ni-
veils de infecg¢oes clinica e subclinica, o que justifica a im-
portancia deste trabalho, uma vez que a matéria prima oriun-
da desses rebanhos podera apresentar riscos a salide humana de
grandes proporgoes sob o ponto de vista epidemioldgico.

Dentre as varias enzimas produzidas pelo Staphyfococcus
aukreus, a termonuclease (termo-deoxirribonuclease) se revela
de facil e rapida deteccao, ainda que de modo indireto, na
determinagao quantitativa de toxinas estafilocodcicas existen-
tes no produto. As toxinas, se produzidas, persistem nos a-
limentos submetidos ao aquecimento e/ou fermentados enquanto
as celulas de Staphylococcus aureus viaveis declinam em nu-
mero atingindo niveis nao detectiveis. Por isso, a simples
determinacao populacional de Staphylfococcus aureus para se
estabelecer a presencga ou ndao de enterotoxina € de valor 1i-
mitado (TATINI et alii, 1976).

Para se elucidar melhor as causas das referidas
contaminagoes em laticinios torna-se imperativo o uso de téc-
nicas rapidas e de grande precisdo, tendo em vista os obje-
tivos primordiais:

1) avaliar o crescimento e a sobrevivéncia de Staphylococcus
auneus patogénico no leite e derivados e verificar a-sin-
tese de termonuclease nestes produtos;
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2) testar e melhorar a técnica de extragdo de termonuclease

em diferentes produtos lacteos.




2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos inerentes & prevalencia e sua im-

portdncia na salide publica

As implicagoes do Staphylococcus aureus em varios
surtos, atraves de levantamentos epidemiolégicosbenldocumen-
tados (MINOR § MARTH, 1972; CORDS § TATINI, 1973; BRYAN, 1976) ,
colocam em evidéncia a importancia deste agente patogeno sob
o ponto de vista de salide plblica. Os laticinios, especifi-
camente, figuram nestes episddios em numero bastante razoa-
vel apesar dos relatdrios indicarem estatisticas incompletas
nos paises em desenvolvimento, prejudicando a compilagao des-
tes dados com maior exatiddo. O leite, por sua propria natu-
reza e também em funcio de aspectos sanitarios de sua obten-
¢ao, colheita, transporte e beneficiamento, se situa como a-
limento potencialmente capaz de sofrer contaminacoes e pro-
vocar surtos epidemioldgicos pela veiculagao de varios micror-
ganismos e, em maior escala, do Staphylococcus aureus.

Na Finlandia, entre 1965 e 1974, segundo NISKANEN
(1977), 50,6% de todos os surtos registrados com toxinfecgao
alimentar, excluindo Safmoneffa, foram provocados por bacté-
rias do género Staphyfococcus.

GENIGEORGIS § RIEMANN (1979) descreveram que nos
Estados Unidos entre 1974 e 1975 o Staphyfococcus fol respon-
sivel por 22,45% dos surtos; no Canada (1973-1874) 37,33%;no




Japao (1971-1975) 24,45% e no Reino Unido (1973-1975) 14,41%,
sendo todos relacionados com produtos alimentares. Os mes-
mos autores relataram que alimentos como o leite estavam en-
volvidos naqueles surtos e comprovaram a ocorréncia nos Es-
tados Unidos de 4,65% dos mesmos entre 1974-1975.

Pesquisadores como CAUDIL § MEYER (1943), SMITH
(1957) e SHARPE et alii (1965), citaram que a ocorréncia de
surtos de toxinfecgao estafilococica em leite geralmente era
causada por consumo de leite cru, 1leite contaminado apods
pasteurizacao e, ocasionalmente, contaminado a nivel de con-
sumidor.

SHARPE et alii (1965) conseguiram isolar Staphylococcus
aureus de leite pasteurizado, contaminaciao esta provavelmen -
te ocorrida em fungao de falha na temperatura de pasteuriza-
¢ao ou pos-contaminacio do leite pasteurizado no consumo.

No leite cru, DONNELLY et alii (1968) constataram
crescimento de Staphylococcus auneuase produgao de enteroto-
xina a um nivel de indculo de 5 x 10 UFC/ml* e tambeém ve-
rificaram, no mesmo trabalho, as condig¢des para a produgao
de - enterotoxina A no 1leite, sendo determinado que 0
Staphyflococcus aureus estirpe MF24 cresceu em 1leite cru e
leite pasteurizado.

TATINI et alii (1971) encontrarém uma associacao
entre a enterotoxina A detectavel com populagdes de 2 a 3
milhoes de células/ml em leite relativamente 1livre de mi-
crorganismos competitivos.

MINOR § MARTH (1972, 1976) descreveram que o consu-
mo de leite cru se relacionou com numerosos surtos de toxin-
feccdo estafilocdcica em varios paises, porém, com a prati-
Cca da pasteurizacao de uso quase universal hoje, houve di-
minuigao destes casos.

No Brasil, foi realizada por WILSON (1977), na re-
giao de Paraibuna, uma pesquisa com o leite cru em duas com-
panhias tendo sido constatadas as seguintes porcentagens de
contaminagao por Staphylococcus aureus: Companhia 1 = 77% e

* UFC = Unidades Formadoras de (Colonias




Companhia 2 = 76,4%, o que indubitavelmente constituem dados
alarmantes.

Em recente trabalho com leite cru conduzido na ba-
cia leiteira de Juiz de Fora, no Estado de Minas Gerais, SANTOS
et alii (1981) comprovaram a prevalencia de cerca de 46,9%
de Staphyfococcus patogénico, entre 78 amostras de leite, com
> UFC/ml.

Por ser um alimento cuja aceitacac se incrementa

contagens variando entre 10° a 10

aceleradamente, com grandes volumes colocados no mercado con-
sumidor, e por ser, entre os produtos lacteos, o mais freqlien-
te alimento contaminado, ¢ queijo vem recebendo por parte das
autoridades sanitarias uma atengao toda especial. Por isso,
muitos trabalhos em todo o mundo foram e continuam sendo de-
senvolvidos especificamente na area de queijo.

~ MacDONALD (1944), HENDRICKS et alii (1959), ALLEN
& STOVALL (1960) e HOBBS (1964) relataram a incidéncia de to-
xinfeccao estafilococica pela ingestao de queijos.

THATCHER et alii (1959) examinando 149 amostras de
queijos detectaram niveis de 1,5 x 106 de celulas/g de esta-
filococos em oito destas amostras.

A implicacgdo de queijos em surtos de toxinfecgao
alimentar por Staphyfococcus aureus € muito grande e podemos
citar, entre outros, que 76% de 125 amostras, representando
20 variedades de queijos apresentaram estafilococos ; 70,4%
Staphylococcus aureus, dos quais 7,2% exibiam SzaphyﬂococcuA
aureus potencialmente patogénicos, .coagulase —positivos
(MICKELSEN et alii, 1961).

De 13 amostras de queijo Cheddar incriminadas em
surtos de toxinfeccdo estafilococica, 11 delas apresentavam
de 50 a varios milhdes de celulas/g (DONNELLY et alii, 1964).
De 343 amostras de mercado de queijo Cheddar estudadas por
estes mesmos autores, 20% continham estafilococos coagulase-
positivos variando de 50 a 2 x 105/g.

SHARPE et alii (1965) constataram um envolvimento
de 910 amostras em toxinfecgoes de diferentes variedades de
queijos, coletadas em 40 fabricas da Inglaterra e Pais de Ga-




les. Estes autores registraram a presenga de estafilococos em
9% delas contendo 5 x 105 células/g, constatando o isolamen-
to de Staphyiococcuauauﬁeaé em leite pasteurizado, creme €
leitelho.

Em uma pesquisa, usando-se teste sorologico para
deteccdo de enterotoxina estafilocdcica em 2112 tanques com
leite, para fabricacao de queijos, nos Estados Unidos, a mailo-
ria Cheddar, ZEHREN & ZEHREN (1968a) constataram que 59 dos
referidos tanques estavam contaminados.

TATINI et alii (1971, 1973) afirmaram que O Cres-
cimento de estafilococos em queijo atinge seu mnivel maximo
em 24 horas e declina, como em outros alimentos fermentados,
durante a fase de maturacao.

A constatacdo do crescimento de Staphylfococcus
aureus em amostras de queijo Cheddar, obtidas no mercado em
Jordanstown, a nivel de 2 x 102 células/g foi feita por FITZ
& OWENS (1978).

Em 1970 o Centro Nacional de Controle de Doencgas
(Estados Unidos) notificou a ocorréncia bem documentada do
primeiro surto de toxinfecgao estafilococica relacionada &
manteiga, no qual foram envolvidas 24 pessoas (MINOR §
MARTH, 1972).

VADHERA & HARMON (1965) afirmaram que a atividade
lipolitica de estafilococos pode limitar seu crescimento em
creme.

Observacao de que indculos de 1-7 x 10° células/
ml de estafilococos sobreviveram em leitelho por 4-6 dias fol
feita por MINOR § MARTH (1972). Estes mesmos autores obser-
varam que o indculo de 106 organismos/g no creme aumentou a
populacao cerca de 220 vezes a 379C/16 horas mas houve ini-
bigdo do crescimento a 23°2C. Quando o creme foi inoculado com
103 organismos/ml e incubado a 37°C, o incremento populacio-
nal foi 350 vezes/1l6 horas.

SANTOS § GENIGEORGIS (1980), trabalhando com soro
de queijo Minas, inocularam Staphylococcus aureus, estirpe
100A, a niveis de 103 e 105 UFC/ml de soro esterilizado.

Staphylococcus aureus cresceu em ambos 0s niveis do inoculo,
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porém, o melhor crescimento foi observado no indculoc mais al-
to (P < 0,05). Ainda SANTOS & GENIGEORGIS (1980) citaram que
0 soro de queijo tipo Minas pode apresentar niveis estafilo-
cocicos igudis ou superiores aos encontrados no leite desti-
nado a elaboragdo de queijo, ja que as células estafilocdci-
cas sobrevivem ao estagio inicial da fabricagao de queijo ti-
po Minas.

Em trabalho com produtos lacteos fluidos IKRAM §
LUEDECKE (1977) mostraram que produtos com alto teor lipidi-
co apresentavam menor concentrag¢ao celular em relagao aos
produtos com menor teor lipidico, resultados estes que foram
similares aos de MINOR § MARTH (15972).

MARKUS & SILVERMAN (1970) relataram que a produ-
cao de enterotoxina A ocorreu durante a fase de crescimento
e fol correlacionada com a contagem celular. Também menor
crescimento ocorreu em produtos com alto teor lipidico, es-
perando-se menor produgao de enterotoxina nestes produtos.

IKRAM § LUEDECKE (1977) constataram que a quanti-
dade de enterotoxina produzida entre produtos com baixo teor
lipidico e de alto teor, foi:estatisticamente significativo
a nivel de 5% de probabilidade.

DONNELLY et alii (1968) e TATINI et alii (1971),
relataram que doengas podem se manifestar pela ingestao de

> a 10%UFC/m1 ou g, pois

alimentos contendo Indices de 10
nestes limites ja existe possibilidade de produgiao suficien-
te de enterotoxina, sendo que as mesmas s3ao passiveis de so-
brevivéncia mesmo apds o processamento tecnoldgico como fa-

bricagao de queijos, por exemplo.
2.2, Aspectos inerentes a termonuclease

A identificagao de enterotoxinas estafilococicas
e laboriosa, consumindo um grande tempo para sua eXxecugao .

Por isso, varios pesquisadores (CUNNINGHAM, 1956;
CHESBRO § AUBORN, 1967) sugeriram a detecgao de termonuclea-
se em alimentos como indicador da multiplicacao de Staphylococcus
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aureus, descrevendo a alta estabilidade térmica que possui
esta enzima.

LACHICA et alii (1972) e TATINI et alii (1975) a-
firmaram ser a termonuclease tdo resistente aos agentes fi-
sico-quimicos como o sao as enterotoxinas.

Deve ser ressaltada a mmarcada tolerancia exibida
pela termonuclease ao prolongado aquecimento, prolongada es-
tocagem e proliferagao bacteriana competitiva, segundo LACHICA
et alii (1972).

0 aquecimento e o baixo pH que destroem Staphylococcus
aureus nio afetam a termonuclease e por isso (HESBRO § AUBORN
(1967); LACHICA et alii (1972); CORDS & TATINI (1973); TATINI
et alii (1975), preconizaram a técnica usando a enzima {DNase)
para deteccgao de crescimento estafilococico em alimentos a-
quecidos ou fermentados.

CHESBRO § AUBORN (1967) observaram que nuclease e-
era produzida a qualquer temperatura que permitisse o cresci-
mento estafilocdcico. Os mesmos autores afirmaram que a de-
teccao de 0,34 unidades de nuclease indicava contaminagac es-
tafilocdcica com certeza, porém a este nivel & improvavel que
concentracgoes toxémicas de enterotoxina sejam esperadas.

A importancia da termonuclease em testes de roti -
na com alimentos suspeitos de contaminagao estafilocdcica e
indicada por LACHICA et alii (1971). Esta enzima pode mini-
mizar o trabalho de laboratdrio pela substituigao de procedi-
mentos de contagens viaveis e outras limitacoes que podem ser
assim enumeradas: a) aquecimento de alimentos processados des-
troi os estafilococos, mas os alimentos podem ainda causar to-
xinfec¢do alimentar devido @ resisténcia ao calor exibida pe-
las enterotoxinas; b) estafilococos podem morrer durante a
estocagem no mercado enquanto as enterotoxinas persistem; c)
crescimento microbiano competitivo pode mascarar a presenga
de estafilococos que inicialmente produziram enterotoxina nos
alimentos.

Realcando a importancia da termonuclease, traba -
lho de LACHICA (1976) realizado com 68 1isolamentos de
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Staphylococcus epidermiddis, mostrou que 50% produziram nu -
clease termolabil; cinco.entre 10 micrococos tambeém exibiram
nuclease termolabil.

Um método simples e relativamente rapido foi des-
crito por LACHICA et alii (1971) que se traduz pela catali -
zacao enzimatica da despolimerizacdo do complexo formado pe-
lo DNA-azul de toluidina agar, facilitando a visualizagao da
coloragao rosea do meio. A comprovacgdao de que todas as es-
tirpes de Staphylfococcus aurneus, incluindo-se as enterotoxi-
genicas, produzem termonuclease foi feita por LACHICAet alii
(1971), RAYMAN et alii (1975), SPERBER § TATINI (1975).

A técnica de difus3do metacromatica, descrita por
LACHICA et alii (1972), € complementada com metodos de extra-
cao de termonuclease desenvolvidos por TATINI et alii (1975).

"Em pesquisa realizada por NISKANEN § KOIRANEN (1977)
constatou-se a presenga de DNase em todas 276 estirpes de
Staphylococcus aureus coagulase positivas e coagulase nega-
tivas examinadas, sendo que os fracos produtores foram mails
incidentes entre as estirpes nao toxigénicas do que as toxi-
génicas, com teor enzimatico de 0,01 g/ml.

A possibilidade da perda de habilidade quanto a
producao de coagulase por Staphylococcus aureus patogénicos
foi observada por OMORI § KATO (1959), porém, LACHICAet alii
(1969) e BARRY et alii (1973), constataram que a producao de
termonuclease parece ser uma propriedade constante do micrer-
ganismo.

A producgao de termonuclease pélas estirpes de
Staphylococcus aureus se faz em todas as condigoes nas quais
o crescimento € possivel e/ou nas quais teores identificaveis
de enterotoxinas sao produzidos segundo CORDS & TATINI (1973).

A literatura (KAMMAN § TATINI, 1977), também cita
o fato de que o ensajo da termonuclease para ser satisfato-
rio como indicador de crescimento estafilococico em alimen-
tos prontos para o consumo, deve ser especifico para medir o
crescimento, bem como exequivel para aplicagac como teste de

rotina de controle de qualidade para industrias.
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Trabalhos realizados por CORDS & TATINI (1973) re-
velaram detecgao de DNase em queijos com populagoes estafilo-
cocicas de 3 x 106 UFC/g, enquanto CHESBRO &§ AUBORN (1967) en-
contraram valores de 3 x 10° UFC/g. CORDS § TATINI (1973) a-
firmaram que tal discrepancia € um reflexo da natureza do meio
de crescimento, condigoes de crescimento, variavel recupera-
cao de Staphylococcus aureus influenciado pelo meio seletivo
na enumeracao e a variabilidade da estirpe de Staphylococcus
aureus na producao de DNase. Os mesmos autores relataram que
a mera presencga de DNase detectavel no queijo & uma indicagao
de um crescimento nao usual de Staphylococcus aureus (pelo me-
nos 1 x 10° UFC/g).

Deteccao desta enzima em creme, leite integral ,
leite desnatado e soro de queijo com populagdes estafilococi-
cas de 5 x 105 UFC/ml com 3 a 4 horas de incubagao, a 37°C ,
foi constatada por TATINI et alii (1975).

Ainda esses autores preconizaram a detecgao de
DNase em queijos com populacao de Staphylococcus aureus de 1
X 106 UFC/g, em trabalho elaborado no mesmo ano.

A estimativa quantitativa da termonuclease, segun-
do SCHOUWENBURG-van et alii (1978) requer um crescimento es-

6 a 107/g em queijos.

tafilococico da ordem de 10
TATINI et alii (1976) observaram niveis detectaveis
de termonuclease quando Staphylfococcus aureus inoculado em so-
ro de queijo Gouda a nivel de 102 UFC/ml atingiu niveis de cer -
ca de 107 UFC/ml apos 4 horas de incubagao a 37°9C.
SANTOS & GENIGEORGIS (1980) constataram produgao de
termonuclease em soro de queijo Minas apds 2 horas: de incuba-

5

gao com inoculo inicial de 10~ UFC/ml e quando o cresclmento

atingiu cerca de 10’ UFC/ml.

2.3. Aspectos inerentes a relacao termonuclease/en-

terotoxinas

A producao de DNase e enterotoxinas pelo Staphylococcus
aureus, estirpe 234, foi comparada por CHESBRO & AUBORN (1967),
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deduzindo-se que 0,34 unidades de DNase correspondem a pro -
ducdo de 9,5 x 1073 g de enterotoxina, sendo que havia sin-
cronia nas variagoes e que a sensibilidade da deteccao enzi-
matica de DNase foi comparavel a sensibilidade da detecgao
sorologica de enterotoxina A.

Também CORDS § TATINI (1973) demonstraram as es-
treitas correlago0es entre o crescimento do Staphylocoeccus
aureus e producdao de DNase; e entre DNase e produgao de en-
terotoxina, em varios tipos de queijos experimentalmente i-
noculados com Staphyfococcus aureus enterotoxigenicos, obser-
vando-se que a enzima e a enterotoxina A podiam ser detecta-
das em queijos conservados durante trés anos a 4,4°C. Estes
mesmos autores afirmaram que os dados das relagoes existen -
tes entre crescimento estafilocdcico, producao de enteroto -
xina e contetido de DNase indicavam que esta ultima servia co-
mo indicadora da presenca de enterotoxina em alimentos onde
ocorriam tais crescimentos, a qual & estavel as condigoes de
processamento e estocagem, a despeito de que o tipo de bac-
téria latica e o grau de atividade desta bactéria (normal,
falta parcial ou falta completa) durante a elaboragao do quei-

jo afetar a producao de DNase.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1. Amostras utilizadas no experimento

As amostras de leite cru, leite pasteurizado, cre-
me, soro de queijo tipo Minas padronizado, queijo tipo Minas
padronizado, leitelho e manteiga foram obtidas no Instituto
de Laticinios Candido Tostes, em Juiz de Fora (MG), no Depar-
tamento de Tecnologia de Alimentos da EPAMIG** durante o pe-

riodo de sSetembro a dezembro de 1980.
3.1.2. Meios de cultura

Baird Parker (Difco), para enumeracao especifica de
Staphyfococcus aureus*,seguida de identificacao confirmativa
no meio de Coagulase Agar.

Toluidina Deoxirribonuclease Agar (Difco), para o
metodo de difusdo metacromidtica no que tange & pesquisa de
termecnuclease.

Gema de ovo (Egg yolk) (Difco) - enriquecedor para
o meio de cultura Baird Parker.

* §. aureus, estirpe 100A, fornecida por C. Genigeorgis, UCD (USA) .
** EPAMIG - Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
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3.2. Metodos
3.2.1. Amostras dos produtos

As amostras destinadas ao experimento obedeceram
ao seguinte critério de colheita (APHA, 1967):

- leite cru - a nivel de recepgao, colhido em bea-
ker esterilizado de 500 ml;

- leite pasteurizado (72-759C/20'") - colhido dire
tamente da torneira de prova do pasteurizador;

- creme - obtido a partir de padronizagao do lei-
te recebido sendo, em seguida, depositado em latoes para es-
tocagem em camaras frias e, posteriormente, destinado ao fa-
brico de manteiga;

- manteiga - coletada diretamente da batedeira;

- leitelho - obtido a partir da batec¢ao de creme
selecionado, a nivel de laboratorio, fazendo-se uso de bate-
deira de bolos;

- soro de queijo tipo Minas padronizado - coleta-
do apos a primeira prensagem nos tanques de fabricagao de
queijos. Os recipientes para colheita recebiam o mesmo tra-

tamento descrito acima para o leite.

3.2.2. Preparo das amostras de “leite cru, leite
pasteurizado, creme , leitelho, manteiga e

soro de queijo

Com excecdo das amostras de leite cru e pasteuri-
zado, as demais amostras foram pasteurizadas a nivel de 1la-
boratorio pelo sistema LTLT (Low Temperature Long Time), ou
seja, 659C/30', sendo que somente as amostras de creme sofre-
ram um tratamento termico de 80°C/30'. Logo em seguida, as a-
mostras eram assepticamente distribuidas em frascos de dilui-
cao de 100 ml cada, para posteriormente, proceder-se a ino-
culagio da estirpe selecionada de Staphyfococcus aureus 100A
nas concentragoes de 103 e 106 UFC/ml; em seguida, eram as

amostras incubadas a 379C por um periodo de até 48 horas.
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3.2.3. Preparo das amostras de queijo tipo Minas
padronizado

As amostras de queijo tipo Minas padronizado (+
850 g), eram tomadas a partir do corte e prensagem inicial da
massa a nivel de tanque de fabricacao e eram depositadas em
formas para processamento do ''cheddaring", ou seja, processo
de triturar a massa com as maos (previamente desinfetadas )
até obtencao de um conteudo homogéneo, quando entao proces-
sava-se a inoculagio da cultura pura do Staphylococcus aureus
® urcyg,
a massa era revolvida para que houvesse uma distribuicao u-

patogénico estirpe 100A. Apds inoculagao de 103 e 10

niforme de inoculo. Em seguida, era realizada a enformagem
com posterior premsagem por 1,5 horas, usando-se pesos indi-
viduais de 10 kg para 1 kg de massa. Imediatamente apos a
prensagem, realizava-se a salga em salmoura (20°B) durante
16 horas.

3.2.4. Métodos microbiologicos

A metodologia microbioldgica para os produtos lac-
teos obedeceu ao principio de preparo das amostras apos ino-
culagdo e incubagiao por 48 horas, sendo plaqueadas no meio
de cultura Baird Parker (BP) com as diluigoes ajustadas se-
gundo o indculo bacteriano.

Foi adotado o metodo de "streaking'" para a semea-
dura, ou seja, a distribuicdo do indculce na superficie do
meio de agar com auxilio das algas de Drigalsky. Apds incu-
bacao a 37°C por 48 horas, processava-se a leitura em conta-

dor de colonias de Spencer.

3.2.5. Técnica microbiologica para as amostras de

queijo tipo Minas padronizado

Para as amostras de queijo obedeceu-se ao seguin-
te criterio: apds a salga, as amostras eram: assepticamente
cortadas e 25 g das mesmas eram depositadas em jarras tipo
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Mason previamente esterilizadas, nas quais também se deposi-
tavam 225 ml de agua destilada esterilizada como diluente,
estabelecendo-se assim a diluigdo inicial 1:10.

A jarra, em seguida, era acoplada em liquidifica-
dor Walita modelo LS 220 que, com a velocidade maxima opera-
va por 2 minutos, triturando-se a amostra e alcangando a ho-
mogeneizagao. A amostra estava entdao apta para ser semeada no
meio BP, sendo que o restante do processamento obedecia ao
critério anteriormente descrito para os outros produtos, a-
crescentando-se o fato de que foram tomadas as leituras nos
tempos previamente delineados no experimento com 0, 24, 48

horas e 7 dias de maturacio.

3.2.6. Extracdo de deoxirribonuclease termoesta-
vel (termonuclease) de amostras de leite
cru, leite pasteurizado, soro de queijo ti-
po Minas padronizado, creme, leitelho e
manteiga

0 método aqui aplicado foi descrito originalmente
por LACHICA et alii (1971) e modificado por TATINI et alii
(1975) que consiste na mistura de 20 g ou ml da amostra com
40 ml de agua destilada.

Em seguida, processava-se ao acerto de pH (pH=4,5),
no potenciometro Beckman.

Apos a centrifugagdo o sobrenadante era tratado
com 0,05 volumes de acido tricloroacético 3M e 'se recentri-
fugava por mais 30 minutos. Desprezava-se o sobrenadante e
ajustava-se o pH do precipitado para 8,5 com NaOH IN e se
ressuspendia em um volume final de 2,0 ml em tampao Tris (hi-
droximetil aminometano) pH %,0.

0 volume era aquecido 3 temperatura de ecbuligao
por 15 minutos (para inativar as nucleases termolabeis).

A técnica de determinacao consistia na deposigao
de 9,5 ml de Agar DNA Azul de Toluidina em microplacas. Apos
solidificacdao do agar as placas foram estocadas a 4°C por u-
ma hora antes do ensaio (CORDS § TATINI, 1973}).
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Com auxilio de uma cdnula foram abertos orificios
de 3 mm de diametro no agar e as placas foram incubadas a 37°C
por 4 horas com os orificios preenchidos por porgoes das a-
mostras (cerca de 5 pl, processo direto e por porgoes de en-
zima concentrada, processo extrativo).

Apds a incubacdo, as zonas de coloragao rosea de-
senvolvidas em torno dos orificios, foram medidas com paqui-

metro (Mitutoyo, com precisido de até 0,02 mm).

3.2.7. Extracdo de deoxirribonuclease termoesta -
vel (termonuclease) para amostras de quei-

jo tipo Minas padronizado

Todo o processamento foi idéntico ao registrado
para os outros produtos, ressalvando-se apenas o numero de

leituras, ou seja, com 24, 48 horas e 7 dias de maturagao.
3.2.8. Analises estatisticas

0 método analitico, sob o ponto de vista estatis-
tico, foi o de blocos inteiramente casualizados, com O se-
guinte esquema fatorial: 2 indculos x 2 processos quanto a
produgio de termonuclease para todos os produtos e apenas 2
indculos quanto ao crescimento bacteriano para todos os pro-
dutos, com excegao do queijo (SNEDECOR § COCHRAN, 1967).

Para o queijo adotou-se o seguinte esquema: 2 i-
noculos x 4 tempos quanto ao crescimento bacteriano e 2 ino-
culos x 3 tempos x 2 processos quanto a produgao de termonu-
clease.

As médias para cada tratamento foram comparadas pe-
lo teste t de Student ao nivel de 5% através do calculo da

diferenca minima significativa (dms).

¥ -2 2

S s
dms = t x —+H"—
n, 1

onde: t & o valor tabelado de t deperidendo do nu-
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mero de graus de liberdade;

%2 & a variancia do erro;

n, e n, equivalem ao numero de repetigoes de cada

um dos tratamentos comparados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ
4.1. Leite pasteurizado

A escolha destes produtos lacteos para esta pes-
quisa se deveu as recomendagOes subsidiadas nos experimentos
de CAUDIL § MEYER (1943), SMITH (1957), SHARPE et alii (1965)
que constataram ocorréncia e isolamentos de Staphylococcus
aureus em algumas amostras de leite pasteurizado. Entre ou-
tTos autores NISKANEN (1977) constatou, na Finlandia, entre
1965 ¢ 1974, o indice de 50,6% de surtos provocados por bac-
térias do género Staphylococcus, entre todos os surtos re-
gistrados com toxinfecgao alimentar, excluindo Salmonella
GENIGEORGIS & RIEMANN (1979) descreveram surtos em varios
paises e TATINI et alii (1971) detectaram enterotoxina A em
leite com populacdes de 2 a 3 milhoes de celulas/ml, relati-
vamente livre de microrganismos competitivos. Tambem DONNELLY
et alii (1968) verificaram as condigoes para a producdao de
enterotoxina A no leite, sendo que a estirpe MF24 de Staphyfococcus
auneus cresceu bem em amostras de leite cru e pasteurizado

Estes registros, indubitavelmente, sugerem a rea-
lizacdo de pesquisas em nosso meio para melhor avaliar as con-
dicoes de surtos epidemicos neste setor, nos paises em desen-
volvimento.

No que concerne a produgao de termonuclease, nao
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se constataram diferengas estatisticamente significativas en-
3 6

e 10
de 48 horas de incubagdo (P > 0,05). Também na confrontacio

tre os indoculos iniciais 10 UFC/ml durante o periedo
dos referidos processos ta*e tbh;néo ocorreram diferencas es-
tatisticamente significativas em fun¢do dos indculos iniciais
107 e 106 UFC/m1 (P > 0,05), ndo podendo ser demonstrada a
eficiéncia do processo extrativo da enzima no leite pasteu-
rizado.

TABELA I -~ Comparagao entre o crescimento medio estafilocd -
cico e a produgao média de termonuclease. Re-
lacao entre o crescimento maximo e a producdo ma-
xima de termonuclease em leite pasteurizado, du-
rante 48 horas de incubacao

Crescimento ~ . Relacag entre con-
inaculos* Tempo médio‘esta— Pr%gﬁgggeeféla tagem_max1ma e produ-
(h) filococico** cao maxima de TDA-ase
UFC/ml Ta**** Th**** S aureus TDA-ase
10°0FC/ml 12 7,68 NT NT NT NT
24 7,50 NT NT NT NT
48 5,93 0,78 0,79 6,12 0,85
10%0FC/m 12 8,12 NT NT . ONT NT
24 8,01 NT NT NT NT
48 7,14 0,98 0,92 7,42 1,18

* Staphyfococcus aureus estirpe 100A
**  Valores medios expressos em UFC (logyq)
***  Valores médios expressos em mm de dlametro
**** Ta (processo direto); Tb (processo extrativo)
NT = Nao testado
" e e e 3 6

Comparando os inoculos iniciais de 10~ e 10" UFC/
ml de Staphylfococcus aureus no leite pasteurizado constatou-
se a ocorrencia de diferenga estatisticamente significativa
somente para o crescimento estafilocdocico apos 48 horas de

incubacao (P < 0,05).

ta = processo direto
= processo extrativo
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Na confrontagao dos tempos de incubagao de 12, 24
e 48 horas, registrou-se maior crescimento estafilococico lo-
go apos a inoculacdo no inicio do periodo, ocorrendo diferen-
cas estatisticamente significativas entre os tempos de 12 e
24 horas em relacao ao de 48 horas, isto em fungao dos inocu-
3 ¢ 10° UFC/ml (P < 0,05).
A observada diferenga significativa (P < 0,05) no

los iniciais de 10

crescimento estafilocdcico, com diminuicdo do numero de UFC/
ml apos incubacgado por 48 horas em relagao ao tempo de incuba-
cdo de 12 e 24 horas se explica pela possivel saturagao do
meio com produtos de acdo tdxica, ou mesmo a superpopulacao
inicial até a fase de declinio na curva de crescimento. Estes
fatores causam a morte destas células, confirmada por outros
experimentos conduzidos por TATINI et alii (1971), GENIGEORGIS
(1974) que ainda determinaram a produgao de toxinas em varios
tipos de alimentos apos 4 horas ou mais de incubagao. 0 ta-
manho inicial do inoculo foi fator decisivo no maior cresci-
mento estafilocdcico, também confirmado nos ensaios de expe-
rimentos de THATCHER et alii (1962), GENIGEORGIS & SADLER
(1966) e GENIGEORGIS (1969).

0 meio de cultura Baird Parker agar foi preferido
para as analises de enumeragao quantitativa de Staphylococcus
aukeus , para todos os produtos deste trabalho, devido as e-
vidéncias de pesquisas conduzidas por NISKANEN § ALTO (1978)
e RAYMAN et alii (1978) que mostraram maior recuperacgao des-
te microrganismo em queijo e leite ou carne em relacgao aos
outros meios de cultura utilizados como KR agar*, MS agar* TP
agar* K Calf blood agar, Vogel Johnson agar, Carter agar e
Staph 110 agar.

Kalium rhodanid-actidione-natriumazid-ligelb-pyruvat (KRANEP) agar
Milk salt agar
Tellurite polymixin egg yolk agar

HE B
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Pode~se confirmar nesta investigacao de termonu -
clease em leite os achados de TATINI et alii (1975), quando
detectaram esta enzima no leite integral com niveis de esta-

filococos acima de 5 x 105

UFC/ml, porém a metodologia expe-
rimental usada nao se identifica com a deste trabalho. Por-
tanto, a indicagdo de LACHICA et alii (1971) para investigar
esta enzima na rotina de controle de crescimento estafiloco-
cico em alimentos, atraves de um método simples e relativa-
mente rapido, parece-nos bastante viavel e de facil execucao,
tambem recomendada por outros pesquisadores como CORDS §&
TATINI (1973).

Pesquisadores como CUNNINGHAM et alii (1956) e
CHESBRO & AUBORN (1967) ja sugeriam a detecgao de termonu-
clease em alimentos como indicador = da  multiplicacgao de
Staphylococcus aureus, devido a alta estabilidade térmica que
possui esta enzima.

A comparacido da area do halo da reacgao metacroma-
tica do complexo agar-DNA-azul de toluidina por difusao ser-
viu para a interpretagao quantitativa da producao de termo-
nuclease, nao se chegando a transformagao em unidades de en-
zima atraves da curva padrao, por tratar-se somente de estu-
do comparativo.

Na comparagao da producdo maxima de termonuclease
com o crescimento maximo de Staphylococcus aureus patogénico
nos ensaios delineados, apos incubacao por 48 horas houve di-
ferenca estatisticamente significativa (P < 0,05) na enume-
racao do Staphylococcus aureus entre os indculos 103 e 106
UFC/ml, conforme TAB. I.

Quanto a producdo da enzima termonuclease para o
mesmo periodo de tempo € com 0S MESMOS inoculos iniciais,
constatou-se nao existir diferenca estatisticamente signifi-
cativa (P > 0,05), apesar de haver maior producao de enzima

termonuclease no leite pasteurizado com 100 UFC/ml.




23

4.2. Leite cru

TABELA II - Comparacio entre o crescimento médio estafiloco-
‘cico e a producaoc media de termonuclease. Re -
lagao entre o crescimento maximo e a produgdo ma-
xima de termonuclease em leite cru, durante 48
horas de incubagao

Crescimento - 2. Relacag entre con-
Indculos* Tempo médio esta- Prg%;gggeTiéla tagem;mﬁxima e produ-
(h) filococico** cao maxima de TDA-ase
UFC/m1 Ta**** Tb**** §, aunreus TDA-ase
10°0FC/m1 12 6,50 NT NT NT NT
24 6,66 NT
A8 6,62 ¢,50 0,53 7,30 0,55
100 Fc/m 12 7,17 NT NT NT NT
24 6,87 NT NT NT NT
48 7,18 0,71 0,78 8,20 0,85

* Staphyfococcus auwreus estirpe 100A

**  Valores médios expressos em UFC (log]o)

«+% Valores medios expressos em mm de diametro
xx%x Ta (processo direto); Tb (processo extrativo)
NT = Nao testado ‘

No leite c¢ru nao se registraram diferengas esta -
tisticamente significativas entre os tempos de 12, 24 e 48
horas de incubagao, mesmo nos diferentes inoculos iniciais de
103 & 10% UEC/m1 (P > 0,05), conforme ilustragdo da TAB. II.

Observou-se, entretanto, aparente maior enumera-
cdo estafilocdcica quando o inodculo 10® UFC/ml foi usado.

Entre as possiveis razbes para a auséncia de di-
ferenga estatisticamente significativa do numero de Staphylfococcus
aureus , podem ser citadas o crescimento competitivo da flora
1atica do leite e outros fatores como os inibidores naturais

do leite cru. Por outro lado, pode-se evidenciar que os fa-
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tores acima descritos nao foram suficientes para a destrui -
cdo da flora estafilocdcica.

Oscrescimentosaqui verificados, em ambos os ino-
culos, reproduziram os resultados obtidos por DONNELLY et alii
> UFC/ml no lei-
te cru, tendo ocorrido a este nivel produgao de enterotoxina.

(1968), que constataram crescimento de 5 x 10

Também, corroboraram com estes resultados os acha-

dos de SANTOS et alii (1981), com contagens que variavam de
3 5
107 a 10

Staphylococcus aureus, cCom prevaléncia de cerca de 46,9% do

UFC/ml apds o indculo com estirpes conhecidas de

Staphyfococcus patogénico entre 78 amostras de leite cru.
MINOR § MARTH (1972) e IKRAM § LUEDECKE (1977),
trabalhando com produtos lacteos fluidos mostraram que aque-
les com alto teor lipidico apresentavam menor concentracao
celular em relacac aos produtos com menor teor lipidico, 0
que vem de encontro aos nossos achados. Resultados idénticos
tambem foram encontrados por MARKUS & SILVERMANN (1970).
6 UFC/ml1 no leite cru resultou em
> UEC/

ml, em ambos o0s processos propostos para analise enzimatica,

Q0 inoculo de 10

maior producao de termonuclease do que o indoculo de 10

ocorrendo diferencga estatisticamente significativa (P <0,05).

No que concerne aos processos direto ¢ extrativo
ndo se registraram diferengas estatisticamente significati-
vas em funcao dos inoculos iniciais 10° e 10° UFC/ml (P> 0,05).
A diferenca entre os valores do processo extrativo € ligei-
ramente maior do que a do processo direto, que & viavel em
funcio da maior precipitagdo e posterior concentracao da ter-
monuclease quando da execugao do processo extrativo, confor-
me metodologia de TATINI et alii (1975).

Deve-se ressaltar que os teores enzimaticos, pro-
porcionais aos indculos iniciais, bem como aos processos a-
plicados, se configuraram ao preconizado por LACHICA et aliil
(1972). Aqueles autores afirmaram que a enzima demonstra mar-
cada toleriancia a proliferagdo bacteriana competitiva, fator
de grande significado em alimentos como leite cru, em Tela-

cao ao Staphylococcus aureus.
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Vale salientar a importancia da pesquisa desta en-
zima em termos de tempo de leitura, diante das pesquisas de-
senvolvidas por TATINI et alii (1975) que detectaram a ter-

monuclease em leite integral com populagoes
de 5 x 105

estafilococicas
UFC/ml, com 3 a 4 horas de incubacao, a 37°C.

Quanto a relacao entre o crescimento maximo de
Staphylococcus auwreus e a producao maxima de termonuclease

apos 48 horas de incubagdo, constatou-se a nao ocorréncia de

diferenca estatisticamente significativa (P > 0,05) para o
Staphylococcus auneus quando os inoculos iniciais foram i-
guais a 103 e 106 UFC/ml.

No que tange a produgao da enzima termemuclease no
leite cru, no mesmo periodo de tempo e com ©s mesmos indcu-
los iniciais, constatou-se a ocorreéncia de diferenca estatis~-
ticamente significativa (P < 0,05), com a maior producao de
termonuclease nas amostras de leite cru inoculadas cmnlOﬁlﬂﬂ/

ml.
4.3, Soro de queijo

TABELA III - Comparacao entre o crescimento médio estafilo -
cocico e a producao média de termonuclease.
Relacdo entre o crescimento maximo e a producao
maxima de termonuclease em soro de queijo, du-

rante 48 horas de incubacgao

Crescimento .~ e Relacaoc entre con-

Inoculos* T%§§O médio esta- PTO%B%fgszifia tagem maxima e produ-

filococico** cao maxima de TDA-ase

UFC/ml Ta**** Th**** S aureus TDA-ase

10°UFC/ml 7,31 0,95 1,05 8,10 1,16
48

10°UFC/m1 7,86 1,07 1,11 8,13 1,20

* Staphyfococews aureus estirpe 100A

* %

* k%

Valores médios expressos em UFC (logyp)
Valores medios expressos em mm de diametro
**** Ta (processo direto); Tb (processo extrativo)
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0s indculos iniciais de 10° e 10° UFC/ml no soro

se comportaram da mesma maneira, nao se registrando diferen-
ca estatisticamente significativa (P > 0,05), apds um perio-
do de incubagao de 48 horas, apesar de se registrar um maior
crescimento bacteriano nas amostras inoculadas com].O6 UFC/ml.

Os resultados com soro de queijo tipo Minas padro-
nizado, observados por SANTOS & GENIGEORGIS (1980), inoculan-
do Staphylococcus aureus estirpe 100A, a niveis de 10% e 10°
ceélulas/ml de soro esterilizado ndo foram confirmados nesta
investigacao onde o crescimento nao mostrou diferengas esta-
tisticas significativas.

Deve ser realgada a importancia do soro no que
tange a possibilidade de apresentar niveis de estafilococos
iguais ou superiores aos do leite para fabricagao do quei-
jo tipo Minas, uma vez que este microrganismo sobrevive ao
estagio inicial de fabricacao do queijo (SANTOS & GENIGEORGIS,
1980).

Os processos de analise da termonuclease (direto
e extrativo) apresentaram diferencas estatisticamente signi-
> UFC/ml (P < 0,05).

Na confrontacao entre indculos observou-se dife-

ficativas em relagdo ao indculo 10

Tenca estatisticamente significativa em relagao ao processo
direto (P < 0,05). Apesar disto, verificou-se que os valores
para o processo extrativo, em ambos os indculos, sao maiores
do que os do processo direto.

A constatacao da producao de termonuclease em so-
To de queijo, feita em nossa pesquisa, foi confirmada pelos
achados de TATINI et alii (1975), que inocularam 5 x 10° cé-
lulas de estafilococos e TATINI et alii (1976) que constata-
ram niveis detectaveis de enzima em soro de queijo tipo Gou-
da. Estes autores inocularam 10° UFC/ml1 de Staphylococcus auneus
atingindo a niveis de 10° UFC/ml, apos 4 horas de incubagao
a 37¢=C.

Também SANTOS & GENIGEORGIS (1989) observaram pro-

ducdo enzimitica em soro de queijo tipo Minas, apos decorri-
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das 2 horas de incubagao, tendo o crescimento atingido cerca
de 10’ UFC/ml.

Pela analise de relagao entre o crescimento ma-
ximo de Staphylococcus aureus e a producao maxima de termo-
nuclease, apos incubac¢do por 48 horas nao houve diferenca es-
tatisticamente significativa (P > 0,05) quando os inoculos
iniciais foram iguais a 103 e 107 UFC/ml.

No que concerne a producgao da enzima termonuclea-
se, no mesmo periodo de tempo e com os mesmos inoculos ini-
ciais, também ndao houve diferenga estatisticamente signifi-
cativa (P > 0,05).

4.4, Creme

TABELA IV - Comparagiao entre o crescimento médio estafiloco-
cico e a produgiao media de termonuclease. Re -
lacao entre o crescimento maximo e a producdo ma-
xima de termonuclease em creme, durante 48 horas

de incubacgao

Crescimento S g Relagao entre con-

Inoculos* Tiﬂgo medio_esta- Prg%iszgeTiéla tagem maxima e produ-

filococico** ¢ao maxima de TDA-ase

UFC/ml Ta**** Th**** S aqureus TDA-ase

10°UFC/ml 6,59 0,83 0,76 6,94 0,91
48

106UFC/m1 6,85 0,91 0,76 7,42 1,14

* Staphylococeus aureus estirpe 100A

**  Valores médios expressos em UFC (loglo)

***  Valores medios expressos em mm de diametro
**** Ta (processo direto); Tb (processo extrativo)

Apos 48 horas de incubagado do creme com 0S inocu-

los iniciais 10° e 106 UFC/ml nao se registrou diferenca es-
tatisticamente significativa no crescimento ‘do Staphylococcus

aureus (P>0,05), apesar de ter ocorrido maior crescimento bac-
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teriano nas amostras inoculadas com 106 UFC/ml.

Por tratar-se de um produto com alto teor lipidi-
co, a atividade lipolitica do Staphylfococcus aureus pode li-
mitar seu crescimento (VADHERA & HARMON, 1965), justifican-
do-se assim estes achados.

Com o creme foram confirmados os resultados dos
trabalhos de MINOR § MARTH(1972) e IKRAM & LUEDECKE (1977)
em produtos lacteos fluidos, quando aqueles pesquisadores mos-
traram que produtos com alto teor lipidico apresentavam me-
nor concentracgao celular em relacao aos produtos com menor
teor lipidico. Confirmaram-se também os resultados de SHARPE
et alii (1965) que isolaram este microrganismo em creme.

Nao se constataram diferencas estatisticamente sig-
nificativas entre os processos delineados e nem entre os i-
3 ¢ 10°% UFC/m1 (P > 0,05).

Deve-se atentar para o fato de que os valores do

noculos iniciais 10

processo extrativo, em ambos os inoculos sao menores do que
os do processo direto, sem uma explicagao confirmada nes -
tes ensalos. Entretanto, pode-se justificar pela maior difi-
culdade de separacao da enzima precipitada durante o mesmo
tempo de centrifugacao para os outros derivados do leite.
Estes resultados confirmaram os dados de TATINI
et alii (1975), que trabalhando com creme inoculado com po-

pulacao estafilococica de 5 x 105

UFC/ml e incubado por um
periodo de 3-4 horas a 37°9C, detectaram termonuclease.

No que diz respeito a relagao entre o cresci-
mento maximo de Staphyfococcus aureus e a producdo maxima de
termonuclease constatou-se nao haver diferenca estatistica-
mente significativa (P > 0,05) na enumeragao do microrganis-
mo quando os inoculos iniciais foram iguais a 10362106 UFC/
ml.

Quanto a produgdo da enzima no mesmo periodo de
tempo e com 0s mesmos inoculos iniciais também nao houve di-
ferenga estatisticamente significativa (P > 0,05), pelas

mesmas razoes expostas anteriormente.
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4.5. Manteiga

TABELA V - Comparagao entre o crescimento medio estafiloco -
cico e a producdo média de termonuclease. Re-
lacio entre o crescimento maximo e a produgdo ma-

xima em manteiga durante 48 horas de incubacgao

Crescimento  Producao média Relacao entre con-
Thoculos* Tempo medio esta- TDA-ase*** tagem maxima‘ e produ-

() filococico** cao maxima de TDA-ase
UFC/ml  Ta**** ‘Tb****  S. aureus TDA-ase

105UFC/m1 12 5,30 NT NT NT

24 5,23

48 388 NT 0,58 5,34 0,58
10%Fc/m 12 6,24 NT NT NT

20 6.13 NT

48 5.88 NT 0,71 6,11 0,90

* Staphylococeus aureus estirpe 100A

**  Valores médios expressos em UFC (logjg)
***  Valores medios expressos em mm de diametro
*#%*% Ty (processo direto); Tb (processo extrativo)
NT = Nao testado

6 UFC/g cons-

tatou-se existir uma diferenga estatisticamente significativa

Entre os inoculos iniciais de 103 e 10

entre estes inoculos na manteiga somente no tempo de 48 horas
de incubagao (P < 0,05).

No que diz respeito a confrontagao entre os témpos
de incubacdo de 12, 24 e 48 horas nao se registraram diferen-
cas estatisticamente significativas, independentemente dos 1i-
3 ¢ 10% uFc/g (P > 0,05).

Ressalta-se neste experimento com manteiga, que a

noculos iniciais de 10

flora estafilococica, ainda que em niveis mais baixos, mante-

ve-se identica aos demais ensaios. Portanto, o inoculo inicial
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maior '(106 UFC / g) infiuiu no numero final de Staphylococeus
aunreus das amostras.

Nesta pesquisa notou-se a diminuigdo da densidade
populacional de Staphylococcus aureus em fungao do tempo de
incubagao, o que era esperado, por tratar-se de alimento com
alto teor lipidico, conforme também demonstraram os trabalhos
de VADHERA § HARMON (1965), MINOR § MARTH (1972) e IKRAM §&
LUEDECKE (1977).

Os produtos lacteos ricos em lipides, como a man-
teiga, fol citada no primeiro surto de toxinfeccao estafilo-
cocica, feita pelo Centro Nacional de Controle de Doencgas
(EUA) em 1970 envolvendo 24 pessoas (MINOR § MARTH,
1972).

Nao se conseguiu detectar a termonuclease pelo pro-
cesso direto na manteiga, talvez devido ao seu elevado teor
de lipides. NZo houve sucesso nas tentativas de precipitacao
da enzima na manteiga, omitindo-se esta avaliacdao da ativi -
dade enzimatica apds 12 e 24 horas. Este fato . tambem foi
reportado por MARKUS § SILVERMAN (1970) e IKRAM § LUEDECKE
(1977) que ainda observaram menor produgiao de enterotoxina A
em alimentos com alto teor lipidico. Estes resultados tém va-
lidade uma vez que foi comprovada a correlagao entre produ-
cao de enterotoxina e termononuclease por CHESBRO & AUBORN
(1967) e CORDS § TATINI (1973).

Para o processo extrativo nao se registrou dife-
renca estatisticamente significativa (P >0,05) entre os dois
inoculos, apesar do maior crescimento bacteriano verificado
% urc/g.

Na analise da relagao entre o crescimento ma-

no inoculo inicial de 10

ximo de Staphylococcus aureus patogénico e producao maxima de
termonuclease na manteiga, apos incubacio por 48 horas, cons-
tatou-se a ocorréncia de diferenga estatisticamente signifi-
cativa (P < 0,05) na enumeragido do Staphylfococcus auwreus quan-
do os inoculos iniciais foram iguais a 10° e 10° UFC/g.

No que diz respeito a producao de enzima termonu-
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clease, no mesmo periodo de tempo e com os mesmcs inoculos i-
niciais, nao se registrou diferenga estatisticamente signi-
ficativa (P > 0,05), apesar de haver maior produgao de ter-
monuclease nas amostras com inoculo inicial mais elevado (106
UFC/g). O teor elevado de gordura na manteiga (80%) pareceu

influir no método de avaliagdo usado.
4.6. Leitelho

TABELA VI - .Comparacgao entre o crescimento médio estafilo -
cocico e a producgdo média de termonuclease.
Relacao do crescimento maximo e a producdao maxi-

ma em leitelho durante 48 horas de incubacao

Crescimento Producio média Relagag entre con-

B * medio esta- X kwk tagem maxima e produ-
Inoculos* T?§§O filococico* TDA-ase ¢30 maxima de TDA-ase
UFC/ml Ta**** Thr*** S. aureus TDA-ase
10° UFC/ml 4,62 0,67 0,67 6,64 0,79
48
106UFC/m1 5,95 0,86 0,67 7,00 1,13

*  Staphyfococcus aureus estirpe 100A

** Valores medios expressos em UFC (logjp)

*** Valores medios expressos em mm de diametro
****Ta (processo direto); Tb (processo extrativo)

O leitelho inoculado com concentragoes iniciais de
10° ¢ 10° UFC/ml, ap0s um periodo de incubacdo de 48 horas ,
nao apresentou diferenca estatisticamente significativa no
crescimento bacteriano (P > 0,05) entre estes inoculos. Os
resultados aqui encontrados confirmam os achados de MINOR §
MARTH (1972) quando observaram que indculos de 1-7 x 105 ce-
lulas/ml sobreviveram em leitelho por 4-6 dias, bem como os
de SHARPE et alii (1965) que detectaram Stapryfococcus aureus
em leitelho.

Ainda em relacao a producao da termonuclease no

leitelho, nao se constataram diferencas estatisticamente sig-
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ficativas entre os processos delineados e nem entre os ino -

3 ¢ 10% urc/m1 (P > 0,05).

Ressalta-se que a termonuclease detectada no pro-

culos 10

cesso extrativo com inoculo de 106 UFC/ml & menor do que ©
do processo direto, no mesmo inoculo. Entretanto, o teor de
termonuclease & menor no processo direto, quando o indculo e
103 UFC/ml, nao havendo justificativa para este achado.

Na TAB. VI o segmento que diz respeito a rela
cdo nos mostra nao ter ocorrido diferenga estatisticamente sig-
nificativa (P > 0,05) na enumeracao do Staphylococcus aureus
6 CC/ml.

Quanto a producdo de enzima termonuclease, ':.0 mes-

. e s s . . 3
quando os inoculos iniciais foram iguais a 10° e 10

mo periodo de tempo e com 0S mMEesmoS inoculos iniciais. tam-
bém nao houve diferenca estatisticamente significativa (P >

0,05), apesar de haver maior crescimento estafilococico e

quantidade de enzima no leitelho inoculado com 106 UFC/ml.

4.7. Queijo

TABELA VII - Comparagdo entre o crescimento médio estafilo -
¢Oocico e a producao média de termonuclease.
Relacao entre o crescimento maximo e a produgao

maxima de TDA-se no queijo, durante 7 dias de incubagao

Crescimento - e Relagag entre con-
Temno médio_esta- Prg%gg:géeiéla tagem maxima e produ-
Inoculos* (ﬁ? filococico** ¢ao maxima de TDA-ase
UFC/g Ta**** Th**** S. awreus TDA-ase
10%UFC/ g 0 4,08 NT NT 4,47 NT
24 4,13 0,55 0,64 6,24 0,84
48 5,76 0,59 0,56 6,79 0,68
7 dias 6,87 0,61 0,58 8,08 0,75
10%UrC/g 0 6,26 NT NT 6,90 NT
24 6,13 0,65 0,79 6,60 0,85
48 6,58 0,67 0,75 7,12 0,88
7 dias 7,70 0,85 0,84 8,12 1,03

* Staphylococeus aureus estirpe 100A

**  Valores medios expressos em UFC (logip)

*** Valores medios expressos em mm de diametro
**%x Ty (processo direto); Tb (processo extrativo)
NT = Nao testado
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0 inoculo 106 UFC/g apresentou melhor crescimento
do Staphylococcus aureus nos tempos propostos de 0, 24, 48 e
7 dias em relacao ao inoculo 10° UFC/g, porém, so ocorreu di-
ferenca estatisticamente significativa entre os tempos deOe
24 horas (P < 0,05).

Na confrontagao entre os tempos de maturacac do
queijo, observou-se, em relacao ao inoculo 103 UFC/g, que o-
correram diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05)
entre os mesmos, excetuando-se o confronto entre 0 e 24 ho-
ras, bem como o de 48 horas e 7 dias. O crescimento bacteria-
no aumentou durante o periodo de maturacaoc do queijo, fato
tambem observado até 7 dias em outras pesquisas (SANTOS et
alii, 1981).

Para o indculo 106

_ UFC/g Tegistraram-se diferengas es -
tatisticamente significaticas (P < 0,05) entre 0 hora e 7
dias, sendo que o crescimento bacteriano aumentou durante a
maturacac do queijo.

O comportamento da estirpe 100A do Staphyfococcus
aureus patogénico nos queijos destes experimentos foi compa-
tivel com os resultados obtidos por DONNELLY et alii (1964),e
bem superiores aos achados de FITZ § OWENS (1978). Aqueles au-
tores constataram em 11 de 13 amostras de queijo Cheddar o
crescimento de 50 a varios milhoes de celulas/g; ainda de 343
amostras de mercado de queijo Cheddar estudadas pelos mesmos
autores, 20% continham estafilococos coagulase-positivos va-
riando de 50 a 2 x 105/g. Tambeém podemos citar os achados de
THATCHER et alii (1959) que examinando 149 amostras consta -
taram niveis de 1,5 x 106 células/g, em oito dessas amostras.

Finalmente, corroborando nossos resultados, cita-
mos os achados de SHARPE et alii (1965) em que 510 amostras
de queijos provenientes de leite cru, 9% delas continham ni-
vels superiores a 5 X 10° celulas/g.

Esta investigacdo se reveste de suma importancia
em decorréncia do instrumento da comercializagao deste pro-

duto e pela incidencia de contaminacao, estando comprovada
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pelas pesquisas de MacDONALD (1944), HENDRICKS et alii(1959),
ALLEN & STOVALL (1960), MICKELSEN et alii (1961), HOBBS(1964)e
ZEHREN § ZEHREN (1968a)que relataram inUmeros surtos provo -
cados por toxinfecgao estafilocdcica.

Quanto a producao de termonuclease nao houve para
os tempos de 24 e 48 horas de maturagao diferenga estatisti-
camente significativa entre os processos de analises, bem co-

3 ¢ 10° UEC/g, nos mesmos periodos de

mo entre os inodculos 10
tempo (P > 0,05). Em experimento idéntico em queijo SCHOUWEN -
BUPG-van (1978)cita que a termonuclease € detectavel quando o
crescimento estafilocdcico atinge a 107UFC/g.

A deteccdo de termonuclease em queijos tipo Minas
padronizado foi comprovada, tendo em vista os resultados ob-
tidos por CHESBRO § AUBORN (1967) com populacgao estafilococi
ca de 3 x 105/g, CORDS § TATINI (1973) com 3 x 10° UFC/g e
TATINI et alii (1975) com 1 x 10° UFC/g).

Estas variagdes que podem ocorrer quanto a propor-
cionalidade entre o desenvolvimento bacteriano e produgao en-
zimatica devem ser decorrentes da natureza do meio de cresci-
mento, condicoes de crescimento, variavel recuperacgao do
Staphylococcus auneus, segundo CORDS § TATINI (1973).

Ressalta-se, neste experimento com queijo, que a
termonuclease mostrou-se persistente durante o periodo de ma-
turagao (LACHICA et alii, 1972).

O método analitico para a termonuclease alterado
por STADHOUDERS et alii (1980) nido foi usado nestes ensaios
devido 2 necessaria uniformidade na interpretagao comparati-
va da reacao entre os produtos analisados.

Na analise da relacio entre o. crescimento maxi-
mo estafilocdcico e a produgdo maxima de termonuclease, apos
diferentes periodos de maturagdo, registrou-se, imediatamente
apos a salga (tempo considerado como 0 hora) a maior enumera-
cio de Staphylcococcus aureus, quando o inoculo inicial foi i-

gual a 106 UFC/g de queijo.Esta diferenga do numero observa-
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do entre os indculos 10° e 10° UFC/g diminuiu progressivamente

com a idade de maturagﬁo do queijo, sendo quase desprezivel
com 7 dias de maturacao.

A enzima termonuclease apareceu em todos 0s casos
analisados em niveis elevados quando o inoculo era igual ou
superior a 106 UFC/g, observando-se ainda um aumento desta
enzima no queijo a medida que decorreu o periodo de matura -
cao.

O mesmo fato nao pode ser registrado quando o 1i-

noculo inicial era de 103

UFC/g, ocorrendo ainda falta de u-
niformidade na produgao de termonuclease, talvez devido ao
numero de células e estagio de crescimento do Staphylococcus
aureus demandando maior tempo para alcancar um numerc sufi-
ciente para a sintese desta enzima.

Pode-se ressaltar que a maior produgao de termo -
nuclease ocorreu no crescimento maximo de Staphyfococcus aureus
patogénico, coincidindo também com o maior tempo de matura-
cao dos queijos.

Os resultados de todos os delineamentos de nossa
pesquisa comprovam o estabelecido por CHESBRO & AUBORN(1967),
LACHICA et alii (1972), CORDS § TATINI (1973) e TATINI et alii
(1975) que preconizaram a técnica usando a enzina (DNase) pa-
ra deteccao de crescimento estafilococico em alimentos aque-
cidos ou fermentados. Também confirmam os achados de LACHICA
et alii (1971), RAYMAN et alii (19753 e SPERBER § TATINI (1975}
que determinaram que todas as estirpes de Staphylfococcus aureus,
incluindo-se as enterotoxigénicas, produzem termonuclease.

Nossos resultados estdac em consonancia com os in-
formes de CORDS § TATINI (1973) que revelaram ser a produgao
de termonuclease, pelas estirpes de Staphylococcus aureus,
viavel em todas as condigoes nas quais o crescimento & pos -
sivel e/ou nas quais teores identificavels de enterotoxinas
sao produzidos.

Estes achados vao de encontro ao relatado por
KAMMAN § TATINI (1977) ao afirmarem que o ensaio com a ter-

monuclease para ser satisfatorio como indicador de crescimen-




36

to estafilococico em alimentos prontos para o consumo, deve
ser especifico para medir o crescimento bem como exequivel
para aplicacdo .como teste de rotina de controle de qualidade
para as industrias.

0 tratamento térmico das amostras seguiram as re-
comendacgoes de LACHICA et alii (1972), ERICKSON & DEIBEL (1973)
e TATINI et alii (1975), pois a termonuclease e altamente
resistente aos agentes fisico-quimicos; propriedade esta 1i-
denticamente exibida pelas enterotoxinas, o que subsidia,
inquestionavelmente, a avaliagao enzimatica como controle de
contaminacao estafilocécica.

OMORI & KATO (1959) observaram, no que se relacio-
na a producao de coagulase que ha possibilidade da perda de
habilidade pelo S. aureus patogenico para a produgao desta
enzima, nao observado na estirpe 100A.

LACHICA et alii (1969) e BARRY et alii (1973) ob-
servaram que a produgao da termonuclease parece ser a pro-
priedade mais constante do S. aureus, conforme atestam 0s
diferentes produtos lacteos de nossa pesquisa.

A pesquisa enzimatica, em nosso trabalho, alicer-
ca o preconizado por LACHICA et alii (1971) quando afirmaram
que a termonuclease pode minimizar o trabalho de laboratorio
pela substituic¢aoc de procedimentos de contagens viaveis e ou-
tras limitacoes que podem ser assim enumeradas: a) aquecimen -
to de alimentos processados destroi os estafilococos, mas os
alimentos podem ainda causar toxinfecgdo alimentar devido a
resisténcia ao calor exibido pelas enterotoxinas; b) estafi-
lococos podem morrer durante a estocagem no mercado enquanto
as enterotoxinas persistem; c) crescimento microbiano compe-
titivo pode mascarar a presenca de estafilococos que ini-

cialmente produziram enterotoxina nos alimentos.
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5. CONCLUSOES

1) O crescimento do Staphyfococcus aureus em to-
dos os produtos lactecs pode ser considerado similar ao das
estirpes encontradas em casos . de intoxicagoes alimentares,
subsidiando, desta maneira, a importancia deste microrganis-

mo em termos de salde publica;

2) apesar de nao se ter alcancado .uma perfeita
concordancia quanto aos métodos usados para quantificacao da
termonuclease (direto e extrativo), a aplicabilidade de tais
métodos & indicada uma vez que a produgdo desta enzima foi

coerente com a enumeragao de Staphylococcus aureus;

3) evidenciou-se, durante oS ensaios com manteiga
e creme, que estes produtos por serem altamente ricos em 13-
pides requerem um maior tempo de centrifugacao (o dobro re-
querido pelos outros produtos) no que tange ao processo ex-

trativo da termonuclease;

4) sugere-se que outras investigagoes relaciona -
das ao processo de extracgaoc da termonuclease devem ser desen-
volvidas com o intuito de se estabelecer diretrizes que pos-

sam melhor viabilizar esta metodologia;

5) a metodologia avaliada na pesquisa de contami-
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nacoes estafilocdcicas através da termonuclease mostra-se
bem apropriada para os testes de rotina, a nivel de indlstrias,
para controle de qualidade de produtos lacteos. Com esta
facilidade e rapidez dos testes pode-se alterar a tecnolo-
gia de processamento dos referidos produtos lacteos propondo-
se de imediato melhor preparo de pessoal e adequada educagao
sanitaria, bem como rigorosa manutencao e higienizacao de ma
quinarias e equipamentos.
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