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RESUMO

A presenga de temonuclease em alimentos indica que S. aureus atingiu nitmero critico, suficiente para cau-
sar intoxicagdo. Como a sua concentracdo atinge apenas a nivel de ng nestes produtos, um processo de extragdo
¢ concentracdio torna-se fundamental para sua detec¢do. A utilizagdo de membrana de didilise € proposta como
método alternativo para extracdo de TNAse em leite inoculado com S. aureus 196-E. As amostras de leite, ap¥s
tratamento t¥rmico e eliminacdo de caselna, foram dialisadas em diferentes membranas, com polietileno glicol
6000 e sacarose. A atividade nucletisica no extrato foi intensificada com tratamento térmico, melhorando a sensi-
bilidade da metodologia. A utilizagdo de celofane comercial, assim como de sacarose para concentrar o extrato €
vitivel, propondo-se método répido de custo acesstvel para detec¢@o de TNAse em leite contaminado com estafilo-

COCO.
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1 — INTRODUCAO

A detecgio de termonuclease-TNAse em ali-
mentos tem sido desenvolvida para triagem de estafilo-
cocos enterotoxigénicos (TATINI et alii, 1976; PARK
et alii, 1978; KOUPAL & DEIBEL, 1978), na tentati-
va de substituir ensaios imunoquimicos de alto custo
para enterotoxinas (BERGDOLL & REISER, 1980;
FREED et alii, 1982; IGARASHI et alii, 1986).

TNAse € uma protefna globular de cadeia sim-
ples que contém 149 resfduos de ammoémdos, peso
molecular 16.800 d e requer fon Ca2™t para sua ativi-
dade, sendo bastante resistente a processamento flsico
(COTTON et alii, 1979; SERPESU et alii, 1989;
EVANS et alii, 1989). Esta caracter{stica lhe confere
resisténcia térmica superior a da enterotoxina e capa-
cidade de manter atividade por longo perfodo de esto-
cagem (EMSWILLER-ROSE et alii, 1980; IBRAHIM
& BALDOCK, 1981). A sua detec Sgao em produtos
alimenticios indica a presenca de 10- a 10° UFC/g de
Staphylococcus aureus, nimero considerado crftico e ca-
paz de desencadear intoxicagio alimentar em indivi-
duos sensfveis (TATINI et alii, 1976).

TNAse pode estar presente em reduzidas quanti-
dades em alimentos contaminados, necessitando pro-
cesso de extracdo e concentracio para anélise de ativi-
dade enzimitica pelo método de LACHICA et alii
(1971). TATINI et alii (1976) propuseram precipitagéo

de TNAse com 4cido tricloroacético-TCA 3,0 M, se-
guido de neutralizagio para pH 8,5, porém esse pro-
cesso provoca perda significativa de atividade enzimé-
tica. Para reduzir a inativacio, foram realizadas modi-
ficacGes com adi¢do de protetores, bem como uso de
tampao tris 0,5 M pH 10,0 (HIROOKA et alii, a ser
publicado).

O presente trabalho estuda a possibilidade de
concentrar TNAse através de membranas semipermes-
veis, a fim de evitar perda de TNAse por precipitagdo
com TCA e dispensar a centrifugagdo subseqiiente,
simplificando a deteccdo de contaminagéo do leite com
estafilococos enterotoxigénicos, em condig@o de rotina
laboratorial nacional.

2 — MATERIAIS E METODOS
2.1 - Microrganismo

O microrganismo estudado foi S. auwreus 196-E
produtor de TNAse e de enterotoxinas A e D, cedido
pelo Food Research Institute, da Universidade de Wis-
consin, E.U.A.

2.2 - Preparo de amostras

Caldo infusfo de coragio e cérebro-BHI e leite
pasteurizado foram inoculados com cultura de S. au-
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reus 196-E apresentando 0,3 de absorbancia a 600 nm,
na proporgio de 0,1 ml de cultura para 100,0 ml de
amostra e incubados a 37°C por 18 horas. A cultura
em caldo BHI foi centrifugada a 7.800xg por 15 min a
42C e adicionada de mertiolate na concentragao final
de 1:20.000. A cultura em leite foi dividida em duas
partes, sendo uma tratada em banho fervente por 20
min antes do processo de concentracgéo.

2.3 - Deteccao de TINAse

A TWNAse foi detectada pelo método da LACHI-
CA et alii (1971), utilizando-se 4gar azul de orto-to-
luidina-DNA (TDA) pH 10,0, com incubagio a 50°C
por 4 horas, conforme HIROOKA et alii (1987). O
dgar TDA consistiu de 0,3 g de DNA (Bacto DNA
3231-13, Difco), 10,0 g de NaCl, 10,0 g de 4gar de
alta pureza (Merck), 1,lmg de CaCl, em 1 litro de
tampao tris pH 10,0. Apd&s dissolugdo dos componen-
tes, adicionou-se 3,0 ml de azul de orto-toluidina 0,1
M (Merck). O resultado foi expresso em mm de halo
de atividade.

2.4 - Concentracao de TNAse pela membrana de
didlise

O caldo BHI e leite inoculados foram preparados
conforme o ftem 2.2, comparando-se a concentragio de
TNAse em tubo de diflise 133-811363 de INLAB,
celofane e cloreto de polivinil (PVC) comercial. A efi-
ciéncia destas membranas em concentrar amostra foi
analisada dialisando-se leite e BHI inoculados com S.
aureus 196-E, utilizando-se polietileno glicol 6000 e
sacarose comercial, deixando as amostras até atingir
10,0 a 30,0% do volume inicial,

2.4.1 - Analise da membrana de didlise

As membranas de didlise foram analisadas quanto
4 permeabilidade frente TNAse e sacarose. A capaci-
dade das membranas em evitar a entrada de sacarose
foi avaliada colocando-se tubos de diilise com 10,0 ml
de 4gua num becker contendo sacarose comercial, dei-
xando-se reduzir seu volume até 20,0 a 30,0% do vo-
lume inicial. O reagente de Benedict (citado em VI-
LELA et alii, 1973) foi utilizado para a deteccio de
sacarose no dialisado. Para analisar permeabilidade de
TNAse através da membrana, sobrenadante de S. au-
reus 196-E em BHI foi dialisado em tampé@o tris 0,05
M pH 8,5 adicionado de 1,0% de proteose peptona n®
3 e atividade nucledsica no dialisato determinada no
decorrer de 63 horas, em Agar TDA.

2.4.2 - Avaliacao da hidrélise inespecifica do DNA
pelo concentrador

A hidrélise inespecffica do DNA causada pela
sacarose e PG 6000 foi analisada preenchendo orifi-
cios no dgar TDA com 0,0 a 60,0% destes componen-
tes dilufdos em 4dgua, BHI, leite, tampéo tris 0,05 M e
0,5 M pH 8,5 e o mesmo tampao adicionado de 1,0%
de proteose peptona n2 3.
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2.4.3 - Desenvolvimento de metodologia para de-
teccio de TNAse em leite

O leite inoculado e preparado conforme ftem 2.2
foi utilizado para desenvolver método de andlise de
TNAse, comparando a eficiéncia das membranas de
didlise ¢ dos concentradores. A casefna da amostra
sem tratamento térmico foi eliminada diminuindo o pH
do leite para 4,5 e centrifugando-se a 7.800xg por 10
min a 42C. Apds adigfo de 1:20.000 de mertiolate no
sobrenadante obtido, o pH foi ajustado a 7,0 e proce-
deu-se diflise com sacarose e PG 6000. As amostras
de leite pré-aquecido foram diretamente centrifugadas
a 7.800xg por 10 min a 42C ou filtradas através de ga-
se e algoddo e os sobrenadantes obtidos, adicionados
de 1:20.000 de mertiolate. A seguir, os sobrenadantes
foram divididos em duas por¢fes, sendo uma ajustada
a pH 7,0 antes da didlise. A atividade nucledsica das
amostras dialisadas foi avaliada em fgar TDA, assim
como a perda de atividade durante a estocagem do
concentrado foi observada no perfodo de 72 horas.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

O celofane comercial apresentou-se como o mais
permedvel, reduzindo a amostra em diflise para 30,0%
do volume inicial apds 3 horas. Apresentou porém,
a inconveniéncia de permitir entrada fAcil de sacarose
na amostra em concentracio (tabela 1).

Os resultados da tabela 2 permitem concluir que
moléculas de TNAse estafilocdcica podem atravessar
celofane comercial e tubo de diflise 133-811363 du-
rante o processo de concentracgio, sendo a perda nota-
da a partir de 21 horas para o celofane e mais de 46
horas para o tubo de diflise. Entretanto, este fator nio
se constituiu em problema na andlise, ji que segundo a
tabela 1, o tempo necessfrio para concentragdo estd
entre 3 a 7 horas para estas membranas. A membrana
de PVC nfo permitiu a perda de TNAse nem a entrada
de sacarose, porém ndo foi capaz de concentrar a
amostra em estudo.

A tabela 3 mostra a hidrSlise inespecifica de
DNA provocada pelo uso de concentradores (sacarose
e PG-6000), na presenga de diferentes diluentes.
Quantidades maiores de concentradores causaram hi-
drélise do DNA, sendo o efeito mais pronunciado com
PG 6000. Isto sugere a necessidade de considerar o
efeito de concentradores na medida de atividade nu-
cledsica em alimentos, tendo em vista que estes com-
ponentes podem entrar na amostra em didlise, interfe-
rindo no resultado. Todavia, tanto a sacarose como PG
6000 foram eficientes em concentrar a TNAse estafilo-
céeica do leite inoculado com S. aureus 196-E (tabela
4). A atividade enzimitica no dialisado permaneceu
inalterada por 72 horas com boa reprodutibilidade, ndo
havendo necessidade de analisar o extrato no Agar
TDA imediatamente apés a didlise.

A atividade de TNAse aumentou em amostras
pré-aquecidas (tabela 4). O mesmo efeito foi observa-
do em amostras submetidos ao processo de extragio de
TNAse com TCA (HIROOKA et alii, a ser publicado).
Considerando que fons Ca?™ sdo fundamentais para a
atividade de TWNAse (COTTON et alii, 1979; SER-
PERSU et alii, 1989), o aumento dessa atividade pode
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ser explicado pela liberagio de Ca?™ de casefna, re-
sultante do tratamento térmico e metabolismo micro-
biano, além da inativacio dos queladores de cétions,
presentes no leite. Este fen6meno aumenta a sensibili-
dade do método para triagem de produtos de laticfnios
contaminados com estafilococos, eliminando simulta-
neamente nucleases termossensfveis produzidas por
outros microrganismos, que tem-se constitufdo pro-
blema na correlacdo desta enzima com crescimento
estafiloccico (BISSONNETTE et alii, 1980;
MARSHALL & KAUFMAN, 1981).

O ajuste do pH do leite pré-aquecido para 7,0
nio interferiu na atividade nucledsica (tabelas 4 e 5),
assim como ndo se observou reducdo de atividade no
extrato durante armazenamento, sugerindo que além de
TNAse estar concentrada, provavelmente as impurezas
presentes no extrato protegem a enzima da desnatura-
c¢do. Segundo HAUROWITZ (citado por DENNY et
alii, 1971), a interferéncia & devida A proximidade in-
termolecular de cadeias polipeptfdicas nativas firme-
mente enoveladas, dificultando a desnaturacao.

Considerando que a sacarose apresentou menor
interferéncia em 4gar TDA para determinagao de
TNAse, esta foi escolhida para comparar 0s processos
de extragdo utilizando membrana de diflise em Ileite

(tabela 5). O celofane comercial de baixo custo apre-
sentou melhores resultados em termos de rapidez, além
de nfio permitir praticamente a passagem de TNAse no
dialisato (tabela 5). A centrifugacio do leite contami-
nado antes da diflise permitiu obtengio de sobrena-
dantes lfmpidos, porém ndo foi crucial para o melho-
ramento da metodologia, podendo a casefna precipita-
da ser eliminada por filtragdo da amostra pré-aquecida.
Embora o método da membrana apresente menor sen-
sibilidade, quando comparado com o processo de ex-
tragiio utilizando TCA (TATINI et alii, 1976; HIRO-
OKA et alii, a ser publicado), a metodologia € mais
simples, uma vez que elimina a centrifugacao utilizada
pelos métodos anteriores. A figura 1 representa o €s-
quema da metodologia proposta.

Deve-se ressaltar que o método rdpido aqui pro-
posto & um método de triagem que permite indicar a
possfvel presenca de enterotoxina estafilocécica em
alimentos, podendo haver a interferéncia de diversos
componentes do alimento na andlise (PARK et alii,
1978; EMSWILLER-ROSE et alii, 1980; BOUWER-
HERTZBERGER et alii, 1981). No entanto, o método
proposto & rdpido e de baixo custo, acessfvel portanto
a qualquer laboratério que deseje detectar contamina-
¢do dos alimentos com microrganismos produtores de
TN Ase, entre eles o estafilococo.

LEITE PRE-AQUECIDO POR 20 MIN.

ELIMINACAO DA CASEfNA
(pH 4,5, filtragdo ou centrifugacao)

DIALISE DO SOBRENADANTE

ENSAIO DE TNAse

(4gar TDA)

Figura 1

- Detecgdo de atividade de TNAse em leite pelo

método de membrana de didlise.

Tabela 1 — AvaMacido da passagem de sacarose através das
membranas de didlise

Tabela 2 — Perda de TN Ase através da membrana durante o
processo de concentracdo

a Tempo de didlise =~ Volume final

Membrana (h) (%) Sacarose
Celofane 03:00 30,0 (+)
TD 07:30 25.0 (+)
PVC 07:30 100,0 (—)
28:00 100,0 =1

a — Celofane comercial
TD - Tubo de dialise 133-811363 da INLAB
PVC — Filme de cloreto de polivinil

Atividade de TNAse no dialisato (mm)

Membrana Tempo de dialise (h)

0 21 46 63
Celofane 9.7 12,0 13,5 14,0
TD 9,7 11,0 11,0 14,0
PVC 9.7 10,0 9,2 10,0
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Tabela 3 — Efeito dos concentradores sacarose ¢ PG 6000 na atividade de TNAse do dialisado, utilizando diversos

diluentes e membrana de celofane.

Concentrador Diluente

Atividade de TN Ase no dialisado (mm)
Teor de concentrador ( %)

0 10 20 30 40 50 60

Sacarose H, O destilada 9.0 10,0 10,0 11,0 11,0 11,0 11,0
Tris 0,05M pH 8,5 9.0 10,0 10,0 11,0 11,0 11,0 11,0

Tris 0,05M pH 8,5 + pp? 9,0 10,0 10,0 11,0 11,0 11,0 11,0

Leite 9.0 9,0 9,0 10,0 10,0 11,0 11,0

BHI 10,0 10,0 10,0 11,0 11,0 11,0 11,0

PG 6000 H, O destilada 9,0 11,0 11,0 12,0 12,0 12,0 12,0
Tris 0,05M pH 8,5 9,0 11,0 11,0 12,0 12,0 12,0 12,0

Tris 0,05M pH 8.5 + pp 9,0 11,0 11,0 12,0 12,0 12,0 12,0

Leite 9,0 10,0 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0

BHI 10,0 11,0 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0

a — pp — proteose peptona n9 3.

Tabela 4 — Atividade de TN Ase em leite inoculado com S. aureus 196-E e concentrado em tubo de diilise

133-811363.
a
Controle Concentrador Tratamento pHP Atividade de TNAse (mm)
Térmico
Leite 8,5
Sacarose 11,7
PG 6000 13,2
Sacarose NF 7,0 10,3
F 7,0 15,7
F NA 15,5
PG 6000 NF 7.0 9,7
F 7.0 16,0
F NA 15,8

a — NF — Sem tratamento térmico
F — Com tratamento térmico

b — 7,0 — Ajuste do pH a 7,0 antes da dialise

NA — Sem ajuste de pH, em torno de 5,0 antes da dialise
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Tabela 5 — Atividade de TNAse em leite inoculado com S. aureus 196-E e dialisado com diferentes membranas,

na presenca de sacarose.

Tratamento? Hb - i T d Volume Atividade de TNAse
Lot entrifu o 3 9
Térmico P e e final (%) Dialisado Dialisato
F NA ) _ 100,0 14,0 ~
Celofane 13,2 16,5 10,0
TD 13,7 15,5 11,0
F NA +) cex 100,0 15,0 -
Celofane 145 16,0 9,0
TD 205 17.5 9,0
F 7,0 (+) — 100,0 14,0 —
Celofane 20,5 16,0 9,0
TD 29,5 15,5 9,0
a — F — Com tratamento térmico
b — 7,0 — Ajuste do pH a 7,0 antes da didlise
NA — Sem ajuste de pH, em torno de 5,0, antes da didlise
¢ — (—) — Filtragio
(+)— 7,800 x g/ 10 min a 4°C
d — TD — Tubo de dialise 133-811363 da INLAB
ABSTRACT

Presence of thermonuclease in foods indicates that S. aureus developed at a critical number, enough to
cause food intoxication. As the concentration of this enzyme in foods reaches only the level of ng, extraction and
concentration processes are crucial for its detection. The use of dialysis membrane as an alternative method is
proposed for TNAse extraction from milk inoculated with S. aureus 196-E. Milk samples, after heat treatment and
without casein, were dialysed with different membranes against polyethylene glycol 6000 and sucrose. The nuclea-
se activity in the exiract was increased with heat treatment, improving the sensibility of the method. Both the use
of commercial cellophane and sucrose for concentrating the sample is viable, indicating a rapid and cheap method
for TNAse detection in milk contaminated with staphylococci.

KEY-WORDS: TNAse, enterotoxigenic staphylococci, dialysis membrane, screening.
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