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~RESUMO

Bacillug cereus foram isolados em MYP-agar, a partir de

alimentos envoelvidos ou ndo em casos de intoxicagdo alimentar,
sendo as colénias presuntivas didentificadas pela determinagho
das seguintes proprisdades: caracteristicas morfoldgicas da
célula vegetativa & esporingio; ndoc formagdo de cristal de to-
xina para-esporal; motilidade; crescimento n8o-rizdéide, e ati-
vidade hemolitica, importantes na dif%reneia@éo entre ©s mem-—
bros do grupo I dos Bacillus. |

Os testes bioguimicos, gue apresentaram malor porcentagem
de variaclo: fermentac8c de salicina (70,6%), hidrolise de ami
do (76,5%), e outras propriedades (como produgac de amilases e
proteases) ., nao mostraram correlagéo direta com os resultados
dos ensaios de toxicidade, como incculagac intraperitonial em
camundongos e inoculagéa intradérmica em coelhos e camundongos,

Na supesrficie das célulasg da cepa 4/1 foram encontradas
estruturas finas filamentosas, presentes em grande quantidade,
como uma réde, gue pareceram desempenhar algum papel na ativi

dgade biclbgica dessa cepa.



~-SUMMARY

Baclllus cergus were isclated in MYP-agar medium, from

food products, scome of them suspected to be implicated in food
borne intoxication cases, and the presumptive colonies identi-
fied by the folleowing properties: morphological characteristics
of wvegetative and sporulating cells; absence of Intracellular
protein crystal; motility: absence of rhizoid growth, and !
hemolitic activity, important in the differentiation between
members of Group I Bacillus.

Biochemical tests such as:salicin feﬁmentation and starch
ﬂidrolysis, with percentagem variation of 70.86% and 76.5% res-
pective, as well as another properties like amilase and protease
aetivities, did not show a direct correlation with the results
af the toxicity tests: intraperitonial injection of mice and
intradermic injection in rabbits and mices.

Filamentous structures were found on the cell surface of
strain 4/1, that may contribute to the biologlcal activity of

thig strain.



~INTRODUGAC

RBacillus cereus & um bastonete CGram-positive, serdbico,

formador de esporo, capaz de crescer sob condigfes de anaero-
biose. As células vegetativas té8m geralmente 1,0-1,2 pm de !
largurs, € 3,0-5,0 um de comprimento, € 05 e8porcs s&0 elipsol
dais, centrails ou para-centrais (GORDON et alii, 1973; GORDON,
1977: SNEATH, 1986). O organismo cregsce numa falxa de temperaw
tura de 109 a 482C, com creséimento Stimo ccorrendo entre 28°
e 3BT, |

B.cereus é comum no solo e vegetals, e multos levantamen-

tos da incidBncia deste organismo, numa grande variedade de
alimentos, t8&m sido feitos. A bactéria tem side encontrada, nu
ma faixa de 102 a 106 ufe/g de alimento, em sementes e brotos
de vegetais (HARMON et alii, 1987}, tomates e felijbfes-verdes '
enlatados (FIELDS et alii, 1677}, feiibes (NESTER & WOODBURN,
1982), pratos-prontos chineses (SCHIEMANN, 1978), arroz e pre-
parados de arroz {(VIJAYALAKSHMI et alil, 1981; BRYAN et alii,
1981), e alimentos industrializados em geral, como por exemplo,
sorvetes, chocolates, massas folhadas, cremes, praodutos cérneos,
legumes, etc.(NIKODEMUSZ, 1979; VICENTE et alii, 1983).

Existem na literatura inGmeros levantamentos sobre a con-
taminacgio de leite cri e pasteurizado, bem como de outros pro-
dutos laciteos, tals como, leits em p&, queijos, flans, sorve -
tes, e produtos acidificados {MARTIN, 1974; OVERCAST & ATMARAN,
1974; STEWART, 197%; WAES, 1976; WALTHEW & LUCK, 1978; AHMED et
alii, 1983; AGGARWAL & SRINIVASAN, 1986); a presenca de um nime
ro elevado de B.cereus compromete a conservagdc desses alimen -
tos, pols pode causar fenlBmenos como © “roalho~doceY, pela agic
ds reninas, ou ainda o chamado Noreme-azdo!, Esses Tenlmenos
podem ocorrer mesme em leite pasteurizado a temperatura de refri
geragBo, devido a resistfncia térmica dos espores e & sua faci-
lidade de germinacgBo e multiplicagBo a essas temperaturas '
{GOEPFERT et alii, 1972; HOLMES et alii, 1981). A contaminagio
do leite e laticinios & cruzada, devido ac amblente, ragio de
animais, equipamentos de processamento, € condigles inadequadas

de manipulagido.



Outra classge de alimentos que tem merecido destaque guan
to a incidéncia de B.cersus, s80 os chamados produtos desidra
tados, que incluem desde farinhas, amidos, vegetals desidrata
dos, macarrio, cereais, condimentos, até misturas em pd para
sopas, misturas vitaminadas para bebidas, chocolate em pd, '
café solGvel, leite em pd, extrato de carne {(KIM & GOEPFERT,
1870; KIM & GOEPFERT, 1971; LEITAO et alii, 1973/4; ROGERS,
1978; DELAZARI et alii, 1978; BLAKEY & PRIEST, 1980; BEENAFPA
& KEMPTON, 1981; ROBERTS et alii, 1982; ROBBS ét alii, 1983).
Os varios autores determinaram diferentes médigs de incid&ncia
de B.cereus nesses tipos de alimento, numa porcentagenm de amos
tras compreendida entre 20-56%.

A larga distribuigZ@c de B.cereus na natureza ¢ en varios
alimentos, inevitavelmente contribul para a fleora intestinal
transitdéria de individuos saudavels, estando presente em fezes
de 14 a 15% dos individucs das populagdes estutadas (GHOSH, !
1977 TRUNBULL & KRAMER, 1985; GRAVANI, 1887).

0 B.cereus & conhecido como um agente etioldgico de into-
xicacHo alimentar, mas tanmbém causa infec¢Bes ndo relacionadas
com alimentos, desde infeccfo branda, tal como de feridas in-
fectadas, até doengas graves com alto indice de fatalidade onde
hi4 disseminagdo do microrganismo, tals como: septicemia, bacte
riemia, broncopneumonia, meningite, endocardites, osteomielites
e panoftalmias. O organisme pode também ser patogénico em anl -
mais domésticos, tendo sido o agente causal de abortos e masti-
tes hovinas (PEARSON,_lQGQ; TURNBULL et alii, 1977; SIEGMAN-IGRA
et alii, 1983; DAVEY & TAUBER, 1987).

0 B.cereus causa duas formas distintas de gastroenterites
que diferem em véarios fatores tais como: periodos de incubagio
e sintomatologia. Unm quadroe relacionando estas caracteristicas
com alguns microrganismos causadores de toxinfecgdes alimenta-
res apresenta-se na préxima pagina. 0Os dois tipos de sindromes
sfio causadas por toxinas que podem‘gravacar diarréia (tipo -
diarréica) ou vOmito (tipoueméticaj; depois do consumo de ali-
mentos contaminados (GILBERT, 1979; JOHNSON, 1984). A sindrome

emética estd associada a uma toxina emética pré~formada no all



Caracteristicas de intoxicagoes alimentares causadas por Clostridium perfringens,

Staphylecoccus aureug ¢ Baclllus cereus (GILBERT, 1979)

. * . : . a b

Variaveis Cl.perfringens B.cereus B.cereus S.aureus

period0mincubag§o 8-22 hr 8~186 hr 1-% hr 2-6 hr

durag§o~doenga 12«24 hr i12-24 hr G-24 hr 6-24 hr

diarréia extremamente extremamente raramente C Omum

comum - COMmum Qomum
vomito _ rareo ccagional extremamente axtremamente
comum COmum

calimentos mails carne cozida e produtos carnecs, carne cozida,
o f

freguentements aves sopas, pudins, arroz frito aves, e produ

implicados vegetais e de restaurantes tos lacteos

melhos chineses

(a) surtos regitrados desde 1950 na: Noruega, Dinamarca, Italia,Hungria, Suécia, Polonia,
Roménia, URSS, EUA, Alemanha e Canada. .

{b) surtos registrados desde 1971 na:Gra~Bretanha, Canada, Australia, Finlandia, EUA e Japac.




-

mento, sende o arroz cozlde ¢ veicule mais comum; esta toxina
apresenta sintomas similares aos da toxina produzida por !

Staphvlococcus aureus. A sindrome diarréica estd associada &

uma enterotoxina e apresenta sintomas paralelos agueles da in~-

toxicacfo por Clostridium perfringens (SHINAGAWA, 19887).

besde de 1850, surtos de intoxicagio por B.cereus tém si-
do registrados em varios palses, incluindo Dinamarca, Italia,
Hungrisa, Suécia, Polfnia, Romé&nia, URSS, Alemanha e Canadi, a
maioria paises do norte e leste da Europa (GILBERT, 1879)..

HAUGE em 1855 investigou e descreveu guatbtro surtos dejin—
toxicag8o alimentar na Noruega, envolvendo aproximadamentezﬁOO
pegsoas, incriminando B.cereus como © organismo causador., Nos
Estados Unidos, o primeiro surto regisirado de intexicag3o all
mentar causado por B.cereus, ocorreu em 13988, e foi demcrito
por MIDURA et alii (1870).

Exemplos de surtos de intoxicagfo alimenitar atribuildos a
B.cereus, bem como a contagem do organismo nos alimentos envol
vidos e o35 principais sintomas, estio relacionados na tabela
que se segue.

Oz alimentces envolvidos nos surtos do tipo~diarréico sido
de uma grande variedade e incluem vegetals, saladas, carnes,
pudins, sopas e molhoé; 0s surtos do tipo-~emético incluem arroz
{gquase exclusivamente) e outros alimentos amiliceos, tals como
macarréc e queijo, e oremes.

Entre 1966 e 1978, aproximadamente 5.300 surtos de intoxi
cagdo alimentar foram registrados pelo Centro de Controle de
Doengas dos Estados Unidos, destes somente 19 surtos foram atri
buidos ao B.cereus, incluindo 10 surtos de sindrome diarréica e
9 surtos de sindrome emética (U.S.DEPARTMENT QF HEALTH, 1873;
TERRANOVA & BLAKE, 1978; MORRIS, 1981). Entre 1971 e 1973 foran
registrados peleo Laboratério Central de Saidde Piblica da Ingla
terra, 18 incidentes da sindrome emética por B.cereus no Reino
Unido, envolvendo arroz frito e cozide {(PERRY,1974). Intnmeros
surtos de intoxicaggo alimentar dub%nte a década de 1951-60 !
{DAUER, 1961) e 1966-79 (MORRIS, 1981}, com agente etioldgico

desconhecido, poderiam ser atribuidos ac B.cereus ou ao



Exempleos de surtos ds intoxicacao alimentar atribuidos a Bacillus cersus

Sintomas principais Pais Alimento Contagem no Referencia
da gastroenterite envolvido alimento
D=diarréia/V=vomito {(ufe/g ou /mL)
. 7 8
D Noruega flan de 2,0x 10 -1,1x 10 HAUGE (195%)
baunilha
" 6
EUA pac-de~carne 7,0%x 10 MIDURA et alidl (1970)
* ) 8
Canada frange grelhado 2,7x 10 TODD et alii (1974)
Canada salada de —— SCHMITT et alii (1976)
feijaesmverdes
EUA pao-de-peru 1,2% 10° GIANNELLA &
LR BRASILE (1979)
~ 7
Japao arroz cozido 3,0x 10 SHINAGAWA et alii (1979)
Japao pudim 2,0% 10° SHINAGAWA et alii (1985)
bl 7
marmita-refeligac 3,0% 10 e
_marmita-refeigao 5,7% 10?
. . 7
D/V * Canada arroz frito e 2,4x 10 -1,5x 108 LEFEBVRE et ali1i{(1973)
frango
’ 4
Canada frango cozido 6,0x 10 TODD et alii (1974)
EUA pure de batatas 1,8x 10? YRIOS et alii {(1975)
Italia condimentos S D'AUBERT et alii (1980)



B/v *

v/D *

Brasil

Reino Unido

EUA

" Reino Unido

Reino Unido
Reino Unido
Finl&ndia
Japéo

EUA

Jap&o

carne cozrida
CArne orua

empadao de
galinha

chocolate brance
em barrsa

arroz frito
(5 surtos)

bhrotos de
vegetais

arroz frito

arroz cozido
(2 surtoes)

arroz cozido
{17 surtos)

arrcoz fervido
carne

arroz cozldo

{6 surtos)

macarrio e
queljo
arrorn frito e

pratos com aryres
{15 surtos)

marmita-refeicio
{2 surtos)

6,0x% 10°

5,0x 10°

6,0%x 10°

4,0x 10°

106~108

4

2,.5x 105w3,5x

2,9% 10°

3,0x 105—2,Ox

1,7x 10°
1,0x 106

108—169

1,9x 10%-8,0x

1,0% 10°-10

10

10

10

10

108

RABINOVITCH et
alii (1885)

MORTIMER &
McCANN (1974)

PORTNCY et alii(1978)

PHLS** (1§72)

CPHLS**. . (1973)

GILBERT et alii {(1874)

RAEVUORI et alii{197s8)

SHINAGAWA et alii (1979)
HOLMES et alili(1981)

SHINAGAWA et alli(1985)




Vv Japdo feijBo-soja ori 4,.5% 10 SHINAGAWA et alii (1985)
frango grelhado 1,3x 10 o

PLempural 4,8x 10

[S-cHRE ¥ | B ¢ N €

"yakisoba 1,86x 10

(*) D/V= sintoma predominante~diarréia
i V/D= sintoma predominante-vomito

{(**} PHLS= Public Health Laboratory Bervice, Inglaterra.
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Cl.perfringens, considerande os sintomas e periocdos de incu-
bagdo registrados, como'no caso de SALZBERG et alii (1982).

Em qualquer dos dels tipos de gastroenterite por B.cereus,
ndo ocorre febre, 0 que sugere que em ambos 0s casos os distur
bios s&o devides & agfo de exotoxinas. A sindrome tipo-diarréi
ca € opcasionada por uma toxina termo-14bil, produzida durante
o crescimento do microrganismo no trato digestive depois da in
gestdo do alimento contaminado, issc explica o longo periodo !
de incubagdo; a sindrome tipo-emética € ccasionada por uma to-
%ina termo~estavel, pré-formada no alimento ingeridov(HOLMES
et alii, 1981; BERGDOLL, 1981).

Para associar uma intoxicagfo alimentar com o B.cereus, é
necessério isolar 105 ou mals organismos por grama do alimento
incriminado {especlalmente se os sintomas s8c da sindrome tipo-
diarréica), bem como das fezes dos individucs afetados; verifi
cando-se se a contagem é mais alta do que nas fezes de indivi -
duos saudaveis {BERGDOLL, 18%81: MORRIB, 1981).

Apesar de alguns'casos de intexicagfio allimentar estarem
relaciocnados com complicacles cr8nicas {HILL & YU, 1987}, de
uma maneira geral, ndo se trata de uma dosnga grave, sendo de
rapida recupsragéo. £ facilmente evitada e prevenida por boas
praticas de higiéne pelos manipuladorss de alimentos, assim
como através do controle da temperatura de processamento, esto
cagem & distribuigfo (BERGDOLL, 1981; DAVEY, 1985),.

Quando se verificam episddios de intoxicagdo alimentar,
sobretude guando estd presente mais de um tipo de microrganis-
mo potencialmente patogénico, € importante estudar algumas pro
priedades do organismo, tals como o potencial toxigénico, e ols)
mecanismo(s) de patogenicidade, e nido simplesmente determinar
sua incidéncia e presencga em alimentos e individuos contamina -
dos {(KIM & GOEPFERT, 1971; D'AUBERT et alii, 1880}.

Em vista disso, o presente trabalho pretende, através de
um esguema adequade de isolamento e identificagéo de B.cgreus
em alimentos susceptivels envolviddg.ou n#o em casces ds intoxi
cagdo alimentar, estudar algumas caracteristicas e propriedades

do organismo como produgio de enzimas, assim como avaliar a fto-

xicidade das cepas iscoladas através de ensalos com animais.
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~REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Isclamento

No trabalho inicial de intoxicag¢fo alimentar por B.cereus,
HAUGE (1955) usou &gar-sangue incubadce a 379C por 18 h, anaerd
bicamente, e ent8o aerébicamente por mais 18-24 h. As coldnias
circundadas por uma zona transparente de hemdlise eram isoladas
e Testedas para atividade de lecitinase,.

Desde entdo, varios meios seletivos tém sido desenvolvi -~
dos para detecgdo & especialmente, ¢ isolamento direto  de !
B.cereus de alimentos. Todos eles contam com a supresséo  dos

organismes Gram-negativos por um antibidtico peptidico, a poll

mixina B {HIRSCH, 1960}, e identificagdo presuntiva de B.cereus
pela reaclo na gema-de-ovo, especifica de um nimerc limitado de
espécies do género Bacillus (McGAUGHEY & CHU, 1948; BILLING &
LUCKHURST, 1957).

COLMER (1948) encontrou que as culturas de B.cgreus, !
B.cereug var.mycoides, B.cereus var.anthracis, possuem leciti-
nase. Ele sugériu que a acfo da lecitinase sobre a fragio leci
tina da gema~de-ovo € de destrulr sua agdo emulsionante, & a
perda desta propriedade causa a marcada modificac8c no estado
coloidal deos constituintes do ovo.

POLKHOVSKEIT (1970) estudou os tipos de lecitinase de li-
nhagens de B.cereus de acordo com os sitios de agfo na molécu-
la de lecitina, e encontrou gque a maioria das linhagens de
B.cereus {(75,8%). induzem a quebra da lecitina da gema-de-ovo
como as lecitinases C e D, e 24% de acordo com lecitinass D,
Das linhagens estudadas, 0,2% n2¢ produziram nenhuma das duas
tecitinases. 0 autor determinou, também, gque a presenga de um
determinadoe tipo de lecitinase nidc depende da fonte de onde
foi isoclado o B.cereus.

OWENS (1973) estudou a reacBc em gema-de-oveo produzida
por véarias espécles bacterianas, e comentou que a reagdo de
formacio de zonas opacas no meio s6lido e um anel de gordura

denso flutuante no meio ligquido, causados pelo B.csreus,
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B.cereus var.mycoides e B.anthracis, sZc devidos & fosfolipa
se C ou a combinag8o de outras enzimas, como fosfolipase D e
fosfomonoesterase. A hidrdlise da fosfatidilcelina da gema-da-
ovo, faz perder sua propriedade emulsificante causande a pre-~
cipitagdo do material lipidico.

NYGREN {1962} isclou peguencos numercs de B.cersus de uma
grande variedade de alimentos usando a técnica do nlmero mais
provavel (NMP); contude, os niveis de B.cereus nos alimentos
incriminados por surteos de intoxicagdo alimentar sfo usualimen-
te altos para ser necessérig o enriguscimento.

MOSSEL, KCOOPMAN & JONGERIUS (1867} desenvolveram um meio
para enumeragéo direta de células vegetativas e esporos de '
B.cereus em alimentos, baseado na incapacidade deste organismo
de assimilar manitel, 2 na sua habillidade de produzir fosfoli-
pase C; para um maior grau de seletlividade se adicionou sulfa~
to de pelimixina B ao agar-manitol, gema-de-cvo, vermelho de
fenol, numa concentracgio de 10 ppm.

0 &dgar-manitel, gema-de-ove, vermelho de fenol, polimixi
na {do ingl8s, MYP-agar) descrito por MOSSEL et alii (1967),
'tem sido usado por mais de uma década nos EUA e Europa.

KIM & GOEPFERT {(1971) sugeriram um meic a base de polimi-
xina e gema-de-ovo (KG-agar) para réapida enumeragdio de B.cereus;
o teste & presuntivo na diferenciacioc de B.cereus e organismos
estreitamente relacionadeos, bageado na formagio de zonas opacas
ac redor das coldnias. O meilo é formulade para estimular a ea-
porulagido e dispor dos esporos livres para testes de confirma-
cdo soroldgica dentro de um periodo de 24 h. Os resultados in-
dicaram que KG~-agar & tdo eficiente guanto o MYP-Agar no igeola
mento e identificac¢fo presuntiva de B.cereus de alimentos, con
tude tem sido usado com menos frequéncia.

GILBERT & TAYLOR (1976) usaram cOom Sucesso agar-sangue de
cavalo, incubade a 352-379C por 24 h, no lsclamento e enumsra-
gdo de B.cereus de espécimes clinicos de suritos de intoxicagdo
per alimentos contaminados; as coldhias suspeitas de B.cereus
eram sub-culitivadas em meio BC de Kendall para posterior iden-

tificacgido. ' .
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GOEPFERT (1976) enumercu como vantagem do KG-dgar, © ra
pido desenvelvimento de esporos livres e sndosporos com 20-24 hy
no meio MYP-agar (MOSSEL et alii, 1967), a presenga de um gran-
de nimero de fermentadores de manitol, pode mascarar a detecgio
de coldnias ndo fermentadoras.

MOSSEL & SHENNAN (1976) e MORITA & WOODRURN {1977) usaram
o MYP-Agar (MOSSEL et alii 1967) como meio de isolamento e enu
meragac de B.cereus.

SCHIEMANN (1978) comparou tré8s meios para isolamento d§
B.cereus, a saber: MYP-&gar, KG-4gar e agar-sangue. CDncléi-
ram que, apesar de néo haver diferencga guantitativa signifiéa-
tiva entre os meios, o Agar-sangue fol o melo mais seletivo.

HUTCHINSON & KRAMER (1978) fizeram um levantamento dos
variocs melios seletivos efou diferenciais usados para ¢ isola-
mento de B.cereus, a saberi Agar-sangue {HAUGE, 195%%); &gar-
LiClmpolimixina B, extrato de carne, gema-de-ovo {DONOVAN,19%8);
dgar nutriente-etanol (NIKODEMUSZ, 1958); égarmmanitol, gema~dsa-
oveo, vermelho de fenol, polimixina {(MOSSEL et alii, 19867); agar-
gema~de~ovo modificada, polimixina B (XKIM & GOEPFERT, 1971); !
dgar-manitol, gema-de-ovo, plrpura de bromocrescl {meio BC de
Kendall) (GILBERT & TAYLOR, 1976); manitol, gema~de-0ovo, vVerme-
lho de fenol com ou sem polimixina (Standards Association of !
Australia, 1976, citado por HUTCHISON & KRAMER, 1978); égar-~leci
tina {CHRISOPE, FOX & MARSHALL, 19786, citado por HUTCHISON &
KRAMER, 1978). Na maioria dos meiocs a identificagdo primaria de
organisme estéd baseada na reagﬁo deilecitinasé, bem como na in-
capacidade de fermentacBc do manitol.

HOLBROQK & ANDERSON (1980) desenvolveram o melo dgar-poli-
mixina, piruvatco, gema-de-ovo, manitol, azul de bromotimecl (do
ingl&s PEMBA), o gqual & similar em principio ao MYP-Agar, mas &
congiderado por seus criadores, superior ao MYP-dgar e KG-&gar.

LANCETTE & HARMON {(1980) avsliaram duas técnicas diferen-
tes para isclamento e enumeragio de B.cereus em alimentos; con-
cluiram que a técnica do nimero maiélprovével em.caldc tripto-
na de soja e polimixina (do inglés, T3P-broth), & indicada pa-
ra exame de alimentos contendo populagdo baixa de B.cereus, mas
gue © plagusamento direte em MYP-8gar, é preferivel para alimen-

tos que contenham populagfo alta do organismo.
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WYATT & GUY (1981) usaram o plagueamento direto no meio

de KG-&gar, sendo as placas examinadas em busca das collnias
tipicas, as guais sBo circundadas por uma zona opaca,

KRAMER et alii (1982} indicaram ¢ emprege do &dgar-base !
Columbia com 5% de sangue e superficie ceberta com polimixina
{do inglés, CBA+P) para ¢ isclamento de um pequenc nUmers de
B.cereus a partir de uma populagdo mista. As razles da recomen

dag8o foram: (1) o meio pode ser preparadc na hora do uso, evi

tando os problemas de estoque; (2) a aparéncia caracteristica
da coldnia do B.cereus no agar-sangus & mantidaga despeito de
cutras espécies presentes; (3) as colfnias tipicas sdc facil-

mente diferenciadas por testes sorolégicos,

HARMON {1982} usou a técnica de plaqueamento direto em
MYP-&gar, com emulsdo de ovo a 50%; enguanto, JOHNSON, NELSON
& BUSTA (1984} usaram o MYP-agar de MUSBEL et alii (1967), no
qual se utliliza emulsfo de ovo a 20%.

SZABO, TODD & RAYMAN {(1984) sugeriram um melo modificado
a partir do égar-polimixina, piruvate, gema-de-ovo, manitol,
azul de bromotimol {do ingl&s, PEMBA) suﬁstituindo o agul de
bromotimol por purpura de bromocresol, designande o nove melo
de PEMPA (do ingl@s). A vantagem desta modificagfo foi diminuir
o tempo de incubagio de 48 para 22 h, e asumentar a habilidade
de isolar colfnias presuntivas. 0 desempenho na enumeragic de
B.cereus em comparagio ao PEMBA e o MYP-4gar fol favoravel.

HARMON, KAUTTER & McCLURE (1984) compararam o desempenho
de trés meios no isclamento de B.cereus a partir de brotos de
feijfio e trige, a saber: MYP-a4gar, PEMBA, e &gar-sangue com PO
limixina. Concluiram gue as diferengas ndoc foram significativas,
contudo nd MYP--agar, © g,ﬁereus ﬁoderia ser diferenciado mais fa
cilmente de ocutros orgaﬁismas, requerendo um menor ntmerc de tes
tes confipmatérios (HARMON, 1974; HARMON & GOEPFERT, 1874).

SHNEATH {(1984) indica o meio PEMBA (do inglfs) como o meio

de isclamente, observando que a detecgio do B.cereus pode ser
dificultada na presenga de é*@iﬁgiégﬁf o gual usualmente cresce
sobre a superficie do Agar como uma colfnia azul turqueza com
aparénecia rizdide; o B.cereus & caracterizado por coldnlas '
azuls ¢ circundadas por um precipitado de gema-de-gvo de cor

gimilar.
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WATTERSON {1985) usou o meio recomendado por DONQVAN(IQBB),
que consiste de uma base de glicose-extrato de carne~dgar{15 h/
308C), contendo 2,5% de gema-de-ovo fresca e 0,5% de citrato
trisddico, para isolar esporos de B.cereus do solo & cascalhos
de rio, j& que o organismo & um sensivel indicador de nmuitos
tipos de depésitos profundos de minérios, incluindo depésitos
de curo.

TURNBULL & KRAMER (1985} usaram para o isclamentco de !
B.cereus, © plagueamento da s@spénséo de amosira em Adgua pepto-
nada j& incubada a 308¢C por 2@ h, em égar*sangue contendo ¢
100,000 unidades de polimixiné.

CHUNG & SUN (1986) usaram ¢ agar-polimixina, piruvato, '
gema~de~0oveo, manitol, azul de bromotimol{PEMBA) pars isclamento.
RODRIGUEZ & BARRET (1986) usaram KG-&gar para enumerar

B.cereus em amostras de lelte em pd reconstituido.

Conforme comunicagdo pessoal,em 1987,de Prof.C.A.M.LOPES,
da Universidade Estadual Paulista de Botucatu, pode-se usar oo~
mo antibidtico alternative para polimixina B, a canamicina, em
concentrag8es de 50-100 pg/ml, nos meios de cultura de !

Olostridium welchii (CW)-dgar ou KG-&gar.

RABINOVITCH & VASCONCELLOS (1887) sugerem um nove meio
para isolamento e enumera¢do de B.cereus enm alimentos;.o m&eio
é seletivo para o8 Bacillus do Grupo I, e permite a contagem
presuntiva de B,cereus, que apresenta reagaoc positiva de leci

tinase em 33-34 h.

2. Caracterizacdo do microrganismo

2.1. caracterizagfo morfoldgica

De acordo com GORDON et alii (1973}, GORDON {(1977) e !
SNEATH (1984), O B.cereus é um bacilo pertencente ao Grupo I,
mastonete com largura de 1,0-1,2 pm e comprimento 3,0-5,0 um,
Gram-positive, com glébulos lipidices na célula vegetativa, com
flagelos abundantes e peritriquicos; formador de espores elipsol
daig, centrais ou para-centrais, com esporingio ndoc entumescido,

ndc possuindo eristals de toxina protéica {cristals para-esporalis).
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Até datas relativamente recentes, tem se usado as téeni-
cas tradicionais de coloragBo de células por Gram e de esporos
por verde de malaquita para o exame microscopico das células
vegetativas e esporénglo, a coloragfo com Sudan-black~B para
determinar a presenga de gldbulos lipidicos na célula vegeta-
tiva, 2 a coloracdo com fucsina béasica 0,5% ou ZN-carbolfucsi-
na-TRB{Difco) apds a lise do esporé@ngio, para detectar-se a pre
senga de cristals de toxina (SCHIEMANN, 1878; LANCETTE &
HARMON, 1980; HOLBROOK & ANDERSON, 1980; WYATT & GUY,19881; !
KRAMER et alii, 1982; HARMON, 1982; HARMOMN, 1584; HARMON &
GOEPFERT, 1984; CHUNG & SUN, 1986; RAJEKOWSKI & MIKOLAJCIK,1987).

 RABINOVITCH & VASCONCELLOS (1987) sugeriram microscopila
bptica direta, de suspensfo de células em salina {(NaCl ©,85%),
a partir de Agar-extrato de solo, para observacdc da morfolo-
gia da célula vegetativa, esporingio e esporce, bem come deiec-
c8o de cristais para-esporals (inclusfes para-esporals}, que

sfo caracteristicos do B.thuringiensis.

2.2. caracterizacfic bioguimica

GORDON et alii {(1973) caracterizaram g,ceréus pelas rea-
¢Bes positivas, a saber: produgfo de catalase, crescimento !
anaerdbico, teste de Veges-Proskauer, produgdo de acido em
caldo VP, resistBneia a lisozima, crescimanto a 7% de NaCl,
crescimento a pH 5,7 prodﬁgéo de acido de glicose, hidrdli-
se de amido, uso de citrato comon fonte de carbono, redugdo de
nitrate a nitrito, decomposicdo de caseina e tirosina, alecali-
nizacio do Litmus-milk. Reagles negativas: desaminagio de fe-
nilalanina em 7 dias, &cido de arabinose, xilese e manitoel,

SCHIEMANN (1978) utilizou os seguintes testes biocquimlcos
dade, liguefacgio de gelatina, reagdo no Litmus-milk, teste de
Voges~Proskauer, hidrdlise de amido e produgfc de Adcido a par-
tir de glicerol, glicose, sacarose,ssallicina e manitol.

KRAMER et alii (1882) incluirém cutros testes na caracteri
zag&o do B.gereus: produgdc de lecitinase, crescimento a 40580,

EEEC e B09C, crescimento em glicose-azida, lise pelo bacteridfa-
go lambda.
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SNEATH {1984) incluiu ainda: a ndo utilizag8o de propio-

nat, néo formagio de indol e crescimento a 108C, 3020 e 4000,

MOSSEL et alii {1967) sugeriram o emprego dos seguintes
testes bioquimicos, para identificacdo dos isolados presunti-
vos de B.cereus: assimilagfo anaerébica de glicose, hidrdlise
de gelatina, redugfo de nitrato, crescimento em &gar-hidrato
de cloral 0,25%%, este Gltimo também usado pof HOLBROOK &
ANDERSON {(1980). _

Varios autores t&€m sugerido esguemas de i&entificagﬁo de
B.cereus desde MOSSEL et alilil (1967); usando, déntre as ca-
racteristicas da espécis, aguelas mals adequadaé na diferencia
cdo dos membros do.GrupO T dos Bacillus, Diferem entre si em
alguns testes, chamados de confirmatérios para as colfnias
presuntivas.

GILBERT (1979} sugeriu como testes confirmatdrios: produ
cio de aAcido a partir de glicose, e 05 ensalos de manitol, ara
bincse e xilose num meio com sals de amdnio, motilidade e pre-
senga de cristails para—-gsporais.

0s testes confirmatdrios usadoes por LANCETTE & HARMON(1980)
feram:-produgéo de acido de glicose anaerdbicamente, produgdo de
acetilmetilcarbinoel, reducdo de nitrato, decompoesicho de tiro -
sina & resisténcia a lisozima.

GILEERT et alii {1981} confirmaram as coldnias presunti-
vas de B.cereus pela motilidade, lecitinase-positiva, produ -
clo de Acido a partir de de plicose, e nac produgdo a partir de
arabinose, xilose & manitol, em meio com sals de ambnic. 0s au
tores comentaram que se os B.cereus presuntives dessem reagdes
duvidosas, deveriam ser submetidos acs demails testes bioguimi-
cos de caracterizacgio, incluindo-se atividade de ureass, produ
¢80 de Acido também a partir de trealose, lactose, dulcitel,
inggsitol e sorbitol,

0s testes confirmatérios usados por WYATT & GﬁY {1981}
foram: utilizacis de carboldratos, redugio de nitrato, produ-
gio de acetilmetilcarvinol e 1iquef§g§a de gelatina,

BARMON {(1882) usou come testes confirmatdériocs, os seguin-

tes testes: motilidade, crescimento rizdide e atividade hemo-

1ftica em Agar-sangue.
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HARMON (1384) recomenda como testes confirmatdrios: a pro

dugfo de acldo a partir de glicose, reduc8c de nitrato, teste

de Voges-FProskauer, decomposic¢do de tirosina e resisténcis s
lisozima; e, como tesies de diferenciag#do dos membros do Gru-
po I dos Bacillus: motilidade, crescimento rizdide, teste da
atividade hemeolitica e coloragfo de cristais de toxina, um es-
guema Ldf8ntico & adotado por HARMON & GOEFFERT (1884),

RABINOVITCH et alii {198%) submeteram as colfnias presun-
tivas de B.csreus aos seguintesétestes bioguimicos para confir
macio.da espécrie: teste de catafase, hidrdlise de amido, hidrd
lise de gelatina, série de agﬁcéres {manitcl, xilose, maltose,
arabinose, salicina, glicose), produclo de acetilmetilcarbinol,
redugio de nitrato, motilidade, crescimentc anasrdbico, ativi-
dade hemolitica, utilizac¢l8o de sorbitol e crescimento em meio
com B%, 7% & 10% de NaCl.

RABINOVITCH & VASCONCELLOS (1987) sugeriram como confir-
magdo e identificag8o de B.cereus presuntivoes no meio RVC-agar,
a produgdc de lecitinase em RVC~1liguide, atividade hemolitica,
motilidade; além da morfologia da célula vegetativa, esporin -
gio & espores. |

SHINAGAWA (1987) tentou relacionar algumas caracteristicas
bioguimicas do B.cereus com patogenicidade; de todas as proprie
dades testadas, nenhuma mostrou variagio marcante, com excessdo
da hidrdlise de amido e fermentagfo de salicina. Encontrou que
as linhagens de B.cereus iscoladas de intoxicagio alimentar do
tipo~diarréica, eram hidrdlise de amido positivas, enguanto
que, as isoladas de intoxicag8o do tipo-emética, eram hidrdlise
de amido negativas, O autor sugeriu ainda, gue esta diferenga
entre as linhagens poderia ser assoclada a um deo deis tipos de
gastroenterite causados por B.cereus. Por outre lado, ressaltou
gque a aplicacio e interpretagfo de testes biloquimicos dependem
de critérios individuais, e que devem ser padronizados o sufi -
ciente para o uso de rotina num esquema de identificégﬁ@ de !

A
linhbagens patogénicas,. “
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2.3. caracterizagao sorclbgica

Todas as linhagens de B.cereus apresentam antigenos fla-
gelares, esporais e somdticos. LAMANNA & EISLER (1960) consi-
derando que os endosporcs bacterianos possuem antigenos distin
tos das células vegetativas parentais, e gue sua estrutura an-
tigénica pode ter valor taxondmico, fizeram um estudo compara-
tive das aglutininas pontra esporos das linhagens de B.cereus
e B.anthracis, a fim de verificar se esses anticorpes podsriam
ser uteis na dif&renciagéo destes dois microrganismos; conclul
ram gque a constgtuigéa antigénioa dog endosporoes de ambas as
espécies eram complexas e inclulam aglutinog&nios tante intra
como interespecificos, nfo sende possivel fazer-se a distingéo
entre os dois organismos pelos testes de aglutinagio.

For outro lado, LAMANNA & JONES (1961) concluiram gue pe-
los testes de aglutinacg8c e absorcdo de aglutininas podia ser
revelada a existBneia de relaglo antigénica entre 'os endosporos
de Bacillus formadores de cristais de toxina patog&nicas para
insetos, B.cereus e B.anthracis. Os autores nfc conseguiram
diferenciar esses organismos por testes de aglutinagBo sorold-
gica, empregande endosporos come aglutinogénics.

KIM & GOEPFERT (1972) usaram a técnica de anticorpos flug
rescentes e a fragdo glebulina do soro preparada contra espo -
ros autoclavados de B.cereus linhagem T. A fluocrescéncia na su
perficie do esporo fol obtida em 58 das 58 linhagens de B.cereus

e com todas as linhagens de B.anthracis, B.thuringiensis e !

J& gque o antigeno flagelar (H) pode prover um alte grau
de especificidade entre linhagens da mesma espécie {(NORRISE,
1662), TAYLOR & GILBERT (1875}, GILBERT & PARRY {1977) descre-
veram 18 scrotipos {H) de B.cereus, dos quais cinco {(fipos 1,
3,4,5 e 8) foram mals comumente asscclados com a sindrome tipo-
emética; o tipo 1 fol o sorotipo mals comumente isoclado dos !
surtos eméticos {(69%). Os scorotipos+2,6,2,10 e 12 foram lsclados
e separado, de surtes do tipemdiarféica, associados com uma !
grande variedade de alimentos. Contudo, o8 tipos 1 e 8, foram in

plicadcs também em surtos do tipo-diarréico e, entdo, & caracte
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rizagio sd por estes antissoros ndo pode ser usadsa para dis-
tinguir culturas dos dois tipos de sindromes,

Segundo GILBERT (1979), pouco sucesso tem sido obtido na
identificagdo sorolbgica de B.cereus com base nos antigenos de
parede celular, GILBERT & KRAMER (1986) fizeram um levanitamen
to da predeminfincia dos sorotipos de B.cereug isoclados de ali-
mentos, fezes e ambiente, ndc associados & surtos ou cascs de
intoxicagﬁo. Resumidamente, apresentaram o3 seguintes resulta-
dos: de ambiente (H)20, 17; de fezes humanas (H)1,18,17; de !
arrczgcrﬁ {H)17,15,20,12; de arroz cozide {H)1,5,8,19,20; de
cereais (H}8,12,4; de leite pasteurizado e creme (H)1,22,21,8,
e de carne e aves cozidas {H)1,11,19,3,20. Os autores registra
ram ainda, de 40% a 54% de linhagens ndo caracterizadas.

SHINAGAWA (1987) comenta gue esquemas de identificagio sc
roldgica com antigenos flagelares, t&m sido uma ferramenta Gtil
na investigacic epidemiocldgica de surtes de intoxicagdo alimen
tar. Embora ele tenha identificado 23 sorotipos, alguns deles
estHo mais frequentemente implicados em surtos, gue ouires. Por
exemplo, © sorotipoe 1, scmente ou com cutros sorotipos (8,12},
tem sido associadoe com 70% dos SUFEQS do tipo-emético. Os sQro
tipos mais frequentemente assoclados com surtes do tipo-diarréi
co sBo o 1,2,6,8,10 e 18, Os sorotipos 1,8,12 e 19 s3oc comumenw

te assoclados com ambos os Tipes de surtos.

3, Amilases e Proteases de Bacillus cersus

Segundo SCHAE?FER {1989}, 65 filtrados de culturas de bac—
térias Tormadoras de esporos, usualmente, t8m forite atividade
protecolitica no final da fase de crescimento; estudos cinéticos
relacionadoes 3 producfo de proteases e a formagdo de esporos,
mostraram, no casc do B.cereus, que gsta atlividade aumenta ra-
pidamente ao final do crescimento como resultado da chamada '
sintese "de novo'.

Segundo HANSON et alili {1970);$muitas enzimas aparecem ou

aumentam significativamente durante a esporulagfo. O B.cereus

& ¢ B.megaterium produzem somente enzimas extracelulares, simi

lares as proteases neutras de B.subtilis.
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A produgfo de protease neutra e da proteina do invélucro
do esporo, sio reguladas metabdlicamente por co-represseres

catabbélicos; estudos revelam gue ndo existe correlagdo entre

a habilidade para produzir proteases neutras axtracelulares e
a4 habilidade do organismo esporular (HANSON et alii, 18701,
vem uma mistura de proitszases neuiras e amllase, detectévels no

extrato hrutc de enzima.

SHINKE et alii (1974) isolaram do scolo, uma linhagem for
temente produtcora de beta-amllase, € que pelas caracteristicas
morfolégicas e bioguimicas pode ser identificada como B.cereus.

TAKASAKI (1976) demonstrou que o B.cereus var.mycolides '

era capaz de produzir amilases simllares 4 beta-amilase do mal
te e & enzima tipo pululanase. Ambas as enzimas foram produzi-
das concomitantemente como extracelulares guandc as linhagens
foram cultivadas num meioc de cultura comum contendo uma fonte
de nitrogénioc corgénico; a produgdo de ambas as enzimas fol mar

cadamente afetada pela concentracgdo do nitrogénic e do carbono;

quande a cencentragdo de nitrogénic e carbono do meio aumentava,
a produglo de beta-amilase diminuia,; adicicnando-se Mn2+ , a
produgdo de beta-amilase era inivida.

De acordo com PRIEST {1977), as alfa-amilases sHo parcial
mente indutiveis para algumas espécles de Bacillus. Como © !
amido nioc pode penetrar na célula bacteriana, ele ndo esté di-
retamente envolvido no processo de indugfo. Estas bactérias
sintetizam constitutivamente a alfe-amilase em niveis bem bai-~
xos, mas o suficlente para guebrar o substrato exdpeno, resul-
tando produtos de balxoe peso molecular; estes compusios resul-
tantes da hidrdlise, entram na célula e estimalam a malcr pro-
dugio de alfa-amilase. A grande maiorias das gapéoies de Bacillus

degradam amido e caseina; com poucas excessdes, as proteases

extracelulares do género sfo serinas ou s8o metaloenzimas.

Ainda segundo PRIEST (1977}, o B.cereus é cltado como pro
dutor de: beta-amilase (hidrolisa 1%.ligag§o glicosidica alfa-1,4
em polissacarideos, produzindo maltose); metaloprotease (enzimas
Que regueremn Cag+ para estabilidade e Zn2+ para atividade, pH !

ftime proximo da neutralidade); beta-lactamase (hidrolisa a liga

H
H
H
H



cho amida do anel betawlaotémicc de penicilinas e cefalospori
nas); fosfatase alcalina (enzima extracelular): ribonucleases
e S-nucleotidase; fosfolipase C. As proteases neutras de . !
B.cereus nio sBo funcionals no processo de gsporulacido neste
bacilo.
por irradiagdo ao UV, que produziu cerca de vinte e cinco ve-
zes mais beta-amilase que a linhagem makerna, e nio reguereu
nem amido nem compostos relacionados para produgioc da enzima.
GTLBERT (1979) cita que B.cereus produz uma larga falxa
de metabblitos extracelulares durante a fase exponencial de
ocrescimento, Muitos tém sido isoclados e caracterizados, inclu-
indo proteases,‘beta—lactamases, antibidticos peptidicous, fos-
folipases, hemollsinas, € toxina letal para camundongos.
NANMORI et alii (1983) purificaram & caracterizaram a
beta-amilase de um mubtante de B.cereus, COR peso molecular
estimado em 6,0 x 104 - 5,5 x 104; o valor de ¥m para amido '
soltvel foi 0,4% , e pela andlise de aminoacidos, fol dstecta-

do somente um grupc sulfidrila; © ponto iscelétrico da gnzima

purificada foi de 8,3.

YOSHIGI et alii (1985) obtiveram de uma linhagem de '
B.cereus uma amilase extracelular, com peso molecular estimado
em 5,5 X 104 com © ponto isocelétrico de 8,13, pH dtimo de 6,0
2 temperatura &tima de 55fC. A acglo desta enzima sobre polissa
carideos amiléceos foi Gnica, e o produto final predominante,

foi malto-pentose; a amilase purificada poderia tamhém digerir

grénulos de amido, tais como de arrcoz e de milho.
Tem sido relatada a ocorréncia de belta-amllases em filtra
dos de cultura de B.cereus, porém as quantidades destas !

veta-amilases sdo multo peguenas.

NANMORI et alii (1987) isolaram por mutagénese de uma Ji-

nhagen de B.cereus, uma linhagem 5,5 vezes malor on atividade

de hets-amilase. A produgfo de amilase desta linhagem aunentou

na presenca de 0,5% de glicose, oufﬁ% de maltose, e mals nar—
cadamente, na presenca de 2% de amido solivel no melo de culiura.
SHINAGAWA et alii {1985), associaram a patogenicidade das

suas linhagens de B.oereus com & hidrdlise de amido por amllases,
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isto &, linhagens diarréicas hidrolisam o amido, enquanto as

eméticas sfo negativas, como J& mencicnado antesriormente.

4, PToxinag de Bacillus cereus

4.1. toxina emética

MELLING et 2lii (1876) identificaram uma nova entidade
enterotoxigfnica associada ao B.cereus, e, posteriormente, pro
duziram, identifiéaram e carachterizaram a texina, denominada,
toxina emética. Produziram-na em culfuras contendo arroz, & nos
meios caldo~triptona de scja e égar—triptona de soia. For dib-—
1ise; a toxina mostrou ter peso molecular nmenor que 10.000 dal-
tons., A toxina emética produzidsa em ogltura_co&tendo arroz, foil
estivel em seguida aos tratamentos do tipo: 126¢C por 80 min ,
pH 2 por 2 h, pH 11 por 2 h, tripsina pof 24 h e pepsina por 24 h.
Estes resultados diferenciam claramente a toxina emética da diar-
réica, que & l&bil sob as condigfes enumeradas acima. A toxina '
emética é um polipeptideo nio antigénico, porgue os anlmais po-
giam ser usados repetidamente sem © deanvolvimento de resistén
cia para a toxina (MELLING et alii, 1978; MELLING & CAPEL, 1978),

| Ainda segundce MELLING et alil {1976}, ocorreu producglo de
toxina diarréica em todos os melos de culbtura, enguanto que a
toxina emética fol produzida somente em cultura com srroz. Isto
esth de acordo com os dados epidemioldgicos, que'reﬁelam gue 0s
surtos diarréicos envolvem uma grande variedade de aiimentos;
enquanto que os surtos eméticos, na sua maioria, tém sido res-
tritos ao consumo de.arrcz. ‘ |

Segundo TURNBULL et alii (1979}, a toxina emética resporn-
shvel pela sindrome emética de intoxicagdo alimentar por !
B.cereus é claramente distinguivel, n#o sd da toxina diarréi-
ca, como também dos outros fatores téxicos do organismo.

CILBERT et aiii {(1981) descreveram as propriedades da to-
¥ine emética, a saber: enterotoxina de baixo pesc nolecular
{menor gue 5.000 daltons){ ndo sendo formada acima de 359Q d
es“avel 4 altas tempesraturas, pH extremos € enzimas,

‘ A5 linhagens de B.cereus que sintetizam esta toxina, nio

sfdo excepoelonails com,respeito a sua habilidade de produzir ou-
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tros metabdlitos, incluinde ﬁoﬁina diarréica; mas até que un
modelo mais simples do gue alimentar macacos esteja disponi -
vel, ndo serd possivel predizer a proporgfc de linhagens que
sd0 capazes de elaborar a toxina. Evidéncias epidemioldgicas,
contude, mosiram que 75% das linhagens incriminadas nos surtos
de sindrome emética, sfo sorobipos 1, sugerindo que somente
certas linhapgens podem ser capazes de produﬁir eséa toxina;
og esporos dessas linhagens, também exibem uma resisténcia tég
mica, marcadamente malor que 08 esporos dos outros sorotipos !

{PARRY & GILBERT, 1980; GILBERT & KRAMER, 1984).

4,72, toxina diarréica

Durante z fase de crescimento logaritmico, © E,céreus ela
bora multas exotoxinas ndo dialiséveié, inciuindo uma enteroto
xina produzida em varios graus pela maloria das linhagens de
B.cereus, responsével pela sindrome diarréica, e cujas proprieg
dades dermonscrdticas e intestinonecréticas;_séq relevantes na
patogénese de varias infecgfes ndo gastrointestinals por !
B.cereus (TURNB&LL et alii, 1979; TURNBULL & KRAMER, 1983;
FUMAROLA, 1984; GILBERT & KRAMER, 1984). Como um metabdlito,

a enterotoexina diarréica, é distinta da fosfolipase C e das
duas hemolisinas de B.cereus, e constitul um dos dois fato-
res letais para camundongos, produzidos pelo organismo (é Ol
tro fator uma hemolisins tiol-ativada, a cereclisinal, Alinsm
tablilidade da enterotoxing, sua'sensibilidade a enzimas pro-
teoliticas, a parcial perda da toxigenicidade nas linhagens
repetidamente sub-cultivadas, & os prdblemas\encontrados ﬁa t
sua separagao dos outros metabélitos de B.dercus, té&m cantribui
do no pouco prégresso da sua purificacBo(GILBERT & KRAMER, 1%84).

SPIRA & GOEPFERT (1975%) determinaram que a enterotoxina ,
uma verdadeira exotoxina, é instéavel sob uma grande variedade
de condig8es, a forga 1dnica é especlalmente critica; € mais
estével numa faixa de pH de 5,0-10,0, mas perde alividade rapl
damente Tora desta faixa.

PURNBULL (1976) comeﬁta que & atividade da toxina diarréi

ca pode envolver a estimulacfo do sistema adenilato-ciclase-cAMP,
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KRAMER et alii (1878) identificaram a enterctoxina como
uma proteinag, antlgénica, de pl 4,92, e peso molecular de 50,000
daltohﬂ; a molécula é termo-lébil, semsiﬁel a pHs extremos, e
suscetpivel & digestBo por pronase & tripsina.

Segundo GILBERT et alii (1981), a toxina diarréica também
& chamada de fator de acumulagdo de fluldo, Tator de permeabi-
lidade vascular, toxina dermonecrdtica, toxina intestinonecré-—
tica e fator letal para camundongos 1.

SHARMA & DOGRA (1983) determinaram gue a atividade méaxima
da enterotoxina se da no final da fase exponencial de cresci-
mento, sendo que o filtradoe de cultura da fase estacionaria
nfle revela presenga de enterctoxina. O pH &timo para produgfo
da enterctoxina & entre 8,0-8,5. Sugsriram que o crescimento

do B.gcersus ndo tem correlagdo com a produgfo da toxina., All-

mentos nos guals nido hé produgldo de enterotoxina, podem ser
degprovidos de algum fator especifico de crescimento, desconhg
cido, ¢ gual & essencial para iniciar a sintese da mesma.
GILBERT & KRAMER (1984) comentam gque, durante os estégios
iniciais de crescimento hd uma queda caracterpistica no pH, co-
mo decorréncia da glicdlise, alcangande um valor minimo coinci-
dentemente com o pilco dé'atividade da enterotoxinse, aop redor de
5 h, Com o consumo da glicose disponivel, a deaminagﬁo causa um
progressivo aumentoe do pH do melo, enquanto que a ati?idade da
entercotoxina decresce rapidamente, possivelmente como resulta-
do da degradagdo proteclitica; coincldentemente, com o surgi-
mento da enterotoxina, as atividades hemecliticas e fosfolipi -
dicas tamhém podem ser detectadas. Os autores determinaram as
condicBes dtimas de crescimento e da produgéce da enteroctoxina,
a saber: {a) uso do caldo-BHI + 0,1% glicose (BHIG), (b) 0,5%
v/v de indculc crescide e ativo, (c) cultura agitada a 200 rpm
em porgides de 10 ml de BHIG em frascos de 250 ml por 6 h a 36°C.
GILBERT & KRAMER (1986) resumiram as propriedades das to-
xinas diarréica e eméiica cohforme a tébe a mostrada a seguir.
Segundo GORINA et alii {1975), a técenica de hemaglutina-
gAo-agregada, fornece resuitada; reproduziveis e ndo reguer
muito tempo para a reagio; eritrdeitos sensibilizados persis-

tem por um mBs sem perda de atividade; e, portanto, esta reagio
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& conveniente para detecgHo pratica da enterotoxina de B.cereus
nos alimentos e meio de cultura, numa guantidade de 4 ng/mi,

PARKER & GOEPFERT (1978) estudaram o aumento da sintese
da enterotoxina de B.cereus usando a téenica de cultura enm
saco de celofane., _ _

' BEECHEBI& MACMILLAN (1987) sugerem o uso de anticorpos !
~monoclonais, em método de "imunoblot" para detecglo de toxina
diarréica de B.cereus.

Finalmente, a toxina de Ezepchuk e Fluer, citada por
GILBERT et alii (1981) e TURNBULL et alii (1979), uma proteina
antigénica, termolébil, inativada & 60%2C por 20 min, de peso
molecular de 57.000 daltons, letal para coelhos e camundongos,
e causadora de vémitos em gatos quando injetada intravenosameg

te, estd possivelmente relacionada com a toxina diarréica.

4,3, foufcelipase C

NYGREN (1962) concluiu gue a fosforilcolina, um produto
final da hidrélise de lecitina pela fosfolipase €, € provavel-
mente um fator tdéxico nos incidentes de intoxicacio alimentar

causados por Cl.perfringens e B.cereus.

JOHNSON & BONVENTRE (1867) comentaram que a alfa-toxina

de Cl.perfringens & caracterizada como sendo letal, hémolitica

e fosfolitica, todas as trés atividades sendo expressadas por
uma Gnica proteina. Por ocutro lado, os filtrados de eculturas
de B.cereus, demonstraram atividades blolbgicas idénticas ague
las da alfa-toxina, porém cada atividade é produzida por uma
proteina distinta. |

Estudos sobre a fosforilase C de B.cersus, mostram ser
uma proteina cbm peso molecular de 20,000 daltons, e um ponto
iscelétrico de 8,0-8,1 (GUEPFERT et alii, 1872).

Segundo GILBERT et alii (1981), é também chamada de leci-
tinase ¢ fator de turvagio em gema-de-ovo, e s2 trata de uma
metaloenzima, citotdxica, reqguerente.de dois ifons de Zn2+ '
(LiTTLE & OTHASS, 197%). ﬁ relativamente estévsl, resistente a

tripsina, e com peso molecular de 23-249,000 daltons, e ponto

isoelétrico de 6,5-8,1; ndo é hemolitica nem letal, & nem der-




Propriedades comparativas das toxinas diarreica e emetica de Bacillus &ereus

{GILBERT & KRAMER, 1986)

Propriedade

Toxina diarreicsa

Toxina emetica

natureza

peso molscular
(daltons)

ponto iscelétrico(pl)

establlidade:
temperatura
proteinases

produgac:
fase do crescimento

temperatura otima

em meio de laboratorio e
em ailimentos

atividades biclogicas:
reacac em macacos

alga ileal de coelho
rermeablilidade capilar
em coelho

.
proteina

50.000 {G-100)
38~46,000(SD3~PAGE)

4,9-5,3

destruida a 55°C por 20 min.
sensivel a pronase e tripsina

final da Tase exponencial

32¢-372C
nutrientes complaxos
gcasionalmente pre-formada

diarreial(0,5~3,5 horas)
positivo (150 ug)

Caumento(0,05 pg)

necrose (pele/mucosa intestinal) positiva

letalidade para camundongos €
culturasde células : HFS,
MRC~5 e CHO

antigenicidade

deteccio

positiva(l2 g via intravenosa)

citotdxicall,1-0,5 ug)

poslitiva(cempongntes-miltiplos)

varios imunoensaios

"pepticeo (7)

menor gque
10.000 (porosidade)

— it

estavel a 126¢7C por 20min.
resistente a pepsina o
tripsins

estacionaria (associado
a esporulagac ?)

258-302¢
sobrenadante de cultura com
pre-formada arroz

vomito{i-5 horas).
negativo
negativo

negativa
nao determinado
nic determinade

negativa

soménte reagBo em primatas
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monecrética em coelhos.

GERASIMENE et alii {1983) estudaram as fosfolipases de
B.cereus, e, concordando com SLEIN & LOGAN {1965), concluiram
que se trata de trés fosfolipases que diferem na especificida-
de ac substrato: a fosfatidilcelina-especifica, a esfingomiell

na~especifica e a fosfatidilincsitol-especifica,

4.4, hemolisinas

IVERS & POTTER (1977) comentam que a hemolisina e fosfo-
lipase de B.cereus ndo estio énvolvidas em respostas patolégi-
cas paras a méioria das espécies animais, mas gue possivelmente
desempenham um papel de fatores virulentos auxiliares.-

COOLBAUGH & WILLIAMS (1978) produziram e caractérizaranm
duas hemolisinas de B.cereusj os pesos moleculares de 52,000
daltons para H-I, & 31.000 daltons para H-II. As duas hemoll-
sinas sdo precipitadas difereﬁtemente pelo sulfato de amBnio,
¢ ambas exibem o efelto Arrhenius guando agquecidas. Ambas as
hemolisinas atacanm rapidamente eritrdcitos; contude, a lise pe
la H~I & imediata, enquante a lise pela H-IT, se di depols ds
uma adaptacio. Hemdlise pelé H-T1 e H-IT aumenta com o aumanto
da temperatura, nko atuando a 02C; somente H-I é inibida pelo
colesterol. As hemolisinas de B.cereus parecerasn similares as

hemolisinas de B.thuringiensis; ests Gltimo também produz duas

hemolisinas, a thuringioclisina de peso molecular de 47,000 dal
tons, € a hemolisina secunddria , com peso molecular de 292.000
daltons. 0s autores concluiram ainda, que H~I provavelmente &
idéntica & cereoclisina; e comentam que, a‘fungﬁo das hemolisi-
nas de B.cereus permanece descénhécida, como de todas as'toxim
nas liticas, no processe de vida das bactérias que as produzem.
A ubigquidade das hemolisinas nas populégﬁes microbilanas & 0 me-~
tabolismo envolvido na sua produgdo, indicam que devem fTer uma
fun¢do importante.

A hemolisina I (HmIE;'também chamada de cereclisina, & uma
toxina citolitica de atividade-ticl, relacionada com a estrepto
lisina 0 ¢ & toxina clostridial 0. £ uma proteina antigénica !
termolébil, de peso molecular 49-59.000 daltons, ponto izsoelé -

trico 6,3-6,7, inativada pelo colesterol, com atividade sobre a
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permeabilidade vascular., A dése letal para camundongos por !
via intravenosa é de aproximadamente 5,000 unidades de hemoli-
sina correspondentes a 142 ug'de proteina toxica; ¢s camundon-
gos parecem morrer por dificuldade respiratdria, e sua respos-
ta A cereclisina, se parece com a que ocarre emn camundongos !
injetados com estreptolisina O (BERNHEIMER & GRUSHOFF, 1967
GILBERT et alii, 1981; DAVEY & TAUBER, 1987).

A hemolisina ITI (H-II), Lamben chamada de hemolisina secun
daria, é uma proteina antigénica termoldbil, de peso molecular
de 29-34.000 daltons, ponto iscelétrico 4,92, suscetivel & pro
nase, pepsina e tripsina, In Qitro, a atividade ndo é afetade
por tidis, colesterol e antimestréptolisina 05 in vivo; a toxi

cidade alnda ndoc foi estabelecida (GILBERT et alii, ;981).

5., Avaliagfc da toxicidade de cepas de B.cersus

Muitas tentativas tém sido feitas para identificar os me-
canismos das sindromes diarréica e emética, causadas por toxi-
nas prodﬁzidas por B.cereus, mas os dados ndo té€m sido defini-
tivos no isolamentso das toxinas ou na identificacio com anti-
corpos especificeos. O maior problema com o8 estudos de purifi-
caglo, é a falta de uma metologla adeguada para substéncias
toéxicas; a capacidade para detectar estas toxihas nes alimen-—
“tos inériminados, feres e Vﬁmﬁtcs dos individucs afetados, po-
deria ser um importante critérioc na diagnose laboratorial dos
surtos; mas, desafortunadaﬁente, estas téenicam nio estio dis-
poniveis no presente (BERGDOLL, 1981; SHINAGAWA, 1987).

Até o momento, um grande nﬁmero de modelos experimentals,
para detectar as toxinas diarréica e emética de B.cereug, com
base nas suas propriedades e atividades bioiégiéas, tém.sido
usados, e incluem: métodé de alimenta@ﬁo_de_macacos rhesus, !
testé.na pele de cobalas, reagio de perméabilidade vascular
em coelhos, e método da alga ileal lipgada de coelho e rato, bem
come atividade citotdxica, tendo sgido sugeridos ¢ adotados con
forme revisBo a seguir.

MOLNAR (1962) usou como testes de toxicidade de filtrados
de cultura de B.cereus, a inoculagéo intradérmica em cobalas,

detectando-se a reagdo inflamatéria ou formagho de edema enm

N
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24 h, e a injegdo intravenosa ou intraperitonial em camundon-
gop, detectando-se o efeito letal.

BURDON et alii (196?) avaliaram a toxicidade de filtrados

de cultura de B.cereus, usando a inje¢do intraperitonial em

camundongoes Jjovens, e produgdo de edema ¢ fatores necrozantes
pela injegHo intradérmica em cobalas, Determinaram a presenga
de numerosas trombo-fibrilas nas artérias e capilares pulmona-
res dos camundongos mortos por inje¢do intravenocsa de filtra-
dos de cultura de B.cereus; e as mudangas patoldgicas consis~
tiram, principalmente, em nacrose coagulativa {leve edema e
inflama¢fo no misculo da parede abdominal anterior) nas areas
inoculadas. Nenhuma destas mudangés morfolbgicas foram vistas
em camundongos, que morreram de infecgdo-antrax {LAMANNA &
JONES, 1863; BONVENTRE & ECKERT, 1963),

STAMATIN & ANGHELEBCO {1869) demonstraram gue toxinas de
B.cereus produzidss em melo aerado, sfic patogénicas {(letals)
para camundongos, tanto pela via intravenoéa como pela respira
téria; pela vie respiratdria, a agéo téxica.se torna cinco ve-
zeé mals severa gue pela intravenosa. Animais écamundongos, re
tos & hamsters) inoculados por via intranasal com toxina, mos-
traram dispnélia ¢ as vezes hemorragia nasal, € o exame péswmag
te, mositrou edemas, a4s vezes hemorrdgicos, dos pulmdes ¢ véarias
les8es no figado e nas células epiteliails dos rins. Conclulram,
que a toxina de @.cefaus inoculada pela via respiratéria, re-
vela ser mais "forte" do que gualquer cutra toxina bacteriana
conheclda. _

SPIRA & GOEPFERT (1972) pesquissram a utilidade do teste
da alga ileal ligada de coelho, como um modelp experimental de
investigacio de intoxicagfio alimentar por B.gcereus, adaptando

o teste j& usado para o estude da enteropatogenlicidade de !

E.coli, Salmonela sp., Shiguela sp., Pgeudomona aeruginosa,

Cl.perfringens, Vibrio parahaemolyticus e E.alcaligens. Encon-

traram que 19 das 22 linhagens testadas forneciam resposta po-
sitiva, isto é, causavam actmulo de fluido no intestino; porém
esta resposta n8o diferencia as linhagens de B.cereus isoladas

de surtos de intoxicacgio alimentar daquelas de outras fontes.
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GLATZ & GOEPFERT (1873) desenvolveram um método usando a
reag8o dérmica em cobalas, como medida de fator que induz aci-~
'mulo‘de fluido na al¢ga ileal ligeada de éoelho; ua Ireagac ne -
crética ou uma reacgldo esverdeada, desenvolvia-se em 8 h apds a
inoculagdo intradérmica, e persistia por 7 dias (observagao ex
terna). A atividade no teste dérmico é demonstrada apbs 3 h da
inoculaglo intradérmica dos filtrados de cultura, sumentando
até um méximo em 5 a 6 h, permanecendo constante por 12 h apds
a inoculag¢fo. Esta é uma reagfo nido especifica, em que pelo !
menos duas espécies antigénicas distintas estfo envolvidas.

GLATZ et alili (1974} encontraram gque o fator gque provoca
aumento de permeabliidade vascular em coelhos e cobalas, e pro
duz actmulo de liquido ma alga ileal ligada de coelho, nfc tem
relacdo com a fgsfalipase C, nem com as hemolisinag. Este fator
& sintetisado quando a cultura é submetida a vigorosa aeragfo
na fase logaritmica de crescimento. Pode ser precipitado com
sulfato de ambnic, e inativado por aguecimsnto a 56°¢C; nio é‘
dialiséyel e tem caracteristicas antigénicas. A atividade des-
té'toxina, que por um lado aumenta a permeabilidade vascular e
por outro o acimulo de liquido na alga ileal de coelhos, pdde
facilmente ser quantificada por ambos os mdétodos bioldgicos,
porém, a malor simplicidade, conflabilidade, € econgmia do tes
te de permeabilidade.vascular, o faz o método de eleicgHio para
a seleg8o de culturas toxipgénicas ou para ¢ controle do proces—
so de purificac¢fo da toxina.

SPIRA & GOEPFERT {(1975). descreveram gue a enterctoxina
diarréica de B.cereus, produz acimulo de fluido na élga ileal
tigada de coelhos jovens {(1-1,% Kg), altera a perﬁeabilidade
vaseular na pele de coelhos € & letal pera camwmdongos, quando
injetada por via intravenosa.

Para estudar as enterotoxinas de B.cereus, TURNBULL (1876)
usou o ensaioc bioldgico com macacos, onde a toxina é administra
da por via oral, & ¢ actmuale de liquido na alga ileal ligada de
coelho, que se deve aoc estimulo do sistema adenilato-ciclase-
cAMP pela toxina a nivel das cé}ulas epiteliais do intestino,
Este_autor encontrou gue os efeitos citopatolégicos, em cultu-—

ras de tecido, ensaios com camundongos desmamados, e produgio
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de glicerol por células 1ipo§rcdutaras, ndo sdo de valor na
deteccdo de gualquer enterotoxina.

MELLING et &alid (19?6).8 MELLING & CAPEL {1978), demons-
traram que linhagens diarréicas nio causam v8mitos em macacos
rhesus, mas causam actmulo de fluido na alga ileal de coelho.

a toxine emética tem comportamento inverso.

TURNBULL et alii (1877} confirmaram o efeito necrdtico na
mucosa e submucosa intestinal, pela aglo da enterotoxina diar-
réica de B.gcereus.

TORRES~ANJEL et alii (19789) empregaram a inoculagfio intra
venosa ¢ intraperitonial em camundongos, alga ileal ligada de
coelhos, inoculagdo cutBnea em coelhos , & ¢ medelo de coelhos
lactentes, para demonstrar amtoxicidade de cepas de B.cereus.

TURNBULL & KRAMER (1983) usaram o ensaio dérmico em s
coelhos, e métodos para determinar & atividade de hemolisinas
e fosfolipase, para comprovar 2 atividade toxigénica das cepas
iscoladaes de infecgles nio gastrointestinéis‘ Os resultados su-
gerem que existe uma correlagdo significativa entre a virulén-
ciﬁ dos isolados e sua toxigenicidade no teste de pele. Isto
foi étribuido & hebilidade das cepas de B.cersus de sintetiza-
rem, em variocs graus, uma enterotoxina necrdtica, possivelmen-
te em conjuntc com a hemolisina priméria, a cereolisina.

THOMPSON et alii (1985) usaram ¢ teste de aumento de per
‘meabilidade vascular, letalidade péra canundongos ¢ atividade
citotéxica, para estudar a enterotoxina produzida por g.thurinw
giensis em comparacio com a enterotoxina de B.cereus.

TING& BANWART (1985) estudaram o desempenho do ensaio da
alga intestinal ligada de rato, na detecgdo da toxina diarréi-
ca de B.cereus e conclulram gue este sistema poderia ser usado
para tal proposta, mas nfo & tdo sensivel como o ensaio da alga
ileal ligada de coelho. Devido a que, o intestine do rato & me-
nor gque o do coelho, uma parte do Intestino delgadérfoi usado
ne experimento, ao invés-@e somente o ileo. 03 autores, enume-—
raram ag seguintes vantagens do uso de ratos ao invés de coe-
lhos: (1) s8c menos caros, (2) mals fécels de manter e manejar,

{3) h& menos restricBes guanto ao peso ¢ idade dos animais,
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SHINAGAWA et alil (19851 usaram como ensaios bioldégicos,
para avaliac¢fBo da toxicidade de cepas de B.cereus, o ensalo da
atividade da permeabilidéde véscular em coelhos (1,5-2,0 XgJ,
injec¢dc intravenosa em camundongos e ensalo da alga ileal liga
da de coelho e camundongo. Pelos resultado& obridos, correla -
cionaram as linhagens diarréicas com o ac@mulo de liguido na !
alga ileal de coelhos e camundongos, alteracdoe da permeabilida
de vascular de coelhos com hemorragia e edema, letalidade para
canmundongos como ensalos bioldgicos, & hidrdlise de amido como
ensaio bioguimico. Por outro lado, as linhagens eméticas nio
provocan actmulo de liguide, nem alteracgfio da permeabilidade !
vascular e ndo hidrolisam o amido; porém, sio letals para camun
dongos. Estes autores sugerem gue algumas linhagens anelvidas
em surtos do tipo-emético, preduzem‘também toxina diarréica,
corroborando com os dados de RABINOVITCH et aliil {1985},

Concluindo, o ensalo da alg¢ga lleal lipada de coelho, pare
ce ser o método mais utilizado, porém os resultados podem ser
variéveis devido a idade do coelho (somente coelhos jovens pe-
saﬁdo menos de 1,2 Kg, 480 uma resposta positiva consistente).

CTambém a resposta & variavel para diferentes aninais e portan-
to pr@cisam ser usados em grande numerco. Dificuldades adicio-
nals a este ensalo sd8o por um lado, o custe relativemente ele-
vado destes animais, e por oudtre, a limitagdo da idade & peso
dos mesmos intrinsecoé'a este- enzsaic (SPIRA & GOEPFERT, 1872;
BERGDOLL, 1981; TING & BANWART, 1985).

0 ensaio de permeabilidade vascular em pele de coelho, ‘
muito usado pelos pesquisadores, nioc é especifice j& que mais
de um agente € responsavel pela reagido positiya, De gualqguer
modo este ensalo pode ser Util na sequBncia de purificagfo do
agente téxico, porém como nfo é especifico, outfos testes pre-

isam ser usados conjuntamente {BERGDOLL,1981; TING & BANWART,
5).
Segundo KRAMER et alii (1982), testes in vive, como teste

c
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de aumento de permeabilidade vascular em pelepde coelho, o tes
te da alga ileal ligada de coelho, e ¢ teste de alimentagio de

macaces rhesus, sdo ainda procedimentos multo experimentals;

sua aplicagdo fjon pestrita aos isolados de interesse particu-
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lar e para monitorar o progressc na purificagdo da toxina, !
Usando esse tipo de ensaio, o critéric para a contirmacio de

um episddio de intoxicag&o por B.cereus, ndo leva em conslidera
¢H0 a presenga da(s) toxina(s) produzidas pelo microrganismo no
alimento incriminade; engquanto qué, métedos soroldgicos in witro
meis adequados para a detecgio da entefotoxina diarréica egtio !
sendo desenvelvidos,

Estudos em macacos tém sido feitos na tentativa de iden-
tificar fragles que contenham a toxina diarréica, mas este mé
todo é limitado, porque os custos sfo elevados (BERGDOLL, 1981;
CAPEL & MELLING, 1978; TING & BANWART, 1L985).

0 Gnico ensaic disponivel para a toxina emética, & aguele
gque emprega a alimentacdo de macacos rhesus com nutrientes con
taminados, é usado para confirmar a patogenicidade da linhagem
emética e também para acompanhar a purificacfio da toxina., .0
tegte é incdmodo e caro, por causa da interferéncia dos reagen
tes empregados na purificagio dé toxina e pela perda dos maca-

cos (BERGDOLL, 1981; SHINAGAWA, 1887).
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~MATERIAL E METODOS

1. Material

1.1. Procedénelia de substidncias e reagentes

Foram utilizadas substfincias dos seguintes laboratdiros:
Sigma Chemicathompany, E.Merck Ag.Darmstad, Carlo Erba do .
Brasil 8.A., Eguipamentos cientificos do Brasil S.A. (Ecibra),
Bicguimica do Brasil S8.A.{Biobras), Difco Laboratcries, Vetec
Quimica.e representag@es Ltda, conforme relaciconadas abaixo.

Maltose: Difco |

Arabinose: Difco

Salicina: Difco

Glicoge: Ecibra

'Lacﬁose: Ecibra

Amido soluvel: Difco

Caseina isocelétrica: Difco

Gelatina: Difco

Tirogina: Sigma

Peptona: Biobras

Triptona: Bipbras

Extrato de leveduré: Biobras

Extrato de carne: Biobras

Agar: Difco

Leite desnatado: Companhia Nestlé

Cloreto de sddio: Vetec

D-manitol: Merck

Polimixins B: Pfizer

_Alpha—naftol: Merck

Vermelho de fenol: Difco

Azul de Fvans: Merck {art.3188)}

Purpura de bromocresol: George T. Gurr

Reagente para fenol Folin-Ciocalteau: Keel Ind.Quimica 35.A.

Albumina de ovo: Heriog




-

1.2, Meios de cultura

-

"oram utilizados os meios de cultura .preparados no !

L i

minime 24 h antes das inoculagles, a saber:

- ﬁgarumanitol, gema~de-ove, vermelho de fenol, polimixi
na (do inglés, MYP-agar), formulado de acordo com !
LANCETTE & HARMON {(1980).

- Agar-Extrato de Solo (AES), formulado de acordo com !
GORDON et alii (1973). |

-~ Extrato de'Solo, preparado de acordeo com GORDON . ed
alii (1973). | |

~ Agar-sangue, forﬁuiado de acordo com HARMON (1882).

- Caldo Voges-Proskauer (VP) modificado, farmulado de a-
cordo com LANCETTE & HARMON (1980) e SNEATH (1988).

- Caldo Nitrato, formulado de acorde com LANCETTE & . !
HARMON (1980), GORDON et alii (1973) e HARMON (1984).

-~ Meioc Glicose O/F modificado, baseado na formulagac de
SMIBERT & KRIEG (1981).

- Rgar-base vermelho de fenol modificado, baseado na for-
mulagao de MAC FADDIN {1980) & CHUNG & SUN (1988).

- Meio de agticar e sais de aménio modificado, baseado na
formulag8o de KRAMER et alil {1982), GORDON et alii
{1873) e SNEATH (1986)}. _

~ Meic RVC-liquido, formulado de acordo com RABINOVITCH
& VASCONCELLOS {1987). |

- ﬁgar~8abouraud e Caldqwsébouraud, formulados de acordo
com GORDON et alii (1973) e SNEATH (1986). _

- Meio de Litmus-milk {Difco), récomendado por GORDON et
alii (19?3} e SCHIEMANN (1978).

~ Meio de Citrato de Simmon (Difco}, recomendado por '
KRAMER et alii (1982) e SMIBERT & KRIEG (1981).

-~ Meio de Christensen (Difco), recomendado por SHINAGAWA
et alii (1985).

- hgar-Amido, formulade de acordo com SHINAGAWA et alii(1985).

- Agar-Gelatina,formulado de acordo com SMIBERT & KRIEG(1981).

~ Agar-Leite, formulado de acordc com GORDON et alii (1873) e

SNEATH (1986},
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- Agar-Tirosina 0,5%, farmuiado de acordo com HARMON{1984;.

- Caldo Nutriente {(Difco).

- Caldo Comun, com formulag#o em g/l: peptona-10,0; clo-
reto de SédiO*S,O; extrato de carne-4,0; 4gua destila-
da-1 1; pH 7,4 + 0,2,

- Agar-Comum, mesma formulag8o do Caldo Comum mais a ’
adig8o de 1,5% de &gar. | ‘

- Caldo Nutriente, com formulagfo em g/l peptonai5;b; !
extrato de.carne—i,o; extrato de levedura-2,0; élareto
de sbédio-5,0; Agua destilada-1 1; pH 7,0 + 0,2.

- Agar«Nutrieﬁte, mesma formulagfc do Caldo Nutriente !
mais a adigdo de 1;5% de &Agar.

- Meio indutor de amilases, formulado de acordo com t
TAKASAKI (1976).

- Meio indutor de proteases neutra e alcalina, formulsade
de acordo com OISHI et alii (1963).

- InfusBo de Cérebro e Coragfo {(do ingl€s, BHI-broth) 1
(ﬁerck), suplementado com 0,1% (p/v) de glicose (BHIG),
recoméndado por TURNBULL (1876), KXRAMER et alii {1982)
e GILBERT & KRAMER (1984).

1.3. Amostras de alimentos

As amostras utilizadas neste trabalho foram de aliméntos
industrializados e refeic¢des, incluindo, carnes, aves, peixes,
leite pasteurizado, leite enm pé; gqueijos, sopas de cereais, fa
rinha de mandioca, extrudados ('snacks"), sorvetes, doces com
creme ¢ geléias, boles, chocolates, condimentos misturaﬁ em
pd para pudins e'pratos prontes, totalizando 280 amostras de
alimentos analiiados, no periode de abril a dezembro de 1987,

Os élimentos envolvidos em casos de intoxicagdo alimentar

sHo respectivamente: bomba-~creme {amostra n® 90) e bolo-aniver -

sidrio {amostra n? 280).

1.4, Microrganismosg

1

Foram usadas como culturas-referéneia as cepas: B.anthracis

TAL-116 (Instituto Adolfo Lutz~SP) como controle negative de he~
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mblise em Agar-sangue; g,thufingiensis var.sotto LFB-FIQCRUZ

471 - {Instituto Oswaldo Cruz, Fundacfo Oswaldo Cruz-RJ) conmo
contreole positivo de farmagéofde crigstais de toxina para-espo-
rals, ¢ B.mycoides(isolada de uma amostra de carne molida)} como
controle positive de crescimento.rizéide.

Fol usada como cultura-padrio da espécie a cepa de .
B.cereus ATCC 14579-8, obtida na Segfio de Colecgdo de Culturas
do Instituto Adolfo Lutz (IAL)-SP, com caracteristicas bicgui~
nmicas descritas por SNEATH (1988).

As demais cepas de B.cereus foram iscladas das amostras
de alimentos e caractefizadas bioquimicamente, sendo esceolhi -
das 49 cepas para as andlises sorolégicas, das quais 16 cepas
foram caracterizadas.

As culturas-estogue foram_mantidas emn Agaerxtrato de !
Solo conforme procedimento do Instituto Oswaldo Cruz{(I0C)-. RJ,

técnica preconizada por GORDON et alii (1973).

1.5, Equipamentos especiails

- MicroscoOpio 6ptico -~ CARL-ZEISS
—objetiva PLAN 100/1,25% Slec{160/-)
~ooular- C8x {(canh@io 1,25x)
- Microscépio binoccular-modelo AMPLIVAL da CARL-ZEISS-~JENA
| ~objetiva- APOCHROMAT-HI,100/1,32
ncoﬁdensadorw AFPE 1.4
-occular PK 12,5x e ocular PK 12,5 com
eécala micrométrica 10/100 partes.
~ Balanga Analitica -E.METTLER -Zurich
~tipo H~5- capac.160g (1div-10 mg)
- Agitador reciproco ~Etica (spP) | '
- Centrifuga refrigefadaw SORVALL;‘Ivan Sorvall,Inc.
| - modelo RC-2 |
-~ Centrifuga ~ Excelsa 2 - FANEN Ltda., modelo 205N,
- EspectrofotametrosIPERKIN-ELMER— Coleman 285 e 139._
-~ Membranas filtrantes -{0,2 um ¢ 0,45 pm) Millipore.
- Microscdpio Eletrﬁnico ~ marce PHILIPS

- modelo 4007
- operande a 80 KV
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1.6. Animais de laboratdric

Foram utilizados camundongos machos albinos, da raga !
Yeswigs”, de cerca de 30 dias, pesando 20-22 g, e cuelho albino
adulto (f&mea), pesando 3,4 Kg, obtidos da Sec¢So de Biotérios

do Instituto Adeolfo Lutz (JAL)- SHo Paulo.

2. Métodos

2.1. Isolamento

As cepas de B.cereus foram isoladas a partir de uma dilul
gao 1:10 do alimento em agua pepténada a,1% (1o“l'a 10&6 quan-
do alimento envolvido em int@xica@éo). Uma aliguota de 0,1 ml
fol espalhada em placa de MYP-agar é incubada a 30°%C por 20-24h
(SCHIEMANN, 1978&; LANCETTE & HARMON, 18980; WYATT & GUY, 1981,
HARMON, 1982; PETERZ et alii,'1985).

Seguindo a incubagBo, as placas foram examinadas em busca
das colbnias tipicas, as guals, guande existentes, sfo circun-
daaas por uma zona de precipitagéo opaca enm virtude da ativida
de da lecitinase. As col8nias sfo rdéseas devido & reagdo alca-
lina e a ndo fermentagio do manitol.

Considerou-se para contagem as placas contendo de 5-50 co
16nias tipicas. As coldnias presuntivas de B.cereus, um minimo
‘de cinceo, foram tranéféridas para tubos com Agar comum inclina
do e incubadas a 30¢C por 20-24 h, A fim de se comprovar a'pu—
reza dos isolados, preparouwse esfregagos que foram corados pg
lo métedo de Gram; guando necessario, eram purificados por es-
gotamento em placas de agar nutriente, € dai novamente para o
MYPuégar‘

Durante os testes de caracterizagéo morfoldgica e biogui-
mica e deméis testes, as culturas foram repicadas e mantidos

em tubos com Agar comum inclinado.

2.2. Caracterizacio do microrganismo

2.2.1. caracterizagio morfoldgica

~dimenaionamento de células vegetativas— observa

¢do por microscopia Optica de montagem Umida da cultura "jovem®,

isto €, cultura de 16-18 h de incubagBo g 352C em 4gar comun.
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Foram tomadas nmedidas de dez células vegetativas, incluindo
tanto comprimento como largura, usando-se a Taixa de variagdo
de cada dimensido.

-observagdo de esporg e cristal para-esporal-

ocbservagdo por microscopia dptica de meontagen Umida das cultu-
ras presuntivas de B.cereus, cultivadas em Agaerxtrato de  f
Solo (GORDON et alii, 1973) a 3592C por 20-24 h, Verificagﬁo do

tipo de esporo (elipsoidal/cilindrico), da posigdo do espbro

(central/paracentral) e do nBo entumescimento do esporéingio;
bem como, verifica¢do da aus&nela de cristal para-esporal, ca-
racterizande o isclado como de morfolegia compativel com a de

B.cereus.

~teste de motilidade~ consistiu na observagéo

por microscopia éptica de montagem Umida, entre l&mina e lami-

nula, de cultura com 16 h de incubag8o a 352C em caldo comum,

2,2.2. caracterizacio bioquimica

~tegste para atividade hemolitica~ feito de acor-

dofoom HARMON (1982;1984),_placas de Agar-sangue de carneiro
foram divididas em cinco partes iguais. Cada parte foi inocula
da por estria (tocando-se gentilmente a superficie do.égar con
alca de 2mm) com cultufa de 24 h em agar comum, As placas Toram
entdoc incubadas a 35¢C por 20-24 h, sendo verificada a exixtén
cia de atividade hemolitica, indicada por uma zona de hemdlise
completa de 2-4mm (beta-hemdlise) ao redor do crescimento,

~-teste de Voges-Proskauer~feite de acordo com !

GURDON et alii (1873}, LANCETTE & HARMON (1980) e HARMON (1984).
Tubos com meio VP modificado foram inoculados com cultura de !
24 h em Agar comum, e incubados a 352C por 48 h. A presencga de
‘acetilmetilcarbinol (acetoina) foi determinada pela adicBo de
0,2 ml de hidréxido de potéassio a 40% e 0,8 ml de soluglo alcoé
lica de alpha-naftol a 1 ml de cultura. Reagdo positiva=cor Qeg
melha em 30-60 min a temperatura ambiente.

-pH no caldo Voges-Proskauer (VP)-feito de acor

do com GORDON et alii (1973} e SNEATH (1988), as culturas foran
incubadas no caldo VP modificado & 35°C por 7 dias, e sem adicio

nar os reagentes de VP, media-se o pH do meio com fita indica -

dora de pH.
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-reducdo de nitrato- feito de acords com !

GORDON et alii (1973), LANCETTE & HARMON {(1980) & HARMON (1984).
Tubos com caldo nitrato forem inoculados bom cultura de 24 n em
dgar comum e incubados a 35fC por 48 h. A presenca de nitrito

fol determinada pela adicgZoc dos reagentes SMIBERYT & KRIEG {19817,

~metabolismo oxidativo/fermentativo de glicose-

feito de acordo com SMIBERT & KRIEG (1981). Tubos com meic semi-
sélide de carboidrato {glicose)} foram inoculados com culturas

de 24 h em agar comum, por picada com agulha reta, e incubados

a 35¢2C por 24-48 h.

~utilizacdo de carboidratos-verificou-se a pro-

dugso de Acido e gas, a pértir‘das seguintes acglcares: glicose,
xiloée, arabinosgse, lactose e salicina. A concentragfo final dos
agGcares fol de 1,0% (p/v), exceto para a salicina, a qual fol
de 0,5% (p/v). A séri%#de acUcares de acorde com CHUNG & SUN !
{1886) & MAC FADbIN (1981), foi inoculad& com culturas cresci-
das por 24 h em Agar comum, € incubadas a 35¢C por 48 h; a -
rie de acglcares de acordo com KRAMER et alii (1982}, fei incu-
.~ bada a Bégc'por_ﬁ dias.

~confirmacio da atividade de lecitinase- feito

de acordo com RABINOViTCH & VASCONCELLOS {(1987), tubos com o
meio RVC~liguido foram incculados com cultura de 24 h em Agar
nutriente, & incubados a 35%C por 20-24 h.

-~crescimento a 4520 e B850~ feito de acordoe com

KRAMER et alii (1982) e GORDON et aldi (1973J, plaéas de &gar

nutriente foram divididas ém_cinco partes. Cads parté fei ino-
culada com estria de 1-2 com (tocand0wsé gentilmente a superfi-
cie do Agar com alga de. 2mm) com cultura de 24 h em Agar comum.
As placas foram-entdce incubadas a 45°%C e 5598 por 24-48 h, !

‘apds o que pesguisava-~-se a existEncia de crescimento.

—~grescimento a 7% de NaCl- feito de acordo com

KRAMER et alii (1982), GORDON et alii (1973) e SNEATH (1986).
Tubos com caldo nutriente a 7% de. NaCl, foram incoculados com
cultura de 24 h em Agar comum, € incubados a 359C por um perig
do de 7 a 14 dias. Durante o periodo de incubagdo Verifiéau-se

se houve crescimento, pela turvagBo ou fermeg#io de pelicula.
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~crescimente em caldo nutriente~feito de acor-
do com GORDON et alii (1973). Tubos de ensaio cdm caldo nutrien
te foram inoculados com cultura de 24 h'ém dgar comum, e incu-
bados a 35%C por um pericdo de até 14 dias.Durante o periodo
de incubagdo verificou-se a existéncia de crescimento.

-crescinento em pH 5,7~ placas de Adgar-Sabouraud

divididas em cinco partes foram inoculadas em estria, e tubos
gom caldo-Sabouraud foram inoculados com cultura de 24 h, & in~
cubados a 35°C por 48 h {GORDON et alii, 1973; SNEATH, 1986).
Apbs o periodo de incubaclo pesguisava-se é existéneia de cres
cimento - no agar, no caldo, ou em ambos.

-reag8o no Litmus-milk- feito de acordo com !

GORDON et alii (1973) e SCHIEMANN (1978), Tubos com o meio de

Litmis-milk ; foram inoculados com culturas de 24 h, e incuba-
dos a 35°C por um periodo de ? a 14 dias. Durante G_periodo de
incubagdo observou-se as reagﬁes de mudancga ocorridas no neio.

—utilizacido de citrato-feito de acordo com KRAMER

et alii (1982) e SMIBERT & KRIEG (1881}, placas conm o meio de
citrato ae Simmon, foram divididas em cinco partes, g inoculadas
em estrias (tocando-~se gentilmente a superficie do 4gar) com
culturas de 24"h,‘incubada5 a.BSQC por 5 dias. Apds o periodp de
incubagdo obser?ou—se existéneia de crescimento..

—atividade de urease-de acordo com SHINAGAWA et

alii (198%5), tubos com o meio de urease de Christensen inclina-
do, foram inoculados com cultura de 24 h, e verificou-se a mo-
dificac@o do meio apbds periocdo de incubaclo de 5 dias a 35°¢C,

~teste de hidrdlise de amido~ Feito de acordo con

SHINAGAWA et alii (1985), placas de &agar-amido, foram divididas

em cinco partes e inoculadas em estrias de 1-2 cm {tocando-se
gentilmente a superficie do dgar) com alga de 2mm com culturas

de 24 h em &gar comum, e incubadas a 35%fC por 24 e 48 h.

Apds a incubacdo, solugio de lugel foi espalhada sobre a super-
ficie da placa. A leitura do teste foi feita de acorde com !
GORDON et alii {1973} e SNEATH {19867, ou seja, pesguisando-se

a akisténcia de zona de transparéncia ao redor & sob o crescimento,.

~hidrdlise de gelatina-felto de acordo com - !

SMIBERT & KRIEG {(1981), placas com dgar—-gelatina foram divididas
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em cinco partes, e inoculadas em estrias com culturas de 24 h,
e incubadas a 35°C por 24 h. Apds incubag¢do, inundou-se as pla
cas com reagente precipitador da gelatina. Considercu-se teste

positive quando zonas transparentes ao redor do crescimento.

~hidrélise de caseina-feite de acordo com o
GORDON et alii (1973) e SNEATH (1986), placas com Agar—-leite
foram divididas en cinco partes e inoculadas em estria com alca
de 2mn (tocandovse gentilmente a superficie.do Gdgar) con cultu
ra de 24 h, e foram incubadas a 35%C por 24 h. Apds a incubacgfo
verificauése o aparecimento de zonas transparentes ao redor do
crescimento.

~hidrélise de tirosina- feito de acordo com ¢

HARMON (1984}, tubos inclinados de Agar-tirosina 0,5% foram ino
culados na superficie com alga de 2mm com cultura de 24 h, e
foram incubsados a 35%C por 5 dias. O aparecimento de zonas trang
parentes abaixo do crescimento era indicativo da dissolug¢fo dos
cristais de tirosina,., Os resultados foram expréssos conformé_a
profundidade da transparéncia, variande de {+7), {(+) e (++), |
Observou-se também o possivel aparecimento de wm plgmento negro

solGvel, conforme GORDON et alii (1973).

2.2.3. caracterizacio soroldgica

-sorotipagem por teste de aglutinacgio répida em

13mina~ as cepas com a biguimica sugestiva de B.cereus foram
confirmadas através de reagles soroldgicas de aglutinagéo. As
cepas foram cultivadas em calde nuiriente por 20 h a 33-35L¢C.

A cada 10 ml de meioc de cultivo 1iquide adicianou—sé 0,1 ml de
formalina; depoils da inativagfo por cerca de i h, foram centri
fugadas a 12000xg por 15 min. Desprezou-se ¢ sobrenadante e reg
Suépendeu—se os precipitadeos com 2 ml de sclugfico salina a 0,85%
estéril, Apds a homogeneizaglo foram flltrados com plpeta Pasteur
com a ponta recoberta por algoddce. Para o teste de aglutinacgio
foram colocados na lé8mina 1 gota do antissoro flagelar mals !
1 gota do antigenc flagelar (cepa tekte de B.cereus preparada
como descrito acima) misturandofse com bastdo capllar.

0s antissorocos {(H} foram produzidos no Laboratdrio de Fisiologia

Bacteriana do Departamento de Bacteriologia do Instituto Oswaldo
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Cruz, da Fundaglo Oswaldo Cruz-Ric de Janeiro, e conforme co-
municag&o pesscal do Dr._Leon_Rabinovitch, foram preparados !
com base na técnica descrita bor GILBERT & PARRY (1977) e !
TAYLOR & GILBERT (1975), com modificacgdes, e foram absorvidos

contra aglutinogenios flagelares de B.thuringiensis das seguin

tes variedades sorelégicas: var.tolworthi, var.sotto, '
var.gakistani e var,.morrigoni, retirando-se entao as aglutini-
nas homélogaS; Foram usados 11 -antissoros diferentes para os'
ensalcos de aglutinagéo, considerando-se aglutinagoes positivas
a formag#c intensa de”grumos"iem até um méximo de dois min de
?eagéo. Unma gota de antigeno Tlagelar sem adig&@o de soro, fol

usada como controle de auto-aglutinagdo.

2.3. Produclo de enzimas

2,3.1. produgidc de amilases

2.3.1.1, condic¢les de crescimento~ foram distri-

buidos 100 ml de meio de produclic conforme TAKASAKI{(1976)
-em frascos Erlenmeyer de 500 ml e esterllizados em aulg
clave & temperatura de 121°%C por 15 min. Os frascos ¢
eram inoculados com 1 ml de pré-indculo do microrganis
mo ne mesmo meio, e incubados em agltador reciproco,con
velocidade regulada para 150 rpm, 3 temperatura de 28°C,
durante 65 h e 90 h, respectivamente.

Apds o periodo.de iﬁdubagéd; o cultive foi submetido a
centrifugacio de 12000xg por 10 min. O sobrenadante foi
analisado quanfo & producdo de beta-amilase {(TAKASAKT,

. 1878), e alfa-amilase (SMITH & ROE, 1949; LINARDI,1985},

2.3.1.2. condic¢fes de ensalo para determinagioc da

atividade alfa-amildsica- a cada 0,5 ml de amido sollvel

a 1% sacrescentava-se 0,1 ml de tampio fosfato O,1M,pH 6,0;
0,3 ml de Agua destilada e 0,1 ml do sobrenadante.

Apds incubagic de 5 min em banho de Aagua é’temperatura de
50¢C, a reaclo era paralisada pela adigdo de 0,5 ml de
HCL 1,0N, Para o.desenvolvimento de cor, adionava-se O,1ml
de solugfio de lugol (0,3% de I em 30% de solugao de KI),

sendo o volume completado para 15 ml. As leituras foram

feitas em espectrofotdmetro a £20nm.
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Usou~se como branco o tampio fosfato 0,1M, pHs,0.
A atividade amilésica fol determinada conforme SMITH &
ROE (1949), MEDDA & CHANDRA (1980) e LINARDI (1985), |
sendo expressa como atividade dextrinizante. |
Usou-ge amido solivel nas concentrag8es de 500; 250
125; e 62,5 pg/ml na construgao da curva padraa.
" Uma unidade dextrinizante (UD) foi definida como a quan
tidade de e¢nzima capaz de hidrolisar 1,0 mg de amido por
min, nas condigles especificas de ensaio.

2,3.1.3, condicles de ensalo para determinagio !

'da_atividade de beta-amilase-conforme TAKASAKI (1878),

a atividade de beta-amilase fol medida numa mistura de
reagdo de 4ml, contendc 2 ml de amido sol&?el 2% em tam
_pﬁo fosfato pH 7,0 e soclugdo de enzima. O tempo de rea-
gac fol de 10 min a 40°C, ¢ a maltose formada fol deter
mihada pelo método de Somogyi-Nelson (SOMOGYI, 1945).
Usou-se como branco égua destilada ao invés de solugdo
de enzima, na misbtura de reagio. '

Usou~se glicose nas concentragles de 500; 250, 125; e
62,5 pg/ml na construgdo da curva padrﬁo.

Unma unidade de beta~amilase foi definida como a quanti
dade de ensima que produz 1 mg de maliose a partir de

amido solGvel, nas condigles especificas do ensaio,

2.3.2. producgdo de pfoteases neutra ¢ alcalina

2.3.2.,1., condigles de crescimento~foram distri-

buidos 100 ml de meio de produgdo conforms OISHI ef !
alii (1863) em frascos Erlenmeyer de 500 ml e esterili
zados em autoclave & temperatura de 121°C por 15 min.
Os frascos eram incoculados com 1 ml de pré-indeculo do
microrganismo no mesmoe meio, & .incubados em agitador
reéiproco, com velocidade regulaﬁa para 15Q rpm, & ten
peratura de 28°¢C, durante 48 h. Apds o perisdo de in-
cubagéio, o volume cultivado foi submetide & centrifuga
cao de 12000xg por 10 min. O sobrenadante foi anallsa
do quanto a produgdo de proteases neutra e alcdlina, se
segundo técnica descrita por ANSON {1937) € modificada
de acordoe com LINARDI (1985). |
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2.3.2.2. condigles de ensaio para determinacic da

atividade proteolitica~ para cada 0,2 ml de caseina pu-

rificada a 0,6% em tampfo fosfato 0,1M, pH 7,0 ou O,1M
‘de tampHo TRIS-HC1, pH 9,0 (atividade determinada como
protease neutra ou alcallna respectivamente) adicionavan
~se 0,4 ml do sobrenadante a ser testado.'Apés 5 min de
incubagéo a 402C em banho de &gua, a reagHo era parali-
sada pela adigfoc de 2,0 ml de &cido triclorvacético a
0,11M, contendo acido acético 0,33M ¢ acetato de sddio
0,22M, A mistura era deixada & températura ambiente por
30 min, e apés era centrifugada a 3000xg por 10 min. 0O
sobrenadante era filtrado em papel de filtro. Para cada
1,0 ml do filtrado acrescentavam-se 2,0 ml de NaOH Q,SN
¢ 0,6 ml de reagente de fenol 1,0N. As lelturas eram fel
tas em espectrofotﬁmetro a 550nm.

Como branco usou-ge 1;0 ml de caseina a 0,6% diluida em
tanmpdo fosfato ou TRIS, aeréscido de 0,2 ml do sobrena-
dante, com adi¢do imediata de 1,0 ml dé dcido tricloréﬁ
ééético a O,llM. Ao filtrado, comeo descritoe acima, acrég
centavam-ge 2,0 ml de NaOH O0,5N e 4,6 ml de reagente de
fenol. ﬁsoﬁmse a tircesina nas concentragles de 0,05: f
0,075; 0,10; 0,15; e 0,20 mg/ml na construgio da curva
padric. Uma unidade proteolitica (UP) foi definida como
a quantidade de enzima que, atuando sobre a caseina, 1i
bera 0,01 mg/ml de tirosina por min, nas condigBes es-~

pecificas do ensalo.

2.4, Avaliacsdo da toxicidade das cepas de B.cereus

2,4.1. incculacBo intraperitonial em camundongos

~produgéo de toxina~ foram distribuidos 100 ml

do melo de infusdc de cérebro e coragfio, suplemesntado
com 0,1% de glicose {(p/v) {do ingl&s, BHIG) conforme !
TURNBULL {1978), em frascos Erlenmeyef de 500 ml e este
rilizados em autoclave & temperatura de 1219C por 15 min.
Os frascos eram inoculados com 1 ml de pré-indculo do !

microrganismo ne Mesmo neio (18 h a 35¢C) (SHARMA & !

DOGRA, 1983), e incubados em agitador reciproce, com ve
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locidade regulada para 150 rpm, & temperatura de 362C,
durante 16-18 h, Apds o pericdo de incubagio, os volu-
mes cultivados foranm submetidos & centrifugacio de !
1200xg por 30 min a 42C, e os sobrenadantes foram man-—
tidos a ~-20°C até serem utilizados nas inoculacgdes.

-inoculacdo intraperitonial~ conforme MOLNAR(1962),

SRIVASTAVA et alil (1981)e RABINOVITCH et alii (1985),°
porgfes de 0,5 ml de sobrenadante foram injetadas em !
grupos de cinco camundongos, por via intraperitonial.

- Foran utilizados grupos de nove camundongos para inje-~
cdo de melo de cultura estéril e seolugdo salina 0,85%,
como controles negativoes.

0 efeito tdxico foi medido pelo nimerc de mortes duran

" te o periodo de 24 h apds a inoculacho, confirmando—se
o resultado até 48 h. |

~dosagem de proﬁeinas—de_aaordo com MOLNAR (19862},

foi determinado ¢ teor de proteinas dos sobrenadantes '/
injetados, usandc o método de LOWRY et alii (1951).
Usou~-se albumina de ovo nas concentragdes de 2,5; 1,0;

0,5; 0,1; e 0,05 mg/ml na construgdo da curva padrio.

2.4.2. teste de Aumento da Permeabillidade Vascular (APV)

2.4.2.1, produglo de toxina- foram distribuidoes

20 ml de meio de infusfo de cérebro e coragdo, suplemen
tado com 0,1% {p/v) de glicose {BHIG), esterilizado &
1232C por 15 min, em. frascos Erlenmeyer de 500 ml.

Os frascos foram incculados. com 1 ml de pré~inbculo do
microrganismo em caldo nutriente {15 h a 35°¢C), ¢ in-
cubados em agitador reéiproco, com veiocidade regulada
para.150 rpm, & temperatura de 369C, durante um periodo
de. 6 h (KRAMER et alii, 1982; GILBERT & KRAMER, 1984).
Conforme KRAMER et alii {(1882), durante o periodo de in
cubagdo, volunes @e'o,z ml de NaQH 0O,1N, foram adicio-
nados a 3,5 h e 4,5 h, eﬁ cada frasco para corrigir o
pH do meio. Apds 6 h de incubacdo, as culturas foram
filtradas através de mambranés Millipore 0,2 um e og !

Tiltrados mantidps a -20%0 até serem utilizados.
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2.4.2.2, incculacfo intradérmica em coelho-volu

mes de 200 pl (0,2 ml) dos filtrados de culturas foram
injetados intradérmicamente no dorso préviamente depi-
lado e quadriculado (3x3 cm)} de um ceoelho albino adulto.
Apbds tr&€s horas da inocculagdo, injetou-se intravencosa-
mente, pela veia marginal da orelha, 4,0 ml de una so-
lugdo 2% {(p/v) de azul de Evans en éélina 5,85%, As zo
nas azuladas no dorso do animal foram medidas em dife~
rentés tempos, ¢ apbs 24 h da inocuiagéc, o animal foil
sacrificado, e as lesBes foram medidas pelo lado do te

cido celular subcutineo.

2.4.2.3. incculacio intradérmica em camundongos-—

volumes de 100 pl (0,1 ml) dos filtrados de culturas fo
ram injetados intradérmicamente no dorse préviamente de
pilado e quadriculado (1,5x1,5 cm) de canundongos. Apds
trés horas da inoculagdo, injetou-se intravenosamente,
0,2 ml de uma soluglo 0,25% (p/v) de azul de Evans em
éalina Q,BS%. Observou-se © aparecimento de ZONas azu-
ladas no dorso dos animaié, durante um periodo de 3 h
(GLATZA& GOEPFERT, 1873}). Apds esse periodo, os animais
foram sacrificados, e verificou-se a presenga de zonas
com com hemorraglia pelo lade do tecido celular subcuti-
neo. Foram escolhidas quatro cepas, € repetiu-ss o tes-
te de APV, conforme descrito acinma, modifiéandowse ape-

nas o volume injetado para 50 pl (0,05 ml).

2.5, Microscopla Eletrfnica

2.5.1, técnica de contrastacfo negastiva- adotou-se como

'prdcedimento, a deposic¢8o sobre a grade {tela) de 1 gota de cul
tura-teste (cultivada em Agar nutriente inclinado por 18-20 h a
35¢C) lavada suavenmente com gotas de solugéo de bacitracina a '
10% {agente umectante), e apés sedimentagdo, o excesso de liqui
do foi absorvido com papel de filiro.

Logo apds, 1 gota do agente contrastante {substincia eletfcdeg

sa) silicotungstato de sddioc a 1% {pH 7,0) foi colocada sobre

a grade + cultura, e o excesso retirado imediatamente. As gra-

des asain preparadas-fefam observadas por microscopla eletrdnica
(HASCHEMEYER & MYERS, 1972; FUNDAGAD OSWALDO CRUZ, 1982).
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~RESULTADGS E DISCUSSAD

1. Isolamento

0 meio utilizado no isolamento e enumeragac de B.cereus
de alimentos neste trabalho, fol o MYP-dgar, que segundoe dados
da literatura, exibe boa performace noc isolamento direto, for-
necendo logo de inicio, duas imp@rtamtes propriedades na iden—
tificagfo dos isolados.

Conforme FIGURA 01, a aparéncia das coldnias ditas presun
tivas de B.cereus, consiste na coloragic résea e presenga de !
zona opaca de precipitacfo ao redor. Desde qua, 0 que.nos inte
ressa & a identificagﬁa do organismo isolado, ¢ importante !
entfio € utilizar um esquema que permita a sua diferenciacgio das
outras espécies do Grupoe I dos Bacillus, a saber:

B.megaterium, B.mycoides, B.thuringiensis e B,anthracis,

A primeira especie, isto &, B.megaterium, j& esta fora da

diferenciagdo, pois apresenta reacles opostas no meio de isola
mento; lecitinase negativa e fermentacfo de manitol positiva.

Observandoha FIGURA 02, percebemos gque os démais microrga

nismos s3o lecitinase positiva e nBo fermentadores de manitol:
apesar da cepa de B,anthracis usada, n8o ter apresentado forte
atividade de Tosfolipase.

A partir daqui, é possivel descartar-se o B.nycoides, se
verificarmos a caracteristica de crescimento rizbéide em dgar
nutriente, como mostra a FIGURA 03. |

Outra caracteristica importante e definitiva na difgren—
ciag8o do B.cersus, neste ponte,do.g.énthracis, ¢ a atividade
hemolitica em égarmsangue {FIGURA 04); fica claro gque B.cereus
causa hemélise; pela zona de transpar@ncia ao redor do cresci-
mento, enquanto que o B.anthracis nfo apresenta atividade beta-
hemolitica, como é denominada. ®

Finalmente, a coldnia presuntiva de B.cereus sera defini-
tivamente identificada, se pela observacgio microscépica da cul
tura em ﬁgar—Extrato de Sglo, nao foqem encontrados cristais !
para-~esporals no espordngic nfo entumescido, de bastonetes com

largura maior que 1,0 um. Dessa forma, podemcs diferenciar o !

B.cereus do ﬁ.thuringienéis, ja que dentre os dois, € o segun-
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MYP-AGAR

FIGURA 01 - Esgotamento em estrias de B,cereus no meio seletivo
MYP-4gar (24 h/35°C). Notar as zonas de precipita -
¢3o ao redor das coldnias, em virtude da atividade
da fosfolipasé C sobre a lecitina da gema-de-ovo, e

a coloragdo résea tipica da n8o fermentagdao de manitol.

placa 1= B.cereus cepa 4/1
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FIGURA 02 - Confirmagdo da atividade de lecitinasevem MYP-agar
1= B.anthracis IAL 116
2= E.thuringiénsis var.sotto LFB-FIOCRUZ 471

3= B.mycoides (isolado de carne moida cozida)

N
I

B.cereus (cepa 4/1)

5= B.cereus (cepa 280/1)
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FIGURA 03 - Crescimento rizdide de g.myCOides em agar nutriente

(24 h/ 35°C), cepa isolada de carne moida cozida.
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s 4 I
FIGURA 04 - Atividade hemolitica de _I_?a_.cereus,5 E.thurlnglen51s2,

3 1 ; .
B.mycoides € B.anthracis, em agar-sangue de carneil
ro (24 h/35¢C).

- B.anthracis IAL 116

2= g.thuringiensis var.sotto LFB-FIOCRUZ 471
3= B.mycoides (isolado de carne moida cozida)
4= B.cereus (cepa 4/1). ]
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do que apresenta cristais de toxina como corpos para-esporais,
os guais podem ser perfeitamente observados por microscopia !
Sptica, em montagem Umida, entre lamina e.laminula, de cultura
esporulada.

A TABELA 01 traz os dados de ¢ontagem e tipo de alimento
de onde foram isoclados os B.cereus, identificados conforme o
esquema apresentado e jJustificado acima.,

Cabe lembrar, que esquemas de identificagdo devem ugar o

menor namero possivel de testes, desde que sgstes permitam uma

adequada diferenciagdo do organismo em guestido , de outros es-—

treitamente relacionados. Este esquema, se assemelha agueles

sugeridos por HARMON (1984) e RABINOVITCH & VASCONCELLOS (1987),

diferindo, respectivamente, na %técnica usada para determinacgio

da presenga dos cristals de toxina e motilidade; e no meio
seletivo usado ne isolamento.

E importamte salientar, gue as cepas de g.céreus designa~-
das como 90/i e 280/1, foram isoladas de alimentos envolvidos
em cases de intoxieagéo alimenter, respectivamente, de bomba-
creme e Eolowaniversério. Conforme TABELA 02, &m ambos o8 ca-

s0s, fol isolado também Staphylococcus aureus, € em contagens

significativas; 3,1 x 107 ufe/g na bomba-creme e 5,8 x 10? ufe/g
no bolo-aniversario.

GREAVES (1985) registrou um caso de intoxicacao alimentar,
eujos sintomas poderiam sugerir etiologias tante do S, aureus
como do B.cereus; ambos os organismos foram igeladog do alinen
te incriminade, € ailnda, os testes de enteroioxina revelaram
a presencga das enterotoxinas A e D produzidas por S.aureus,
Entretante, permaneceu a dﬁvida, se 08 paclenties sofreram uma
intoxicagao devido ao ﬁ.cereus‘ou ao §vaureus} ou entido, se
sofreram uma intoxica@éo_mista envolvendo §.auréus ou B.cereus,

Da mesma forma, nos dois casos de'intoxicagéo alimentar
regiétrados neste trabalho, persiste a davida de qual €. o agen

te causador da gastroenteriﬁe.
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TABELA 01 - Contagens e tipo de alimento de onde foram isola-

das as cepas de B.cereus

Contagenm
Cepas Alimento-Yorigen"™ Data-isclamento ufc/g ou / m1
. 4713 sorvete cremoso-sabor 24/04787 200
morango
43/2 doce de geléia e feijo 21/05/87 » 5000
71/2 sopa {(refeigao pronta) 04/06/87 » 5000
79/2 leite B- pasteurizado 12/06/87 ) 5000
90/1 bomba~cremne 11/06/87 18500
159/1 * farinha de mandioca 26/12/84 00 @ ——emeee
165/1 cenoura ao molho branco 07/07/87 2400
(refeigao pronta)
181/1 % leite em po 17704785 e
218/5 polpa de fruta congelada  06/08/87 1100
2?8/5 omelete (refeigaoc pronta) 10/09/87 1000
270/1 feijdo cozido (refeigdo 30/10/87 ¥ 5000
pronta)
275/ 2 sopa com residuoc 29/10/87 200
(refeigao pronta)
277/1 asa de frango (crua) 30/10/87 1300
- 280/1 bolo de aniversario 07/12/87 4,% x 10
BN~1 ® leite achocolatado 17/12/87 0 e
{empbalagem Tetra-Pak)
RPS-2 ¥ queijo tipo "petit-suisse' 17/12/87 0 o——mee-

#0bs.: -cepas 159/1 e 191/1 — fornecidas pela colegao de culturas
da segao de Microbiologia de Alimentos-IAL (SP) - sem
dados de contagemn, |

~cepas BN-1 e BPS-2 - fornecidas pelo laﬁoratério de contro-
le de qualidade da Companhia Nestlé - sem dados de contagem,
-copas isoladas de alimentos envolvidos em casos de

intoxicagao alimentar: 90/1 e 280/1.

{ufc/g oun /ml= unidades formadoras de colfnias por g ou ml)




-55a.

TABELA 02 ~ Dados clinicos e epidemicldogicos dos casos de

intoxicagao alimentar

Caracteristicas Alimente envolvido
bomba-creme ' bolo-aniversario
Periodo de incubagao 3a5h - 12 h
Sintomas:
nausea : + _ nr
vomitos _ AL nr
diarreia e colicas
abdominals : e +

numero de pessoas

afetadas 80 nr
Microrganismnos |
isclados:
7 : : 7

S.aureus (ufe/g) 3,1 x 10 5,6 x 10

' 4 : 7
E,cereus (ufc!g) 1,85 x 10 4,5 x 10
Chs.: — as cepas deag.cereusgBOKIie 280/1 usadas .neste trabalho,

foram iséladas,?espectivamente,da'bombaMCPeme &
bolo-aniversario.

- as cepas de S.aureus lisoladas do bqlo de aniversario
sao coagulase (+); termo-nuclease(+}; lecitinase (+);
e produtoras de toxina do tipo A.

{nr)= dados ndoc registrados.
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2, Caracteristicas do microrganismo

A TABELA 03 apresenta as caracteristicas morfoldgicas e
bioquinicas das cepas de B.cereug iscladas. As propriedades
determinadas incluem, tanto aquelas importantes para a identi-
ficagdo do isolado como sendo g.cereus {morfologia, metilida-
de, nao fermentagdo de manitoi, produgfo de lecitinase e hemo-
lisinas), como aguelas que ndo se restrigem & espécie, mas se
estendem a mais de 70,0% das espécies'dé Bacillus, por exemplo:
fermentagdo de glicose (84,4%}, hidrélise de caseina (78,1%)},
hidrolise de gelatina (75,0%), redugao de nitrato a nitrito '
{68,8%), conforme GORDON et alii (1973) e SNEATH {1888).

£ interessante lembrar: que o teste de Voges-Proskauer &
pogitivo para 80,0% das espécies do grupo I dos Baciilus; que
os testes de nitrato, Voges»?rbskaaer & utilizagaa de citrato,
apresentan gfande heterogeneidade entre as cepas das espécies
de Bacillug, inclusive E.cereu$, nao sendc portanto,. adequados
para a identificaggo ou confirmagao dessa espécie (HUTCHISON
& TAYLOR} 1978; SNEATH, 1986; RAJKOWSKI & MIKOLAJCIK, 1987),

0 chjetivo de se determinar as caracteristiéag de B.cereus,
fol relacionar algum, ou alguns testes bioguimicos & patogeni -
¢idade das cepas lsoladas.

SHINAGAWA (1987) notou vériagﬁo entre as iinhagens isola~
-das dos dols tipos de intoxicagdo alimentar, com respeito a ca
pacidade de hidrolisar émido, ¢ também fermentar a salicina.
Correlacionou a hidrdlise de amido positiva com as linhagens
diarréicas, e a hidrdlise de amido negativa com as linhagens '
eméticas, centrapondo as observagles de.LOGﬂN et alii (19?9).

RAEVUORI et alii (1977) cita a correlagéb entre fermenta-
¢80 de salicina e linhagens eméticas. ' '

Para as cepas isoladas neste trabélho,_as caracteristicas
bioqﬁimicas que apresentaram variacio foram: fermentacgfo de !
galicina e lactose, hidré}ise de amido, preducgdo de pilgmento
negro solivel em Agar nuiriente, reaglo em Litmus-milk.

As cepas 78/2, 191/1 e¢ BPS~2, que fermentaram lactose, !
formaram coalho acido em 48 h, en Litmug-nilk, ficando o meio
- com pH 4-5, nio havendo digestBo da caseina pelas proteases,

colo cceorreu com as demais cepas.
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As outras caracteristicas bicquimicas, cujas respectivas
porcentagens de resultados positivos estdo a seguir: fermenta-
‘sHo de salicina (70,6%), hidrdlise de amido (76,5%), produgdo
de pigmento negro soluvel (23,5%), podem talvez ser correlacio
nadas com a toxicidade das cepas, 1880 sera discutido mais o
adiante, quando tivermos os resultados dos ensalos biolégicés.

A TABELA 04 apresenta os sorotipos das cepas isoiadas de
B.cereus, porém ainda nao sao conhecidos guais os antissores
flagelares que estariam mals envolvidos com a sindrome do tipo-
emética, e quais aqueles mais frequentes na sindrome do tipo- |

diarréica, para que wma associagao antissoro-patogenicidade pu-

desge ser feitfa.
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cepas de B.cereus

03 - Caracteristicas morfoldgicas e
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bioquimicas das

1

*0Obs.,: - reacgao no Litmus-milk:-digestao da caseina-(+)1iquido turvo;
(++)liquido transparente (protedlise total).

- 4cido a partir de agucares: (1/2) = (MAC FADDIN, 1981/KRAMER et alii, 1982).

— My - U - od i — o :
— vl 5 ot I D
— e o o ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ I
3 3 3 > = 2 2 2 2 8 2 % S 3 z : 2
< t~ t~ g ﬂ :"_:: e o o ol o o od M m <
Reagao de Gram + + - - + - o n b = = P + + + + +
c=lula vezgetativa . . :
lE‘-I‘gUI‘E, lJ-m 112"'1'4 1.2-1-.4 1.2_1.5 2_1 -4"1 EI' 112"'114 1‘2_1-4 2_1' 2_*1 E_l 1.2_1.5 1.2 1.2 1 2_1 4 Dig_l 2 1-2_1‘5 1-1_1-2
EDmpI‘iMEEED, H.m 3.1""'41‘4 3 1-4-5 3&1""4'5 1""'4 -4"4 4 3&1"'41'& 3-1‘3-8 .1\'_.4‘ 8—4 8_5 3‘1_3.8 3'1 3'1 3 1...4 5 8_1_4.4 3.1_3.8 3.1-4'8
motilidacs + + + 4% 4 + 2 - 2 3 = = ; 7 2 = :
esporos | : s
elipsoidzl/cilindrico + + > +' + <+ a X + . 3 + 4 + + + +
central /paracentral + o+ - - - + Z A 5 3 + + e - - + +
esporangio entumescido - - - - - ~ 3 - % i = = _ 5 i 2 a3
lecitinase + + + + + - e ; - % s . 3 + + ; +
& L
beta-hemclise + + + + + + X ; + 3 3 3 M + + + +
teste VP - = + - - - + + + + + -+ + B - - +
pH no caldo - VP _
menor que 6,0 + +. + + - + - 4 + + + + + 3 + + T
redugao ce nitrato + + + + - - “ 3 A = + i - + + + +
glicose C/F +/+ +/+ +/+ +/+ H+ +/+ i+ s =Tk +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
crescimerto a:’ 2
459C : - - - + + = _ + > - - - - = y & 7
559C : - . - - - - - x = e = - - -
crescimerto ems: y = '
NaCl a 7% + + + + + 2 + e + + = r L0 + + 3 +
crescimento a pH:
6.8 caldec nutriente + + + + +, > + + P + + ¥ - + - ~ A +
5.7 calde-sabouraud + -y + * -+ g . - + - + ot + : + + +
Se«b agar-sabﬂuragd + + + + : + = + + + + + + + - 4 5 +
acido de: (1/2)* ST > '
zlicose +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ i +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ e S 154 /4
xilose +/- +/- +f - +/- -/- -/= e 3f i/ =y /- +f= ol S 5L g g
arabinose -/- -/~ -/= -/- “{“ s -f - -f - -f o -/- ;f- —/f 7 s a5 :_/_
salicina +/+ +/+ -/+ -/= ~/= -/= 14 &7z 2 +/+ +/+ +/+ +/+ R S e L
lactqse +/= +/= -/= +/+ -/- -/~ +/- +ff s — == +/= -/~ Sy i < it S
manitol = - = - = - - = s - - - : % = > =
nidrolise de amido:
24 horas’ % + + = : : + = + + + . y + x ~ + ~ +
48 horas + + + o= + - Tk + + + + + + = +
nidrolise de caseina + + + + + + o 3 £k s 5 o + A
ridrolise de gelatina + + + + + + + + + + % + + :
+ + - -
hidrolis2 de tirosina ++ ++ ++ ++ - + + +1 + + T S +, -
i : - - 3 + s -+ +f -+ ¥
3 & i + - = - - ++ - + ' i
pigmentc negro ++ = = : - a - - -
soluvel ’ .
utilizacao’ de 5 % 2 5 e a - | = 2
citrato = + = % 2 = - 2 =
urease - = - 5 +1 A & + e = 5
reagao-Llitmus-milk™: 5 5 & : = S . .
redugao + = = 5 3 72 s % 3 = = 2 - - +? =
e 2 s - - + " 5, : = - -
EﬂalhﬂﬁnuidG(qu{S) 2 - A ++ - - e 4+ .+ o ++ 3
digestac da caselna ++ _ 2 , A ' e ++ - ++
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“TABELA 04 - Scorotipos das cepas de B.cereus

s #
Cepas Antissoros

o
~3
0

4/1
4372
7172
79/2
90/1
169/1
16571

o o
N
:a
w

11

-
Jort
-

181/1
218/5
236/5

f{s]

. 10; 11

270/1
275/2
277/1
280/1

e

'BN-1

oS+ S v SR SO . S >SS o> S T 4 3 B ~ S S « DS - G < S S
o
=-J

w

BpPS-2

*0bs.: —soros antiflagelares (H) produzidos no Laboratorio de

Fisiologia Bacteriana {LFB), do Departament0 de Bacte-—
rioleogia do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), da Fun@agﬁo
Oswaldo Cruz. (FIOCRUZ), Rio de Janeiro. |

- sorotiﬁadas 32,65% das cepas testadas em aglutinagéo

rapida em laminas, contra os 11 antissoros.
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3. Atividades amilolitica e proteclitica das cepas de B.cereus

As TABELAS 05 e 06 apresentam os resultados dag detsrmina
¢Bes de atividade amilolitica (alfa e beta-amilases) e de ati-
vidade proteolitica (proteases neutra e alcalina das cepas de
B.cereus isolados. |

As atividedes amiloliticas, tanto alfa como beta-amilase,
mostraram queda de atividade, quando b tempo de cultivo foi de
90 h ao inYes de 65 h, provavelmente devido a desnaturagidc da
enzima. | _

Nd entanto, nenhuna cepa.revelou ter alta atividade amilo-
litica, oempérando»se com os dados de SHINKE et alii {1977},
NANMORI et alii (1983), YOSHIGI et aliil (1985} e LIMARﬁI {19857,
Og resultados de atividade da alfa-amilase a 65 h (valor médio=
3,62; desvio padrdo=1,97) e da beta-amilase a 85 h{valor medio=
0,95; desvio padrao=0,23), nao sao suficientes para assoclar
essas propriedades a4 patogenicidade das cepas.

As cepas nio se revelaran altamente protecliticas, nas
condigdes experimentais utilizadas neste trabalho (GP-N=1,38%;
desvio padrfo=0,35; e ﬁgjﬁﬁl,lo*;desviczpadr§0m0;18), em com-
paragio com os dados de 1iteratbura {SCHAEFFER, 186%; HANSON et
alii, 1970; LINARDI, 1985); e a razfic N/A¥* das vérias cepas,
revela que ni&o sio significativas as diferengés entre as ati-
wvidades de protease neulra e‘protaase alcalina (valor.médio'

N/A=1,27 ; desvio padrfo=0,35},

(*) obs.: UP-N= unidade proteolitica {protease neutra) media,
JP-A= unidade proteclitica (protease alcalina) média.

N/A= razao entre UP-N e UP-A.
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TABELA 05 - Atividades amiloliticas das cepas de B.gereus

AlTa~amilase Beta-amilase
Cepas UD/ml mg/ml
65 h 90 h | 65 h S0 h
4/1 546 2,0 0,7 0,4
a3/2 5,6 1,6 1,1 0,4
71/2 2,0 1,5 1,1 0,4
79/2 , 2,6 1,3 1,4 0,8
90/1 3,0 2,0 0,8 0,4
159/1 3,0 2,0 0,8 0,4
165/1 5,6 1,2 0,9 0,2
191/1 | 2,0 0,8 1,2 0,5
218/5 1,5 2,2 0,8 0,2
236/5 7.7 2,2 0,8 : 0,4
270/1 1,8 2,7 1,0 ‘ 0,3
275/2 3,0 1,8 1,1 0,4
277/1 3,0 1,3 0,7 0,5
280/1 2,0 1,1 0,8 0,4
BN-1 1,8 0,8 U6 0,4
BPS-2 3,4 1,8 1,0 | 0,4

ATCC 14579-8 7,7 3,5 1,4 0,4

UD/m1 = Unidade Dextrinizante, definida como a gquantidade de enzima
capaz de hidrolisar 1,0 mg de amido, .nas condigoes especi - v
ficas do ensalo.

ng/ml = uma unidade de beta-amilase foi definida como a quantidade

de enzima que produz 1,0 mg de ﬁaltose a partir de amido

sol&vel, nas condigaes egpecificas do ensalo.
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TABELA Qg - Atividades proteoliticas das cepas de B.cereus

Proteases

Cepas UP-N UP-A e
4/1 1,16 1,04 1,12
43/2 0,98 1,08 0,91
71/2 1,84 1,08 1,70
79/2 ‘ 1,6 . 0,88 1,77
90/1 2,04 1,10 1,85
159/1 1,16 1,22 0,95
165/1 1,30 1,02 1,27
191/1 1,02 E 1,08 0,94
218/5 1,20 : 1,22 0,98
£36/5 1,28 3 0,86 1,49
. 27071 0,86 0,80 0,96
275/2 1,30 1,02 - 1,27
277/1 1,00 1,16 0,86
280/1 1,84 1,08 1,70
BN-1 1,28 | 1,28 © 1,00
BPS-2 1,82 1,00 1,82
ATCC 14579 -8 1,74 1,64 1,06

UP-N = Unidade ?roteolitica, dosada como'prmtease neutra;
gp--A = Unidade Proteolitica, deséda come protease alcalina,

Ambas unidades definidas como a quantidade de enzima

que atuando sobre a caseina, libera 0,01 mg/ml de
tirosina/ min s Nas condigSes especificasvdo.ensaio.

N/A = Razao entre UP-N e UP-A,
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4, Avaliagao da toxicidade das cepas de B.cereus

A avaliacao da toxicidade das cepas de B.cereus fol expe
rimentada em modelos animais atraves da inoculagdo intraperi~
tonial em camundongos, inocculagfo intradérmica em ceoelho ¢ ca-
mundongo. Os ensalos revelaram a atividade bioldgica dos s50bre
nadantes de cultivo de algumas cepas.

Considerando estes modelog, e as condigdes de temperatura,
pH, tempo e meio de cultivo usados, poedemos afirmar que, na rea
lidade, foi avaliada a capacidade de prodﬁgﬁo de toxina diarréi
ca pelas cepas isoladas, j& que, de acordo com a iiteratura, !
atividades conmno éfeito letal em camundongos, aumento ds permea-—
hilidade wvascular com ferma§ﬁo'de edema € hemérragia, sd0 atri-
buidas, principalmente, 4 essa exotoxina,

Pela TABELA 07, verificamos gue éentre.as gepag examina -
das, somente as cepas 4/1i, 78/2 e 90/1 foram letails para camun-
dongos ?or inoculagf8o intraperitonial, demonstrando a presenga
de un fator responsével pela mortalidade,nos respectivos sobre-
nadantes de cultivo. Em nenhun dos experimentos desse tipo, foi
observada a ocorréncia de diarréia nos animais~-teste.

FPela TABELA OB,IVerificamos que n#do houve diferencga signi-
ficativa entre os sobrenadantes de cultiveo com respeito ao teor
de proteina, Fara se garantir a esterilidade dos scobrepadantes
injetados, estes foram filtrados em membrana Millipore O,45 um.

A toxina diarréica & termo-ldbil, sensivel A pHs extremos
e a acglo de enzimas prateoliticés, e talvez por isso, pode ter
havido perda de atividade naé condigdes prolongadas de cultivo
para esses experimentos, fazendo com Que as cepas COm meﬁor !
producéo de toxina, nio demonstrassem nenhum efeitc letal, benm
como, ocorressé'variagao nas taxas de mortalidade pelas cepas
79/2 e 80/1. Opostamente, a cepa 4/1, mant8ve a taxa de morta -
tidade ac redor de 60-70%; isto sugere & poésivel existéncia !
de um outro fator téxico e letal, cuja produgldo e/ou atividade
ndoc dependam das condicdes de cultive e inoculagio.

As condi¢des Stimas de produg8o e atividade maxima de to-
xiné diarréica, foram segﬁidas para és ensalos de inoculagio

intradérmica em coelhe e camundongo, realizados conforme
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ESQUEMA 01, FIGURAS 05, 06, 07; e ESQUEMA 02, FIGURAS 08 e 09,
respectivamente.

A variagdo nos resultados de auméﬁto da permeabilidade
vascular {cuja unidade foil definida segundo SHARMA & DOGRA, 1983)
constantes da TABELA 09, e de intensidade da coloragfo azulada
-~ em pele de coelho (TABELA 10}, conjuntamente com os resultados
_de intensidade de hemorragia em tecido celular subcutineo de
camundongos, demonstrou que varias cepas produziram toxina diar
réica, sd que em quantidades diferentes.

Na reacgfio de aumento da permeabllidade vascular (APV) en
pele de ceoelho, verificou~-se aumento de volume (indicando for-
naglc de edema) e hipertermia (indicando reagdo inflamatdéria),
especia}mente nos pontos inoculados com os filtrados de culti
vos das cepas 4/1, 90/1, 270/1 e ATCC 14579-8.

Novamente, a cepa 4/1 exibiu um comportamento particular,
pois o seu filtrado causou, fanto a reagdo de APV de . colora-
¢8o azul mals intensa & mais circular {nd8o espalhada) em cdg—
lho, como a maior Area de hemorragia em tecido celular subcutd
neo de camundongo.

Foi feita microscopla eletrdnica, para procurar alguma di—-
ferenga ultraeétrﬁtural‘entre as cepas, incluindo as cepas 4/1,
79/2, 90/1, 218/%, 280/1 e BPS-z, cujos resultados sdo apresen-
tados adiante. Este grupo cobre 1/3 das cépas utiliéadas neste
trabalho, incluindo aguelas responsavels pela mortalidade en
camundongos, agquelas isoladas de alimentoshenvolvidos em into-
xicac8o e outras cepas que apresentaram resultados positivos
e negativos de APV em coelho e camundongo.

As TABELAS 12 e 13 trazem os resultados e a correlagéo en
tre o5 testes bioguimicos que apresentaram variacdo mais signi
fiéativa e os ensalos bioldgicos uﬁilizados.neste trabalho.

Concluimos que,a variabilidade dos testes bvioquimites, e a
ndo especificidade dos ensaios de APV ¢ letalidade, o3 guais en
volvem mals de uma entidade.téxica, ﬁé&lpermitem o uso deste ti
po de correlagio na indicagfo de cepas toxigénicas, isoladas de

alimentos envolvidos ou ndo em casos de intoxicagZo.
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TABELA 07 - Mortalidade de camundonges apds inoculacio intra-

peritonial de sobrenadantes de cultivos de B.cereus

Mortalidade
Cepas teste (A) teste (B)
(*) % - (%) %
4/1 - '3/5 60,0 ~4/8 67,0
43/2 0/8 0 0/6 0
71/2 - o/s 0 0/6 0
79/2 6/6 100,0 - 2/s6 34,0
90/1 4/5 80,0 276 34,0
159/1 0/5 0 Q/5 0
165/1 - 0/s 0 0/5 0
191/1 0/5 0 0/5 0
218/5 0/5 0 0/5 0
P36/5 0/5 O G/6 O
270/1 - 0/5 o nr nr
275/ 2 0/5 0 nr ny.
277/1 T o/s - 0 nr | nr
28071 - 0/5 ¢} nr _ nr
BN-1, 0/5 0 nr ~ nr
BPS-2 0/5 0 nr - or
ATCC 145798 a/5 0 ‘nr nr
{#) = nGmere de animais mortos sobre animais inoculades, num

periodo de até 24 h.

1

teste (A)
teste {B)

sobrenadants de cultivo centrifugado.

sobrenadante de cultivo centrifugado e
filtrado em membrana Millipore 0,45 um,

nr = teste nac realizado.
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TARELA 08 - Teor de proteina dos sobrenadantes de cultivos de
_ B.cereus usados para inoculacgio intraperitonial

em camundongos

Proteinas {(mg/ 0,5 ml injetads)

Cepas teste {(A) ' teste (B}
4/1 8,2 _' 8,8
43/2 . 9,6 8,8
71/2 ‘ 7,8 8,0
79/2 7,4 | 7,2
20/1 8,0 10,1
S 159/1 8,8 ' ' 9,6
165/1 8,8 8,2
191/1 | _ 7,4 : 11,0
21875 6,9 9,0
236/5 8,8 8,8
”270{1- 7,9 . nr
275/ 2 | 9,6 nr
277/1 T 6,0 | nr
S 2B0/1 ' ) 10,4 nr
BN—l 8,8 nr
BPS-2 - 8,0 . nr
ATCC 14579-8 8,0 nr
meio de cultura 11,9 nr
teste (A) = sobrenadante de cultive centrifugado.
teste {B) = sobrenadante -de cultivo cenirifugado e
filtrado em membrana Millipore 0,45 pm.

nr = nao realizado




esquems 1

270/11236/5 236/51 270/1
71/21 4/1 79/21191/112777/11280/1
275/¢2
¢ }143/2 [165/1] S0/1|BPS-2{BN-1
218/5
159/1 BN-1
ATCO
esquena 2
ATCC
158/1 BN—-
59/ * 21878
C 143/2 |165/1{ 90/1] BPS-2} BN-~1
' 275/
7i/2) 471 79/21191/1{277/1}280/1
27 '
270/11236/5 23675 0/%

ESQUEMA 01 - Localizagao das cepas de B.cereus na

inoculacgac intradérmica em coelho

5B

esquema 1= dorso do animal= foto 1 da FIGURA 01

esquema 2= lado do tecido subcutlneo= FIGURA Q7

C= controle= meio BHIG esteril

ATCC= cepa §,cereds ATCC 14574-8
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FIGURA 05 - Dorso de coelho depilado e quadriculado, 40.min
apés a inoculagdo intradérmica de filtrados de cul
tivos de cepas de B.cereus, mostrando aumento de
permeabilidade vascular fepresentada por manchas

de coloragdo azulada.
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2

ABfiea P,

FICURA 06 - Dorso de coelho depilado e quadriculado apés ino-
culagio intradérmica de filtrados de cultivos de
B.cereus, mostrando aumento de permeabilidade vas

cular representada por manchas de coloracgdo azulada.

(foto 1= 1 h é 10 min apds inoculagao,
foto 2= 2 h e 30 min apos inoculagao)
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FIGURA 07 - Exposicg3o do tecido celular subcutf@neo dorsal de
coelho 24 h apds inoculag®o intradérmica de fil;
trados de cultivos dé cepas de B.cereus, mostran-
do aumento de permeabilidade vascular representa-

da por manchas de coloragfo azulada.
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TABELA 09 - Cinética do aumento da perseabilidade vascular{APV)
por inoculag¢foc intradérmica de filtrados de cultivos

de B.cereug em coelho (volume'injetado = 200 unl)

Digmetro {cm)} = APVU/ml

Cepas 10! 201 40'  1hig! 2hao! 24h
4/1 2,00 2,25 2,25 2,25 3,00 3,00
43}2' - - - - - 1,15
79/2 - 0,50 0,55 0,65 0,60 -
90/1 1,40 1,40 1,40 1,40 1,35 2,50
159/1 - - - 0,80 0,50 -
165/1 - - 0,60 0,55 . 0,85 1,15
218/5 - - 0,50 0,55 0,55 -
236/5 - - - -~ 0,5% -
270/1 2,00 2,00 - 1,90 2,50 3,20
275/2 0,65 - 0,50 0,50 0,55 -
280/1 - - - - | - 1,50
BPS-2 - 0,80 0,75 0,55 0,60 2,25
?zgggma 2,50 2,50 2,50 2,50 2,25 4,25%

-as cepas 71/2, 191/1, 277/1 e BN-1 nfoc causaram APV com o apa-—
recimento de manchas de ccloraglio azulada.

* mancha correspondente a cepa de B.cereus ATCC 14579-8 do ti-
po espalhada, nio circunscrita. '

Didmetro (cm)= média de difimetros perpendiculares das manchas de
' . coloracio azulada no dorso depilade do animal; no
tempo de 24 h, a medida fol feita no tecido celu~

lar subcutidneo, '

APVU/ml = unidade de aumento da permeabilidade vascular, defini-
da come a quantidade de toxina que aumenta 5 mm no dia
metro 4a mancha azulada; nas condigfes do experimento,
equivale ds medidas dos difimetros {cm}.
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TABELA 10 - Intensidade da coloracfc azulada das manchas na
reaciio de APV por inoculagfo intradérmica de fil-

trados de cultivos de B.cereus em coelho

Intensidade
Cepas 10! 201 401 1h1i0® 2h3ao! 24h
A/l_' FRERE 4444 bt 44+ Fdb+ S
43/2 _ | | | "
79/2 + + ' + 4
90/1 + + + 4t ot kb
159/1 o+ + ’
165/1 + + ' +
218/5 + + B
236/5 3 4
27071 +4 4+ + ++ 4+ 4t
27572 ‘ + | + + £ +
280/1 - | _ - o+
- BPS~2 - ++++ s b e ++‘
f§g$9m8 +++ o et 4 A4 bk

-as cepas 7i/2, 191/1, 277/1 e BN-1 ndio causaram APV com o apa-
recimento de manchas de coloragfo azulada.

-as intensidades s8o correspondentes &s manchas da TABELA 09,

Intensidade = variando numa faixa de (+) fracamente azul até
{++++) Tortemente azmul; a intensidade {++++) &
bem caracteristica na mancha correspondente &
cepa de B.cereus 4/1, |




T

grupo 1 grupo 2
159/1} C 181/1] 90/1
71/2 4/1 o ‘ BP53-212186/5
79/2 { 43/2 238/51270/1
c
grupo 3
27572} BN-1

277/11280/1

ATCC 1185/

Ho!

ESQUEMA 02 - Localizagao das cepas de B.cereus na
inoculagao intradermica em camundongo
(lade do tecido subecutinen= foto 2 da FIGURA 09)
grupo 1= préto; grupo 2= verde; grupe 3= vermelho

C= melo BHIG estéril; ATCC= B.cersus ATCC 14579-8
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FIGURA 08 - Dorso de camundongo depilado e quadriculado, 1lh e
30 min apés a inoculag3o intradérmica de filtradés
de cultivos de cepas de B.cereus, mostrando aumen-
to de permeabilidade vascular representada por man
cha de coloragdo azulada; na foto, correspondente

a cepa 4/1.
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FIGURA 09 - Exposig3o do tecido celular subcut@neo dorsal de
camundongos 2h e 30 min apds inoculagZo intradér<
mica de filtrados de cultivos de cepas de B.cereus,
mostrando &4reas de hemorragia.

(mancha azul=correspondente ao meio BHIG estéril)
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TABELA 11 - Reagdo de APV no tecido celular subcuténeo de camupn

dongos por inoculagdo intradérnica de filtrados de

‘cultivos de B.cereus

Intensidade de APV = hemorragla

Cepas {volume injetado = 100 pl)
4/1 A
7172 +
79/ ++
90/1 .
S 159/1 +.
165/1 et
270/1 +
277/1 +
2680/1 -
ATCC 14579-8 -

-as cepas 43/2, 191/1, 218/5, 236/5, 275/2, BN-1 e BPS-2 nio
causaram APV com o aparecimento de dreas de hemorragia.

Ohs.: repetig8o do ensalce usando as cepas 4/1, 79/2, 90/1 e
218/5, injetando um volume de 50 pl das diluicdes 1:1,

1:4,

sentando mancha de coloragao azulada no tecido celular

1:8, 1:16 do £11trado de cultivo, causou APV apre

subcitaneo sem hemorragla somente para a cepa 4]1 nas
dilulgoes 1:1 e 1:4, :
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TABELA 12 - Resultados dos testes biogquimlicos gue apresentaram
variacio mais significativa e dos ensalos bioldgi~

cos das cepas de B.cereus

Tegtes biogquimicos Ensaios bioldgicos
Acido/ hidrélise7 _ mortalidade
Cepas salicina amido APV* APY**  camundongos
4/3 + + + 1 +
43/2 + + + - -
7172 + + - + ~
78/2 - - - + +
90/1 - - + + +
159/1 - + - + -
165/1 + + - + -
191/1 - - - - -
218/% - + - - -
236/5 + + - - -
270/1 + + + + -
75/ 2 + + - - -
27771 + + - + -
280/1 + + + + -
BN--1 - + - - -
BPS-2 + - + - -
ATCC + + + + -
14579-~-8

APV* = aumento de permeabllldade Vascular no tECldO celular
subcuténeo de coelho apds 24 h da 1noculagao intra -
dérmica.

APV**= aumento de permeabilidade vascular no te01do celular
subcuténeo de camundongo apbés 2h 30 min da inoculacgio
intradérmica.
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TABELA 13 -~ Porcentagem de correlaglo entre os resultados dos
testes bioquimicos e dos ensaios bicldgicos das

cepas de B.cereus¥*

Salicina APV~coelho Correlagdo
(24 h) (%)

+ + 35,3

+ - 29,4

- - 29,4

- kS 5,9
Salicina APV-canundongo Correlagdo

(2h 301) (%)

+ + 41,2

. - 23,5

- - 17,6

- + 17,6
Hidrélige de APV-coelho Correlagio

- amido (24 h) (%)

+ + 29,4

+ ~ 47,0

- - 11,8

- + 11,8
Hidrolise de APV-camundongo Correlacdo

amido (2n 30°%) (%)

+ + - 47,0

- - 11,8

- + 11,8

(*) dados relativos as

TABELA 12,

cepas de B.cereus, constantes na
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5. Microscopia Eletrénica

As cepas de DB.cergus escolhidas, foram eiaminadas por ni-
eroscopia eletrdnica, usando a téeonica de contrastacdo negati-
va, conforme nostram as FIGURAS 10, 11 e 12,

Pode-ge observar a morfologla do esporéngic {nfo entumesci
do) e célula vegetativa (enm divisfo), respectivamente nas fo-
tos 1 e 2 da FIGURA 12. _

0s flagelos podem ser claramente identificados nas FIGURAD
11 e 12, sendo comuns 4 todas as cepas examinadas; porém, a
FICURA 10 revela que da célula vegetativa (ou melhor, esporén-
gic em rompimento) da ceps 4/1; emanam intmeros filamentos, !
longos e.finos, gue, num emaranhado, formam uma espécie de réde
ao redor das células, bem diferente do .descrito na 1iﬁeratura.
De acordo com DesROSIER & LARA (1981), por'exemplo, algumas
cepas de B.cereus possuen pili, aleatoriamente distribuidos na
superficie dos esporos, mas néo nas cédlulas vegetativas e espo-
raéngio, associando inclusive, esta estrutura a um.gene que se
expressaria somente durante a esporulagio do microrganismo.

A atividade bioldgica ou natureza dessa estrutura Tilamen
toma identificada, s8c questles que merecen investigagfo, poils,
o comportamento singular da cepa 4/1, em relagdoc as outras ce-
pas isoladas, igualmente testadas em animais, sugere que esta
estrutura pode desempenhar algum papel no(s).mecanismo{s) de
toxicidade de B.ceregus.

Considerando~se 0S8 respecﬁivos aumentos das FIGURAS 10 ¢ 11,
foi medida a largura dos flagelos e "pili®" com escala milimétri
ca diretamente nas m}orofotografias; B largﬁra média dos.flagew
ios & de 0,11 pm, e dos filamentos finos semelhantes & pili ou

fimbrias, de 0,05 pm.
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FIGURA 10 - Micrografia de B.cereus (cepa= 4/1) contrastado

com silicotungstato de sodio 1% a pH 7,0
(foto 1= x4200; foto 2= x9050)



FIGURA 11 - Micrografia de B.cereus (cepa= 79/2) contrastado

com silicotungstato de sodio 1% a pH 7,0

(foto 1= x4200; foto 2= x9050)
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FIGURA 12 - Micrografia de B.cereus contrastado com
silicotungstato de sodio 1% a pH 7,0 x4200
(foto 1= cepa 79/2 ; foto 2= cepa 280/1)
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~CONCLUSOES

«1 3

 °ara 0 isolamente inicial de B. cereus foi uti]¢zado o meio

”MYP agar, que permite & detecgdo de ‘duas proprledades lnpor.

tantes: produgdo de lecitinase ¢ nao ¢ermentagao de manitol.

Quando a placa original estiver muito carregada, é convenien
te @ confirmacgdo da atividade de lecitinase no mesmo meio ou
no meio RVC-liguido.

Na identificacHo das col8nias presuntivas de B.cereus, séqf'

importantes as seguintes propriedades: caracteristicas mafé;;
folaglcas da célula vegetativa e esporéngioc, ndo formaga& .
de cristal de toxina para-esporal, motilidade, cresc;mento
nBo rizdide e atividade beta-hemolitica.

O0s testes bloguimicos e outras propriedades (como produgio

de amllases = proteases), nao apresentaram Pesultados marcan

tes que pudessem BEr a55001adas 4 toxicidade das canas.

A variabilidade dos testes biogquinicos e a ndo esp801flcida~
de dos ensaios de APV em coelhos e camundongos e letalidade

para camundongos, oS quais envolven mais de uma entidade td-

xiea, nao pernlten o uso de uma correlagao para & 1ndlcagao

- da taxlexdade e patagenlcldade de cepas. 1soladas de allmen—'

tos envolvidos ou nao en casos de intoxicaggo alimentar.
Num esgquena de investigagfo epidemiolégiba, mais’importante
do que isolar e enumerar un microrganismo, ¢ isolar e quan-
tificar a toxina presente no alimento ineriminado.

0s modelos experimentais usando animais, COMO inoculagﬁgf 
intraperitonial em camundongos, inoculacgdo intradérmica'éé
coelho e camundongo, Sao ensaios Gteis para se_accmpanhaff*

a purificagfio da toxina, no caso & toxina diarréica de

B.cereus, j& que 08 resultados de efeito letal, aumento da

permeabllidade vascular e necroses, s&o0 causades por mais '

de uma entidade toxica; a utilizagdo de canundongos ap invés

de_coelhas, é preferivel ‘devido & f801lidade de obtengao ma—

zlpulagao dos animals.

'As estruturas fllamentosas finas e abundantes encontradas

na superficie das células da cepa 4/1 de B.cereus, parecen
desempenhar algum papel na atividade bioldgica do filtrade

de cultivo dessa cepa.



~REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ' : | -85~

AGGARWAL, P.X. & SRINIVASAN, R.A. - Influence of Bacillus

cereus on the keeping guality of pasteurised milk.

The Indian J.Dairy Scien., §§(1)195~97, 19886,
AHMED, A. A-H,; MOUSTAFA, M.K, & MARTH, E.H. -~ Incidence

of Bacillus cereus in milk and some milk proﬁucts.

J.Food Protect., 46{2):126~128, 1983,

ANSON, M.L. - The'estimation of cathepsin with hemoglobin
and the partial purification of cathepsin.

J.Gen.Physiol., 20:565-574, 1937,

BEECHER, D.J. & MACMILLAN, J.D. - Use of monoclonal antibo~-
dy in immunoblot assay for detection of diarrheagenic

toxin from Bacillus cereus.

Abst.Ann,Meet,-ASM, P~6:275, 1987.

BERGDOLL, M.S. -~ Bacillus cereus fcodborne disease.

Clin.Microbiol.Newsletter, 13(3):1-2, 1981.

BERNHEIMER, A.W. & GRUSHOFF, F. ~ Cereclysin: production,
pdrification and partial characterization.

J.Gen.Micfobiol., 46:143-150, 1967,

BILLING, E. & LUCKHURST, E.R. - A simplified method for the
" preparation of egg yolk media.

J.Appl.Bact., 20(1):90, 1957,

BLAKEY, L.J. & PRIEST, F.G. ~ The occurrence of Bacillus
cereus in some dried foeds including pulses and cereals.

J.Appl.Bact., 48:297-302, 1980,

BONVENTRE, P.F. & ECKERT, N.J. - The biclogical activities

of Bacillus anthracis and Bacillus cereus cultufe filtrates.

Am.J.Pathol., 43:201-212, 1963,

‘BONVENTRE, P.F. - Differential cytotoxicity of Bacillus

anthracis and Bacillus cereus culture filtrates.,

J,Bacteriol,, 39(1):284w285, 1965,

BONVENTRE, P.F.; LINCOLN, R.E.‘& LAMANNA, C. - Btatus of
nacterial toxins and thelr nomenclature! need for disci-
pline and clarity of expression.

Bacteriol.Rev., 31(2):95-109, 1987.




—B6~

BRYAN, F.L.; BARTLESON, C.A. & CHRISTOPHERSON, M. - Hazard

analyses, in reference to Bacillus cersus, of boiled

and fried rice in cantonese-style restaurants.

J.Food Protect., 44(7):500-512, 1981,

BRYAN, F.L. - Epidemiology of milk-borne diseases.
J.Food Protect,, 46(7):637-649, 1983.

BURDON, K,L. & WENDE, R.D. - On the differentiation of

anthrax bacilli from Bacillus cereus.

J.Infect.Dis., 107:224-234, 1960.

BURDON, K.L.; DAVIS, J.S5. & WENDE, R.D. -~ Experimental

infection of mice with Bacillus cereus: studies of pa-
thogenesis and pathologic changes. |

J.Infect.Dis., 117:307-316, 1967.

CAPEL, B.J. & MELLING, J. - Semi-—automated deteciion of

emesis in the rhesus monkey.

Br.J.Exp.Path., 59:459-460, 1978.
CHUNG, K.-T. & SUN, H.-L. = Distribution and characteristics

of Bacillus cersus izsolated from rice in Taiwan.

J.Food Scien.; 51(5):1208-1212, 1986,

COLMER, A.R. - The action of Bacillus cergus and related
species on the tecithin complex of egg yolk.

J.Bacteriol., 55:777-785, 1948.

COOLBAUGH, J.C.; WENDE, R.D. & WILLTIAMS, R.P, - Microtitra-

tion of Bacillus cereus hemolysin.

Appl.Microbiol., 24(86):997-998, 1972,

COOLBAUGH, J.C. & WILLIAMS, R.P. - Production and charactem

rization of two hemolysins of Bacillus cereus.

Canad.J.Microblol., 24(11):1289-1295, 1978,

:_D‘AUBERT, S,: ABBATI, P, & CANTONI,, ¢, - Sulltintossica-

zione alimentare da Baclllus cereus.

Industrie Alimentari, ;g(12)1913—921,925, 1580.

DAUER, C.C. ~ 1960 Summary of disease outbreaks and a
10-year resume.

Public Health Rep., 78(10) 915-922, 1961.

DAVEY, G.R. - Food poisoning in New South Walesil1977-84.
Food Technol.Australia, §1(103.453—ﬂ56, 1985,




T
DAVEY, R.T. & TAUBER, W.B., -~ Posttraumatic endophthalmitis:

the emerging role of Bacillus cereus infecticn.

Rev.Infect.Dis., 9(1):110-123, 1987.

DELAZARI,I.; LEITAO, M,F.F.; GERALDINI, A.M, & EIROA,M.N.U.-

Bacillus cereus em alimentos desidratados.

Bol.Inst.Pecnol.Alim., 60:31~41, 1878,

DesROSIER, J.P. & LARA, J.C. - Isolation and preperties of

pili from spores of Bacillus cereus.

J.Bacteriol., 145(1):613-619, 1981.

FIELDS, M.L.; ZAMORA, A.F. & BRADSHER, M, - Microbiological
analysis of home-canned tomatoes and green beans.

J.Food Scien., 42(4):931-934, 1977.,

FUMARCLA, D. & MIRAGLIOTTA,G. ~ Bacillus cereus enteroto-

xins: what pathogenic mechanisms ?

Infection, 12(2):65/105, 1984.

FUNDAGAC OSWALDO CRUZ - Técnica de contrastagfo negétiva,

Tn: Téenicas de microscopia eletrdnica: apostila. Hio de

Janeiro, Centro de Microscopla Eletr8nica, 1982. p.98.
-GERASIMENE, G.B.; MAKARYNAITE, YU,.P.; KULENE, V.V.j
GLEMZHA, A.A., & YANULAITENE, K.K, - Some properties of

phospholipases C from Bacillus cereus.

Appl.Biochem.Microbiol., 21(2):184-189, 1985.

GHOSH, A.C, - Prevalence of Bacillus cereus in the faeces
of healthy adults. |
J.Hyg.Camnb,, 80:233-236, 1878,

GIANNELLA, R.A, & BRABILE, L. - A hospital food-~borne out-

break of diarrhea caused by Bacillus cereus: clinical,

epidemiologic, and microbiologic studies.

J.Infect.Dis., 139(3):366-370, 19739,

GILBERT, R.J.; STRINGER, M.F. & PEACE, T.C. ~ The survival

and growth of Bacillus cereus inaniled and fried rice

" in relation to outbreaks of food poisoning,

J.Hyg.Camb., 73:433-444, 1974,

GILBERT, R.J. & PARRY, J.M. =~ Serotypes of Bacillus cereus

from outbreaks of food poisoning and from routine foods.

J.Hyg.Camb,, 78:69-74, 1977.




—88 -

GILBERT, R.J. ~"Bacillus cereus gastroenteritis”.In:

_ RIEMANN, H. & BRYAN, F.L. eds., Food-borne infectionse

and intoxications, 2nd ed., Academic Press, 1379,

chap.X, pp.495-518.
GILBERT, R.J.; TURNBULL, P.C.B.; PARRY, J.M. & KRAMER,J.M.-

"Bacillus cereus and other Bacillus species! their part

in food poisoning and other clinical infections”.In:

BERKELEY, R.C.W. & GOOD-FELLOW,M., eds., The aerobic

endospore forming bacteria: classification and ldenti~

fication.London, Academic Press, 19881, pp.297-314.

GILBERT, R.J. & KRAMER, J.M. - Bacillus gereus enteroto-
xins: present status. '

Biochem.Society Transact.,804th meeting, 12:198-200,1984,

GILBERT, R.J. & KRAMER, J.M. - "Bacillus cereus food poi-

soning." In: CLIVER, D.0, & COCHRANE, B.A. eds.

Progress in food safetly. Madison-Wisconsin, Food Research
Institute,1986, pp,.B85~-93.
_GLATZ, B.A. & GOEPFERT, J.M. - Extracellular factor synthe-

sized by Bacillus cereus which evokes a dermal reaction

in guinea pigs.

Infect, Immun., 8{(1):25-29, 1873.

GLATZ, B.A.; SPIRA, W.M. & GOEPFERT, J.M. - Aiteration of
vascular permeability in rabbits by culture Lfiltrates

of Bacillus cereus and related speciles,

Infect.Immun., 10(2):229-303, 1974.

GOEPFERT, J.M.; SPIRA, W.M. & KIM, H.U. - Bacillus cereus:

food poisoning organism. A review.

J.Milk Food Technol., 35(4}:213-227, 1972,

GORDON, R.E.; HAYNES, W.C. & HOR-NAY PANG, C. - The genus
Bacillus., Agriculture handbook nf427, Wéshington b.C.,
U.S.Depértment of Agriculture, Government Printing Office,lB?S.

GORDON, R.E. - The genus Baclillus. Ing LASKIN, A.I. &

LECHEVALIER, H.A, eds. CRO Handbook of Microbiology.
2nd ed., volume I-Bacteria, pp.319-336, 1877.




-8Q~

GORINA, L.G.; FLUER, F.S.; OLOVNIKOV, A.M, & EZEPCUK, YU.V.-
Use of the aggregate-hemagglutination technique for de-

" termining exo~enterotoxin of Bacillus cereus.

Appl.Microbiol., 22(2):201~204, 1975,

GRAVANI, R.B. - Bacterial foodborne disease.

Dairy and Food Sanitation,.(2):77-82, 1887.

GREAVES, M.J. -~ Staphylococcal food poisoning.
Environm.Health, 93(2):41, 1985,

HANSON, R.S.; PETERSON, J.A. & YOUSTEN, A.A. - Unigque bio-
chemical events in bacterial sporulation.

Ann.Rev,Micrebiol,, 24:53-80, 1970,

HARMON, S.M. - New method for dgifferentiating members of

the Bacillus cereus group: collaborative study.

J.Assoc.0ff.Anal.Chen., 65(5):1134-1139, 1982,

HARMON, S.M. & GOEPFERT, J.M. - "Bacillus cersus.” In:

SPECK, M.L. ed. Compendium of methods for the microbio~

logical examination of foods. 2nd ed. American Public

Health Association, 1984, chap.3b, pp.458-467.
‘HARMON, S.M. - "Bacillus cereus." In: U.S.Food and Drug

Administration, Bacteriological analytical manual of the

Division of Microbiology Center for Food Safety and

Applied Nutrition, 6th ed., Arlington, Association of

Official Analytical Chemists, 1984, chap.15,

HARMOM, S.M.; KAUTTER, D.A. & McCLURE, F.D. - Comparison
of selective plating media for enumefation of Bacillus
cereus in foods.

J.Food Protect., 47(1):65-67, 1884.

HARMON, S.M.; KAUTTER, D.A. & SOLOMON, H.M. - Bacillus cersus

contamination of seeds and vegetable sprouts grown in a
home sprouting kit.

J.Food Protect., 50(1):62-65, 1987.

HASCHEMEYER, R.H. & MYERS, R.J. - “Negative Staining.” Ini
HAYAT, M.A. ed. Principles and techniques of eletron

microscopy - biological applications.vol.2. New York,

Var Nostrand Reinhold Company, 1972.



-5

HAUGE, 5. = Fodd poisoning caused by aercbic spore-forming
bacillidi.
J.Appl.Bacteriol., 18:591-595, 1955,

HILL, J.L. & YU, D.T.Y. -~ Development of an experimental
animal model for reactive arthritis induced by Yersinia

enterocolitica infection.

Infect,lmmun., 55(3):721-726, 1987,

HIRSCH, H.A.; McCARTHY, C.G. & FINLAND, M. - Polymyxin B
and colistin: activity, resistance and.crossresistance

in vitro.

Proc.Scc.Exptl.Biol.Med., 103:338-342, 1960.

HOLBROOK; R. & ANDERSON, J.ML - An improved selective and
| diagnostic medium for the isolation and enumeration of

Baeillus cereus in foods.

Can.J.Microbiol., 28:753-759, 1980.

HOLMES, J.R.; PLUNKETT, T.: PATE, P.; ROPER. W. &
ALEXANDER, W.J. - Emetic food poisoning caused by
Bacillus cereus.

Arch.Intern.Med,, 141(8):766-767, 1981.

HUTCHINSON, E.M.S. & TAPLIN, J. - Bacillus cereus in food.

Food Technol.Aust., 30:329-333, 1978.

IVERS, J.T. & POTTER, N.N. - Production and stability of
nemolysin, phospholipase C, and lethal toxin of Bacillus
cereus in foods.

J.Food Protect., 40(1):17-22, 1977,

JOHNSON, C.E., & BONVENTRE, P.F. - Lethal toxin of BacilluS
cereus.l.Relationship and nature'of toxin, hemolysin,
and phospholipase, ‘

J.Bacteriol., 94(2):306-316, 1867.

JOHNSON, K.M,; NELSON, C.L. & BUSTA, F.F. - Germination

and heat resistence of Bacillus cersgus spores from strains

associated with diarrheal and emetié food-borne illriesses.

J.Food Scien., 47:1268-1271, 1682,

JOHNSON, K.M.; NELSON, C.L. & BUSTA, F.F. - Influence of

heating and cooling rates on Bacillus cereus spore survi-

val and growth in a broth medium and in rice.

J.Food Scien., ﬁg:34—39, 1884,




Q-

JOHNSON, K.M. - Bacillus cereus foodborne illnes—arn update.,

J.Food Protect., 47(2}:145~153, 1984.
KEAY, L.; MOSER, P.W. & WiLDI, B.3, - Proteases of the
genus Bacillus. II. Alkaline proteases.

Biotechnol.Bivengin., 12:213-249, 1970,

KIM, U.& GOEPFERT, J.M. -~ Incidence of Bacillus cereus in

dried-food products.

Bacteriol.Proceedings, A-80:12, 1870.

KIiM, H.U. & GOEPFERT, J.M. - Occurrence of Bacillus cereus

in selected dry food products,
J.Milk Food Technol., 34:12-15, 1971,

KIM, H.U. & GOEPFERT, J.M. - Enumeration and identification

of Bacillus cereus in foods. I,24-hour presumptive test

medium.

Appl.Microbiol., 22(4):581~-587, 1871.

KIM, H.U. & GOEPFERT, J.M. ~ Efficacy of a flugrescent-anti-

body procedure for identifying Bacillus cereus in foods.

Appl.Microbiol., 24(5):708~713, 1972.

'KRAMER, J.M,; TURNBULL, P.C.B.; JPRGENSEN, K.; PARRY; J.oo &
GILBERT, R.J. - Separation of exponential growth exocioxins

of Bacillus cereus and their preliminary characterization.

J.Appl.Bact., 45(3): xix, 1978.

KRAMER, J.M.; TURNBULL, P.C.B,; MUNSHI, G. & GILBERT, R.J.~

"Tdentification and characterization of Bacillus cersus

and other Bacillus specles associated with foods and
food poisoning."In: CORRY, J.E.L.; ROBERTIS, D. & SKINNER,F.A.,

eds, Isclation and identification methods for food poisoing

organisms. technical series n?17, London, Academic. Press,
pp.261~-286, 1982,

KRAMER, J.M. - "Bacillus cereus exotoxins: production,

isolation, detection and properties." In: ALOUF, J.E.;
FREER, J.H.; FEHRENBACH, F.J. & JELJASZEWICZ, eds.

Bacterial protein toxins. London, Academnic Press, 13884,

LAMANNA, C. & EISLER, D, - Comparative study of the agglu-

tinogens of the endosporss of Bacillus anthracis and

Bacillus cereus,
J,Bacteriol., 72:435~441, 1960,




LAMANNA, C. & JONES, L. - Antigenic relationship of the

endospores of Bacillus cereus-like insect pathogens to

Racillus cereus and Bacillus anthracis.

J.Bacteriol,, 81:622-625, 1961.
LAMANNA, C. & JONES, L. =~ Lethality for mice of vegetative

and spere forms of Baclllus cereus and Bacillus cereus-—

1ike insect pathogens injected intraperitoneally and
subcutaneously.

J.Bacteriol., 85:532-535, 1963.

LANCETTE, G.A. & HARMON, S{M. - MWEnumeration and confirma-

tion of Bacillus cereus in foods: collaborative study.

J.Ass0c.0ff, Anal.Chem., 63(3):581-586, 1980.

LEFERVRE, A.; GREGOIRE, C.A.; BRABANT, N. & 7T0DD, E. -~

Suspected Bacillus cereus food poisconing.

Epidemiol.Bulletin, iZ(Q}:lOB»lll, 1973.

LEITKO, M.F.F,; DELAZARI, 1. & MAZZONI, H. - Microbiologia
de Alimentos desidratados. '

Coletanea do ITAL, 5:223-241, 1973/74.

LEMILLE, F.; BARJAC, H. & BONNEFOI, A. - Etude sérologique

de Bacillus cergus. Mise en gvidence de divers serotypes

basés sur les antigénes flagellalres.

Annls.Inst.Pasteur, Paris, 117:31-38, 19863.

LINARDI, V.R. - Melhoramentc de Bacillus amyloliguefaciens

por transformacao e fusBo, para produgﬁo de alfa-amilase

e proteases. Tese de Doutorado apresentada a Faculdade

de Engenharia de Alimentos e Agricola da Universidade

Estadual de Campinas. Campinas, 1985, 101f. {mimeo. }
LOWRY, O.H.; ROSEBROUGH, N.J.; FARR, A.L. & RANDALL, R.J.-

Protein measurement with the Folin Phenol reagent.

J.Biol.Chem., 193:265-275, 1951,

MACDONALD, K.L. & GRIFFIN,P. M. - Foodborne disease outhreaks-
~Annual summary, 198Z. _

J,Food Protect., 49:933-939, 1986.

MAC FADDIN, J.F, - Bibchemical tests for identification of

medical bacteria.2nd ed. Baltimore, Willians & Wilkins,

p.354, 1980,



D) G

McGAUGHEY, C.A. & CHU, H.P., - The egg-yolk reaction of
acropic sporing bacilli.

J.Gen.Microblol., 2:334~341, 1948,

MARTIN, J.H. - Significance of bacterial spores in milk,

J.Milk Food Technol,., §Z(2);94m98, 1874,

MEDDA, S. & CHANDRA, A.K. — New strains of Bacillus

iicheniformis and Bacillus coagulans producing thermo -

stable alfa-amilase active at alkaline pH.
J.Appl.Bacteriol., 48:47-58, 1980,
MELLING, J,; CAPEL, B.J.; TURNBULL, P.C.B. & GILBERT,BR.J.~

Identification of a novel enterotoxigenic activity asso-

ciated with Bacillus cereus.

J.Cilin.Pathol., 29:938-940, 1976,

MELLING, J. & CAPEL, B.J. —_Charécteristics:of Bacillus
cereug emetic toxin.

FEMS Microbiol.Letters, 4:133-135, 1978,

MELLING, J.; CAPEL, B.J.; WITHAM, M.D, & GILBERT, R.J. -

Tdentification and characterization of Bacillus cereus

emetic toxin.

J.Appl.Bacteriol,, 45(3): xxv, 1978.

MIDURA, T.; GERBER, M.; WOOD, R. & LEONARD, A.R. - Outbreak

of food poisoning caused by Bacillus cereus.

Public Health Reports, 85(1):45-48, 1970,

MOLNAR, D.M. = qeﬁaration.ef the toxin of Bacillus cersus

into two components and neonidentity of the foxin with
phospholipase.
J.Racteriol., §§:147—153, 1867,

MORITA, T.N. & WOODBURN, M.J. - Stimulation of Bacillus
cereus growth by protein in ccoked rice combinations.

J,Food Scien., §§(5)21232w1235, 18977,

MORRIS, J.G., Jr. - Bacillus cereus fTood poisoning.

Arch.Intern.Med., 141(6):711, 1881,

MORTIMER, P.R, & McCANN, G. - Food-poisoning episodes asso-

ciated with Bacillus'cereus in fried rice.

Lancet, 1:1043-1045, 1874,



~ G-

MOSSEL, D.A.A.; KOOPMAN, M.J. & JONGERIUS, E. - Enumeration

of Bacillus cereus'in foods.

Appl.Microbiol., 15(3):650-653, 1967.

MOSSEL, D.A.A, & SHENNAN, J.L. - Micro-organisms in dried
foods: their significance, limitation and enumeration.

J.Food Technol., 11:205-220, 1876.

MOSSEL, D.A.A. & GARCIA, B.M., - Microbiologia de los alimern-

fos. Editorial Acribia, S,A., 1985. pp.249-250,

NANMORI, T.; SHENKE, R.,; ADKI, K. & NISHIRA, H. -~ Purifica~
tion and characterization of beta—amylase from Bacillusg
cereus BQR10~81 Spo I1. |
Agr.Biol.Chem., 47(5):941-947, 1983,

NANMORI, T.; NUMATA, Y. & SHINKE, R. - Isclation and charac-

terization of a Bacillus cereus mutant strain hyperpro-

ductive of exo-beta-amylase.

Appl.Environm.Microbiol., 53(4):768-771, 1987.

NESTER, S. & WOODBURN, M. - Contamination and growth of

Bacillus cereus and Clostridium perfringens in mexican-

style beans.

J.Food Protect., fé(?):638w642, 1882,

NIKODEMUSZ, I. - Occurrence of Bacillus cereus in foods.

Acta Aliment., Q{Z):lllmiiﬁ, 1879,

NORRIS, J.R. - Bacterial spore antigens: a review.

J.Gen Microbiol., 28:393-408, 1862,

' NYGREN, B. - Phospholipase C -producing bacteria and foad
poisoning.

Acta Path.Microb.Scandinavica,supplementum 160:1-85, 1962.

OISHI M: TAKAHRSHI H. & MARUS B, - Intracellular alfa-~

amylase in Bacilius subtilis.

J.Baoterlol., 85:246- 247, 1863,

OVERCAST, W.W. & ATMARAM, K. - The role of Bacillus cersus

in sweet curdling of fluid milk.

J.Milk Food Technol., 37(5):233-236, 1974.

OWENS, J.J. - The egg yolk reaction prcduced by several
species of bacteria. '

J.Appl.Bacteriol., 37:137-148, 1974,




-5

PARKER, D.,A. & GOEPFERT, J.M. - A ressarch note- Enhance-—

ment of synthesis of Bacillus cereus enterotoxin using
& sac-culfure technique.

J.Food Protect., 41(2):116-117, 1978.

PARRY, J.M. & GILBERT, R.J. - Studies on the heat resisten-

ce of Bacillus cereus spores and growth of the organism

in boiled rice.

J.Hyg.Camb,, 84:77-82, 1980,

PATEL, G.S. - Bacterioclogical quality of pedha and burfi
with special reference to certain bacteria of public
health significance. ‘

J.Food Scien,Technod., 22:133w136, 188656,

PEARSON, H.E. - Human infections caused by erganisms of
the Bacillus species,

Am.J.Clin,Path,, 53:506-515, 1970.

PERRY, J. ~ Food poisoning from fried rice.

Environm.Health, 3:60-51, 1874..

PETERZ, M.; WIBERG, C. & NORBERG, P, - Comparison of media

for isolation of Bacillus cereus from foods.

J.Food Protect., 48(11):969-970, 1985,

POLKHOVSKII, V.A. - Lecithinase activity of Bacillus cereus—

strains isolated from various natural sources.
Mikrobiologiva, §g(4}:567—573, 1970,
PORTNOY, B.L.; GOEPFERT, J.M. & HARMON, S.M. - An outbreak

of Bacillus cereus food poisoning resulting from conta-

minated vegetable sprouts}

Am.J.Epidem., 103(6):589-594, 1976.

PRIEST, F.G. - Extracellular enzyme synthesls in the genus

RBacillus.

Bacteriol.Rev., 41(3):711-753, 1977.

PUBLIC HEATH LABORATORY SERVICE - Food poisoning associa-

ted with Bacillus cereus.

British Med.J., 1:189-180, 1872.

PUBLIC HEALTH LABORATORY SERVICE - Bacillus cereus food

poisoning.

British Med.J., 22:647, 1973,




~96-

RABINOVITCH, L.; VICENTE, M.M.A.; GUAYCURUS, T.V.; FREITAS,
3.P.G.V. & MESQUITA, R.P. - Avaliag3o da incidéncia e da

toxicidade de amostras de Bacillus cereus em diferentes

classes de alimentos comercializados e consumidos no Es-
tado do Rio de Janeiro.

Mem.Inst.Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 80(1):1-3, 1985.

RABINOVITCH, L. & VASCONCELLOS, F.J.M. - A new medium for

the detection and enumeration of Bacillus cereus in food.

Rev.Microbiol., S3o Paulo, 18(4):330-334, 1987.

RAEVUORI, M.; KIUTANO, T.; NISKANEN, A. & SALMINEN, K. -

An outbreak of Bacillus cereus food-poisoning in Finland

associated with boiled rice.

J.Hyg,.Camb., Z§:319m32?, 1876,

RAJKOWSKI, ¥.T. & MIKOLAJCIK, E.M. - Characteristics of

selected strains of Bacillus cereus.

J.Food Protect., 50(3):199-205, 1987.

RIVAS, M. & RODRICKS, J.V., - Food nazards of microbial origin.
11, Bacterial toxins. |

. Rev.Lat.-amer.Microbicl., 21:159-~185, 1879.

ROBBS, N.K.; ROBBS, P.G. & FAVARIN, V. - Microbiclogla de
alimentos formulados para ¢ Programa Nacional de YMerenda
Escolar.

Arq.Univ.Fed.Rur.Rio de J., Itagual, 6(2):193-203, 1983.

ROBERTS, D.; WATSON, G.N. & GILBERT, R.J. - “Contaminatioﬁ
of food plants and plant products with bacteria of public
health significance. Int RHODES-ROBERTS, M. & SKINNER,F.A.,

eds. Bacteria and plants.series n®lo0, London, Academic

Press, 1982. pp.169-195.
RODRIGUES, M.H. & BARRET, E.L.- Changes in microbial popum

iation and growth of Bacillus cereus dﬁring storage of
reconstituted dry milk. \

J.Food Protect., 49(9):680-686, 1986.

ROGERS, R.F. - Bacillus isolates from refrigerated doughs,
wheat flour, and wheat.

Cereal Chem., 55(5)}-671-674, 1978.




o ~G7-

SALZBERG, S.P.; MASSAGUER, P.R. & SERRANO, A:M. - Estudo
epidemiolégico e microbiocléogico de um surtc de intoxica-
¢80 alimentar. ‘

Rev,Microbiol,, Sao Paulo, 13(1):26-30, 1982.

SCHAEFFER, P. - Sporulation and the production of antiblo-
tics, exoenzymes, and exotoxins.

Bacteriol.ﬁev., gﬁ{l):ﬂ8w7l, 1969.

SCHIEMANN, D.A. - Occurrence of Bacillus cereus and the

vacterioclogical quality of chinese “take-out" foods.

3.Food Protect., 41(6):450-454, 1978.

QCHMITT,N.; BOWMER, E.J. & WILLOUGHBY, B.A. ~ Food poisoning

outbreak attributed o Bacillius cereus.

Can.J.Publ,Health, 67:418-422, 1976,

SEENAPPA, M. & KEMPTON, A.G. - A note on the oceurrence of

Bacillus cereus and other species of Bacillus in Indian

spices'of export gquality.
J.Appl.Bacteriol., §g:225m228, 1981.

SEENAPPA, M., & KEMPTON, A.G. - A simple key for the identi-
fiéation of Bacillus species common in foods.

J.Food Scien.Technol., 18:131-133, 198l.

SHARMA, P.L. & DOGRA, R.C. - Bacillus cereus enterotoxin
and its production in different foods.

J.Food Scien.Technol., 20:223-227, 1983,

SHATTOCK, P.M.F. - The use of seroleogy in the cla551flcaw
tion of micro-organisms.

J.Gen.Microbicl,., ig:Bﬁ?WSTA, 1955,

SHINAGAWA, K.; KUNLTA, N.; SASAKI, Y. & OKAMOTO, A. -
Bigochemical characterlstlcs and heat tolerance of strains

of Bacillus ¢ereus isolated from uncooked and cooked rice

after food p01sonlng putbreaks.

J.¥Food Hyg.Soc,Japan, 20(6)1:430- 437 1979.

SHINAGAWA, ¥.; KUNITA, N;; ONAKA, T. & TAKEMASA, N. -

Serotypes of Bacillus cereus isclated from cooked and
raw rice responsiblé’for food poisoning and from healthy
people.

J.Food Hys.Soc.Japan, 21(4):266-273, 1980.-




-GG

SHINAGAWA, K.; MATSUSAKA, N.; KONUMA, H. & KURATA, H. -
The relation between the diarrheal and other biologlcal

activities of Bacillus gereus invoelved in food polsoning

outbreaks.

Jpn.J.Vet.Sci., 47(4):557-565, 1985,

SHINAGAWA, K. - Analytical methods for Bacillus cereus and

pther Bacillus species.
Communications at the Fbod Microbiology Meetings,
october-1987, Grécia. :

SHINKE, R.; MISHIRA, H. & MUGIBAYASHI, N. - Isolation of
béta-amylage producing ﬁicroorganisms, |

Agr.,Biol.Chemn., §§(3):665~666, 1874,

SIEGMAN-IGRA, Y.; LAVOCHKIN, J.; SCHWARTZ, D. & KONFORTI,N.-

Meningitis and Bacteremla due to Bacillus cereus.

Israel J.Med.Sciences, 18:546-551, 1983.

SINGH, R.S.; BATISH, V.K.; PARKASH, O, & RANGANATHAN, B. -
Toxigenic Bacillus cereus var.fluorescens in human milk.

J.Dairy Scien,, 67:513-517, 1984,

SLEIN, M.W. & LOGAN, G.F. = Partial purification and pro-

perties of two phospholipases of Baclllus cereus.

J.Bacteriol., 8§5:368-381, 1983,

hSLEIN, M.W. & LOGAN, G.F. - Characterization of the phos-

'pholipases of Bacillus cereus and their effects on ery-

&hrocytes, bone, .and kidney ceglls.

J.Bacteriol., 90(1):69-81, 1965.

SMIBERT, R.M. & KRIEG, N.R., - HGeneral characterization.”
In: GERHARDT, P., ed. Manual of methods for general

bactericlogy.Washington, American Soclety for Microbio-

logy, 1981. section V,cHap.20, pp.409-443.
SMITH, B.W. & ROE, J.H. - A photometric method for the de-
termination of alfé—amylase in biood and urine, with
© use of the starch-iodine color, |

J.Biol.Chem., 179:53-58, 1849,

SNEATH, P.H.A. - "Endospore-forming Gram-positive rods and
cocci." In: BUCHANAN, R.E, & GIBBONS, N.E., eds.

Bergey's manual of systematic bacteriology. vel.II. 9th ed.

Baltimore, Williams & Wilkins, 1886.



—G0-

SOMOGYI, M. - A new reagent for the determination of sugars.
J.Biol.Chem., 160:61-68, 1945,

SPIRA, W.M. & GOEPFERT, J.M. - Bacillus cereus ~induced

\fluid accumulation in rabbit ileal loops.

Appl.Microbiol., §£(3)134l—348, 1972.

SPIRA, W.M. & GOEPFERT, J.M, - Bioldgical characteristics

of an enterotoxin produced by Bacillus cereus.

Can.J.Microbiol., §g11236m1246, 1875,

SRIVASTAVA, K.C.; PAZ, A.A.: SARIDAKIS, H.D.; POPPER, O0.P.&
CASTRO, S.R.P. - Microbioleogy of frozen goat meat and

toxin preoduction by Bacillus cereus isolated there from.

7bl.Bakt.Hyvg., T.Abt.Orig.B 174:125-132, 1981.

STAMATIN, M. & ANGHELESCO, 8. - Pouvelr pathogene et toxi~

citée de Bacillus ¢ereus.

Annls,Inst.Pasteur, Paris, 116:210-217, 1969.

STEWART, D.B., - Factors influencing the incidence of B.cereus
spores in milk. '

J.80¢, Dairy Technol., 28(2) 5085, 1875.

4SZABO, R.A.; TODD, E.C.D. & RAYMAN, M.K. - Tweniwaour hour

isolation and confirmation of Baolllgg cereus in foods.

3.Food Protect,, 47(11):856-860, 1984.

CPAKASAKI, Y. - Productions_and utilizations of beta—amyla~

se and pullulanase from Bacillus cereus var.mygoides.

Agr.Biol.Chem., 40(8):1515-1522, 1976,

TAYLOR, A.J. & GILBERT, R.J. - Bacillus cereus food poiso~-

ning: =2 provisional serotyping scheme.

J Med.Microbiol., 8:543-550, 1875

TERRANOVA, W. & BLAKE, P.A. - Current concepis: Bacillus
cereus food poisoning. '

The N,Engl.J.Med., 298(3) 143~ 144 1978,

THOMPSON N.E.; KETTERHAGEN, M.J.; BERGDOLL, M.5. &
SCHANTZ, E.J. - Isolation and some properties of an

enterotoxin produced by Racillug cereus.

Infect.Immun, , £§(3):88?—894, 1984,




~100-

THOMPSON, N.E.; ASCHENBACH, J.M.; BERGDOLL, M.S. &

SCHANTZ, E.J. - Produstion of Bacillus cereus enteroto-

xin by insecticlide strains of Bacillus thuringiensis.

Abet.Ann.Meet.-ASM, B 135:40, 1985,

TING, W.-T. & BANWART, G.J. - Detection of Bacillus cereus

diarrheagenic toxin using a rat ligated intestinal loop
assay. | |

J.Food Saf.,7:57-63, 1985,

TODD, E. & PIVNICK, H. - Public health problems asaociated
with barbecued food.A.reyiew. |

J.Milk Food Technol., 36(1):1-18, 1973.

TODD, E.; PARK, C.; CLECNER, B.j FABRICIUS, A.; EDWARDS, D. &

EWAN, P, ~ Two outbreaks of Baclllus cersus food poiso~

ning in Canada.

Can.J,Pub.Health, 22:109»113, 1974,

TOpD, E.C.D. ~- Foodborne disease in six countries-a comparison.

J.Food Protect., 41(7):559-565, 1978.

*TORRESﬂANJEL, M.J. et alii - Enterotoxigenicidad de Bacillus

cereus.

Rev,Lat,wamer*microbiol., g£:5~i0, 1879.

PURNBULL, P.C.B. -~ Studies on the production of enterotoxins

by Bacillus cereus.

J.Clin.Path., 29:941-948, 1976.
TURNBULL, P.C.B.; FRENCH, T.A. & DOWSETT, E.G. -~ Devere

systemic and pyogenic infections with Bacillus cereus.

Brit.Med.J., 1:1628-1629, 1977,

TURNBULL, P.C.B.; NOTTINGHAM, J.F. & GHOSH, A.C. -~ A seve-
re necrotic enterotoxin nroduced by certain food, food

poisoning and other clinical isolates of Bacillus Cereus.

Brit.J.Exp.Path., 58:273, 1877.

TURNBULL, P.C.B.; KRAMER, J.M. & JPRGENSEN, K.; GILBERT,R.J.
& MELLING, J. -~ Properties and production chdracteristics
of vomiting, diarrheal, and necrotizing toxins of

Bacillus cereusg.

Am.J.Clin.Nutr., 32:219-228, 1979.



-101-

TURNBULL, P.C.B.; JPRGENSEN, K.; KRAMER, J.M.; GILBERT,R.J.
& PARRY, J. - Bevere clinical conditions asgociated with

Bacillus cereus and the apparent involvement of exotoxins.

J.Clin.Path., 32:289-293, 1979.

TURNBULL, P.C.B. & KRAMER, J.M. - Non-gastrointestinal

Bacillus cereus infections:i an analysis of exotoxin

production by strains isolated a two-year period;

J.Clin.Path., §§:1091«1096, 1983,

TURNBULL, P.C.B. & KRAMER, J.M. - Intestinal carriage of

Bacillus cereus: faecal isolation studies in three popu-
lation groups.

J.Hyg.Camb., g§:629w638, 1985,

U.5 ., DEPARTMENT OF HEALTH, EDUCATION AND WELFARE . CDO~

Bacillus cereus food polisoning - United Kingdom.

Morbid.Mortal Wk, Rept., 22:348, 1873,

VICENTE, M.M.A.; RABINOVITCH, 13 GUAYCURUQ, T.V. &
FREITAS, J.P.G.V. - Resultados preliminares sobre a in-

cidencia de Bacillus cereus aem alimentos industrializados.,

Ciencia e Cultura, (supl.) 35:605, 1983.

VIJAYALAKSHMI, G.; DWARAKANATH, C.T. & MURTHY, V.S. ~Stu-

dies on Bacillus cereus contamination of rice and rice

preparations.

J.Foeod Seien.Technol., £§'231~234, 1a81.

WAES, G. -~ Bacillus cereus et Clostridium perfringens dans

ies produits laitiers.

Revue de 1'Agriculture, 29(4)-993“1005 1976,

WALTHEW, J. & LUCK, H. - Tncidence of Baclillus cercus in

milk powder.

5,Afr.J.Dairy Technol., ég(l}:d?—SO, 1978.

WATTERSON, J.R. - A procedure for estimating Bacillug cereus

spores in soil and straem-sediment samples—'a poténtial
exploration technique.

J.Ceochem.Explorat,, 231 243 252, 1985,

WYATT, C.J. & GUY, V. H. - Inc1den¢e and growth of Bacillus
cereus in retall pumﬁkin,pies.

J.Food Protect., ﬁﬁ(6)2422~424, 1981.




~102-

YOSHIGI, N; CHIKANO, T. & KAMIMURA, M.~ Purification and

. properties of an amylase from Bacillus cereus NY-14,

Apric.Biol.Chem., 48(12):3368-3376, 1985,

YRIOS, J.W.; GOEPFERT, J.M.; SKINNER, H.G. & BELINKY, S.-

Bacillus cereus food polisoning-Wisconsin,

Morbid.Mortal.Wk.Rept., 24:306, 1875,




